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AIS (avian intestinal spirochaetosis) on sairaus, jota esiintyy munivilla ja lihaa tuottavilla kanoilla. Sen aiheuttaa
suolistossa kasvavat anaerobiset Brachyspira-suvun spirokeetabakteerit. Ne aiheuttavat kanoille ripulia, munankuorien
vérjaytymistd ulosteella seki alentunutta ja viivistynyttd munantuotantoa. Vasta melko vihén tutkituista Brachyspira—
lajeista on 16ydetty patogeeneja mm. sialle ja siipikarjalle. Linnuille patogeenisii lajeja ovat B. intermedia, B. pilosicoli,
B. alvinipulli ja mahdollisesti my0s B. murdochii. Ei- patogeeninen lintujen Brachyspira-laji on B. innocens ja varmaa
tietoa ei ole lajista B. "pulli”. Suomalaisessa siipikarjassa olevien Brachyspira-bakteereiden lajien selvitys on tirkedd
tuotantotalouden takia, tautivastustustyon edistamiseksi ja myos elintarvikkeiden korkean laadun takaamiseksi.
Vuosina 2002-2005 on keritty siipikarjan Brachyspira-niytteitd luomukanaloista, perinteisistd munakanaloista ja
kalkkunoista. Naytteitd on jonkin verran my0s tarhatuista riistalinnuista eli fasaaneista, ankoista, sorsista ja hanhista.
Tiahén tutkimukseen oli valittu noin 150 niytettd, joista oli tarkoitus selventdd, mitd Brachyspira-lajeja niissi esiintyy.
Brachyspira-bakteereiden karakterisoinnissa kdytettiin biokemiallisia tunnistusmenetelmii, polymeraasiketjureaktiota
(PCR) ja pulssikenttigeelielektroforeesia (PFGE). PCR:n avulla identifioitiin Brachyspira-lajeista B. pilosicoli, B.
intermedia, B. murdochii ja B. innocens. B. intermedia:lle tiytyi myos optimoida PCR-sovellus, jossa se tunnistetiin
NADH oksidaasi (NOX)-geenin perusteella. Aiemmin kéytetty PCR-sovellus, joka perustui 23S rDNA geeniin, ei ole
tarpeeksi spesifinen lintujen B. intermedia:n osoittamiseksi. NOX-geeniin perustuvat PCR-sovellukset optimoitiin myos
B. innocensille ja B. murdochii:lle. Aiemmin kiytetty PCR-menetelmd, NOX4, tunnisti molemmat niitd erittelemétta.
Uusien sovellusten oli tarkoitus olla spesifisid vain joko B. murdochii:lle tai B. innocens:lle. PFGE-analyysin jilkeen
nihtiin ndytteiden geneettinen monimuotoisuus ja vaihtelu samalla tilalla seki tilojen ja lintulajien vililla.
Biokemialliset testit eivit olleet kovin luotettavia lajiméddrityksessd, mutta antoivat alustavaa tietoa. PCR- ja PFGE-
tulosten perusteella pystyttiin varmemmin tunnistamaan eri lajit. NOX-PCR —sovellus B. intermedia:lle vaatii vield
kehittelyd, koska se ei tunnistanut ilmeisesti kaikkia B. intermedia-bakteereita. Tulosten perusteella patogeenista B.
intermedia:a 10ytyi siipikarjasta ja tarhariistalinnuista. Ankkojen ja sorsien niytteistd 10ytyi myos B. pilosicoli:a. B.
murdochii ja B. innocens olivat yleisimpii siipikarjassa ja fasaaneilla esiintyvid Brachyspira-bakteereita. Osaa
nidytteistd ei niilld menetelmilld pystytty karakterisoimaan.

Usean tutkimusmenetelmin kéyttod auttoi paremmin selvittimidin Suomessa esiintyvid Brachyspira-lajeja ja niiden
genotyyppikirjoa seki sekatartuntojen tunnistamista. Jatkossa genomin sekvensointi toisi lisdd selvyytti lintujen
Brachyspira-lajeihin. Varsinkin B. alvinipulli:n mahdollinen esiintyminen suomalaisessa siipikarjassa tulisi selvitta.
Perinteisten munituskanaloiden tutkimuksia Brachyspira-bakteereiden esiintymisen varalta tarvitaan lisda.
Suomalaisesta siipikarjasta eristetyilld, patogeenisiksi epdiltavilld Brachyspira-kannoilla tulisi myos tehdd
infektiokokeita niiden todellisen taudinaiheutuskyvyn selvittimiseksi.
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Abstract:

AIS (avian intestinal spirochaetosis) is a disease that affect commercial laying and meat breeder hens. It is caused by
anaerobic intestinal spirochaetes which includes also the genus Brachyspira. The genus of the Brachyspira has not been
comprehensively studied. However, a couple of species which are pathogenic for pigs and hens have been identified.
The Brachyspira bacteria are associated with fecal staining of egg shells, delayed and reduced egg production, and
chronic diarrhoea in birds. The diarrhoea leads to problems in cage cleaning, odour emission and attraction of flies. The
pathogenic species for poultry are B. intermedia, B. pilosicoli, B. alvinipulli and probably B. murdochii. Non-
pathogenic species for bird is B. innocens, and suggestively B. pulli, as well. The occurrence of Brachyspira species in
Finnish domestic birds had to be clarified, due to their economic impact, fight against the disease and guarantee the
quality of food.

The samples for this research have been collected during years 2002-2005. The samples were collected from hens as
well as from farmed pheasants, geese, ducks and mallards. Altogether 150 spirochaete isolates were investigated in
purpose to get more information about Brachyspira spp in Finnish domestic and game birds.

Characterization of the isolates included the results from biochemical tests, polymerase chain reaction (PCR) and pulsed
field gel electrophoresis (PFGE). PCR applications were used to detection of B. pilosicoli, B. intermedia, B. murdochii
and B. innocens. A novel PCR application which is based on NADH oxidase (NOX) gene had to be optimized for B.
intermedia. Previously used 23S rDNA-based PCR was not spesific enough for avian species. New PCRs which are
based on NOX gene were also optimized for B. murdochii and B. innocens. Previously used PCR application for NOX4,
did not differentiate the species of B. murdochii and B. innocens. PFGE elucidated the high genetic diversity of the
strains within and between the farms, as well as between the avian species.

Biochemical tests were not so reliable for avian Brachyspiras albeit they provided preliminary information. The NOX
gene based PCR for B. intermedia was not sensitive enough for the avian strains. PCR and PFGE results together
strengthened the identification of Brachyspira species. According to the results, potentially pathogenic B. intermedia
were found from domestic and game bird samples. B. pilosicoli was found only from ducks and mallards. The most
prevalent species in domestic birds and pheasants were B. innocens and B. murdochii. A portion of the samples could
not be characterized by these methods.

The presence of various Brachyspira species in Finnish birds was clarified better by using more than one method.
Sequencing the genome portions of some avian Brachyspira strains could give more information about the species
involved. The presence of B. alvinipulli in Finnish poultry is also important to clarify. Further studies for occurrence of
Brachyspira spp. in conventional layer hen herds should be done. Furthermore, the true pathogenity of the Finnish avian
Brachyspira isolates should be studied by the infection trials.

Keywords: Brachyspira, avian, PCR, NADH oxidase, PFGE
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1. JOHDANTO

Brachyspira -suvun (aiemmin Serpulina) spirokeetabakteereita esiintyy yleisesti eldinten
suolistossa. Eri eldinlajeilla on omia Brachyspira -lajeja, ja osa lajeista esiintyy useilla eri
elaimilld. Brachyspira-tutkimus on melko nuori tutkimusala. Uusia Brachyspira -lajeja,
myds aiemmin tutkimattomilta eldinlajeilta, 10ytyy jatkuvasti. Tautia aiheuttavilla
Brachyspira-bakteereilla on kotieldintuotannossa suuri tuotantotaloudellinen merkitys ja
eldinten hyvinvointia heikentdva vaikutus (Hampson, D.J. ja Stephens, C.P. 2002; Hampson,
D.J. ja Stanton, T.B. 1997). My0s ihmisilld tunnetaan kaksi lajia, Brachyspira pilosicoli ja
Brachyspira aalborgi. B. pilosicoli on mahdollinen zoonoosi eli eldimistd ihmisiin tarttuva,

mutta B. aalborgi:a on tavattu vain ihmisilld ja korkeammilla kédellisilld (Smith, J.L. 2005).

Parhaiten tunnettu Brachyspira on voimakkaasti 3-hemolyyttinen B. hyodysenteriae, joka on
patogeeninen varsinkin sioille, mutta satunnaisesti my0s linnuille (Roche, J. ym., 2002).
Ulkomaisen tutkimustiedon perusteella siipikarjalla voi esiintyd ainakin kolme tautia
aiheuttavaa Brachyspira-lajia: B. pilosicoli, B. alvinipulli ja B. intermedia. Mahdollisesti
myos B. murdochii saattaa olla patogeeninen. Ei- patogeeninen lintujen Brachyspira-

bakteeri on B. innocens. Varmaa tietoa ei ole lajista B. "pulli’.

Suomessa sioille tautia aitheuttavat Brachyspira-bakteerit tunnetaan melko hyvin. Sen sijaan
tietimys suomalaisessa siipikarjassa esiintyvistd Brachyspira-lajeista on ldhes olematon.
Yksi syy on se, ettd Brachyspira-bakteerit eivit tule esiin bakteriologisessa rutiiniviljelyssi,
vaan edellyttivit erikoismenetelmien kiyttod. Brachyspira-bakteereja on ulkomailla todettu
esiintyvén yleisesti siipikarjalla kaikissa niissd maissa, joissa niitd on osattu etsid (Burch,
D.G.S. 2005). Spirokeetoja on yleisesti eristetty siipikarjasta USAssa, Australiassa seki
Euroopan maissa (Jansson, D.S. ym., 2001; Stephens, C.P. ja Hampson, D.J. 2000). Muun
muassa ensimmdistd kertaa vuonna 2005, B. pilosicolin on raportoitu aiheuttavan
umpisuolentulehdusta kalkkunoille (Shivaprasad, H.L. ja Duhamel, G.E. 2005). Myos

kotieldimind pidetyiltd hanhilta on Unkarissa dskettdin 16ydetty B. alvinipulli:a, joka on
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patogeeninen laji. Hanhien kuolleisuus kahdessa laumassa oli 28% ja 18%. Hanhien

paksusuolesta tehtiin tulehdukseen viittaavia 16ydoksida (Nemes, C.S. 2006).

Brachyspira-bakteerien lajitunnistuksessa kdytetddn perinteisid biokemiallisia menetelmid.
Nykyisin tunnistusta helpottavat myods molekulaariset menetelmaét. Siipikarjan Brachyspira-
tutkimuksessa on tormitty lajiltaan vield tuntemattomien kantojen, ja usean Brachyspira-
lajin erottamattoman yhteiskasvun runsauteen, mikd tekee tutkimustyon tdlld saralla

erityisen haastavaksi (Rasback, T. ym., 2005; Wagenaar, J.A. ym., 2003).

Vaikka B. pilosicoli on mahdollisesti ihmisiin tarttuva, ei ole selvdd kisitystd miten se
tarttuu. On mahdollista, ettd tartunta tapahtuu infektoituneen eldimen lihasta, ulosteen
vilitykselld tai kontaminaationa huonosta ruoan kisittelystd, koska se on melko yleinen
ithmisilld maissa, joissa hygieniataso on huono (Smith, J.L. 2005). Suhteellisen vihin
tutkimusryhmid tyoskentelee Brachyspira-bakteerien parissa ja tutkimus on ldhinnd
keskittynyt diagnosointiin, kontrolloimiseen ja epidemiologiaan (Hampson, D.J. ja

Thomson, J.R. 2004).

Avian intestinal spirochaetosis (AIS) -taudin patogeeneista on melko vihén tutkittua tietoa,
mutta spirokeetojen on demonstroitu aiheuttavan kanoilla kasvun heikkenemistd seki
taipumusta nostaa ulosteen rasvapitoisuutta. Varsinkin aikuisilla kanoilla tauti on usein
krooninen. Broileri-emoilla, joilla oli AIS, havaittiin enemmin heikkoja poikasia ja niilld
hitaampi kasvu sekd heikompi rehunkiyttokyky kuin jélkeldisilld, joiden emolla ei ollut
spirokeeta-infektiota. Sairaat vanhemmat tuottivat noin 7,5% vidhemméan munia. Kuten
muissakin infektiosairauksissa, on ekonomisesti kannattavampaa ehkiisté tautia kuin hoitaa
sitd (Stephens, C.P. ja Hampson, D.J. 2000). Brachyspira-tartunnoissa hyvi hygienia estda
tehokkaimmin bakteerien levidmistd. Brachyspira-tartutojen ehkidisynd kiytetddnkin hyvén
hygieniatason  ylldpitoa, eldinsuojien desinfiointia kasvatuserien  vililld, sekid

ristikontaminaation estdmisté ja haittaeldintorjuntaa.

Elintarviketurvallisuusvirasto Evirassa (entisessd EELA:ssa) on vuoden 2002 lopulta ldhtien
tutkittu siipikarjandytteitd myos Brachyspira-bakteerien esiintymisen varalta. Brachyspira-
bakteereja on 10ytynyt kohtalaisesti munituskanoista, tarhatuista fasaaneista ja sorsista, seki
niukalti kalkkunoista. Ndiden tarkempaa lajia pyritdédn selvittdimiin, koska toistaiseksi niitd

ei ole voitu luotettavasti madrittdd. Eviran Seindjoen tutkimusyksikkoé on erikoistunut
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sikojen ja siipikarjan sairauksiin ja terveydenhuoltoon. Sioille ja siipikarjalle ripulia
aiheuttavien Brachyspira -bakteereiden diagnostiikka ja tunnistusmenetelmien parantaminen
on tutkimusyksikon erikoisalaa. Suomessa tehtiva Brachyspira-tutkimus onkin télld hetkelld

keskittynyt Seindjoen tutkimusyksikkdon.

Tutkituista Brachyspira—lajeista vain harvat on todettu patogeenisiksi mm. sialle ja
siipikarjalle. Spirokeetojen esiintyminen siipikarjassa on hankala huomata, koska oireet
vaihtelevat ja voivat olla vihiisid tai epaspesifisid. Diagnosointi on ollut hankalaa myos
bakteerien vaativien kasvatusolosuhteiden takia. Brachyspira-bakteerit vaativat anaerobiset
ja muiden bakteerien kasvua voimakkaasti hillitsevét olosuhteet. Brachyspira-bakteerit ovat
gram-negatiivisia, spiraalinmuotoisia bakteereja, jotka luontaisesti kasvavat vain paksu- ja
umpisuolessa. Niitd kasvatetaan anaerobisesti 40-43°C:ssa, mutta ne kasvavat myos
37°C:ssa. Osa bakteereista kasvaa jo parissa péivissi hyvin, mutta jotkut saattavat vaatia
jopa 10 pidivin kasvatuksen. Ndamid bakteerit liikkuvat vikkelédsti eteen- ja taaksepdin
pyorimilla pituusakselin ympéri. Liikkeen saavat aikaan endoflagellat, joiden miirit
vaihtelevat lajikohtaisesti. My0Os bakteerien kokonaispituus, paksuus ja kierteiden midri

vaihtelevat jonkin verran.

1.1. Brachyspira-bakteerit

Taksonomisesti spirokeetat kuuluvat Spirochaetales-lahkoon, joka sisiltdd suvut Borrelia,
Brachyspira, Cristispira, Spirochaeta, Treponema, Leptospiracea, Leptonema ja Leptospira.
Ndissd suvuissa on patogeenisid lajeja eldimille ja ihmisille. Brachyspira-sukuun kuuluvat
lajit B. hyodysenteriae, B. intermedia, B. innocens, B. murdochii, B. pilosicoli, B. alvinipulli,
B. aalborgi, B. "pulli” ja B. “canis” (Fellstrom, C. 2001). Brachyspira-suvun nimi on
muuttunut useaan otteeseen ja muutoksia saattaa vieldkin tulla. Ensimmédinen nimi oli
Treponema, josta se muutettiin Serpula:n ja Serpulina:n kautta Brachyspira-muotoon.

Serpulina on vieldkin yleinen nimi muutamalle lajille.

Brachyspira-bakteereja on toistaiseksi eristetty mm. linnuista, sioista, ithmisistd, koirista,
erilaisista jyrsijoistd ja viimeisimpiand hevosista. Kanoilla B. intermedia, B. alvinipulli ja B.

pilosicoli on yhdistetty hidastuneeseen kasvuun, ripuliin, vihentyneeseen ja viivistyneeseen
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munantuotantoon. Seitsemén Brachyspira-lajia on havaittu siipikarjassa ja patogeenisid ovat
ainakin B. intermedia, B. alvinipulli ja B. pilosicoli (Hampson, D.J. ym., 2004). Australiassa
tehdyissd tutkimuksissa on todettu patogeenisten B. pilosicoli:n ja B. intermedia:n olevan
yleisid siipikarjassa. Broileritiloilla vetinen uloste on liittynyt B. pilosicoli:in (Stephens, C.P.

ja Hampson, D.J. 1999).

1.1.1. Avian Intestinal Spirochaetosis

Avian intestinal spirochaetosis (AIS) on munivien ja lihaa tuottavien kanojen sairaus.
Taudin saavat aikaan suolistossa kasvavat anaerobiset spirokeetabakteerit. Brachyspira-
bakteerit lukeutuvat niihin. Patogeeniset Brachyspira-bakteerit aiheuttavat muniville
kanoille ripulia, munankuorien virjdytymistd ulosteella sekd alentunutta ja viivdstynyttid
munantuotantoa (Dunn, P.A. ym., 2003). Ripuli aiheuttaa myd6s hajuhaittoja, ongelmia
hikkien siivouksessa sekd kirpésten lisddantymistda (Phillips, N.D. ym., 2005). AIS voidaan
madritelld subakuutista krooniseen riippuen infektion asteesta, mutta varsinkin aikuisilla
kanoilla tauti on yleensd krooninen (Stephens, C.P. ja Hampson, D.J. 2000). 1990-luvulta
ldhtien AIS:n on raportoitu aiheuttaneen kuolemantapauksia linnuilla (Hampson, D.J. ja
Stanton, T.B. 1997). Broilereille ja kalkkunoille se aiheuttaa ainakin kokeellisesti kasvun

hidastumista (Stephens, C. P. ja Hampson, D. J. 2002; Hampson D.J. ja Stanton T.B. 1997).
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1.1.2. Brachyspira pilosicoli
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Kuva 1. B. pilosicoli, viitekanta ATCC 51139. Valomikroskooppikuva gram-virjitystd bakteerista. 1000x

kokonaissuurennus. (kuva J. Vuorela)

B. pilosicoli on heikosti hemolyyttinen, hippuraattia hydrolysoiva, patogeeninen bakteeri. B.
pilosicoli:n genomi koostuu yhdesti sirkulaarisesta kromosomista, jonka koko on noin 2,5
Mb (Zuerner, R.L. ym., 2004). B. hyodysenteriae:n verrattuna B. pilosicoli on lyhyempi ja
ohuempi, mutta silli on useita genomisia ja fenotyyppisida samankaltaisuuksia sekd B.
hyodysenteriae:n ettd B. innocens:n kanssa, muun muassa 16S rRNA sekvenssit ovat 98,2-
99,5%:sti yhteneviiset (Trott, D.J. ym., 1996). B. pilosicoli voidaan osoittaa esimerkiksi
polymeraasiketjureaktiolla, joka tunnistaa sen 23S ribosomaalisen DNA:n (rDNA)
lajispesifisen sekvenssialueen. B. pilosicoli on eristetty ainakin sioista, koirista, ihmisisti,
useista lintulajeista ja hevosista (Hampson, D.J. ym., 2006a). Sen on todettu aiheuttavan
broileritiloilla merkittdvii munantuotannon alentumista ja viivistymistd (Stephens, C.P. ja
Hampson, D.J. 2002). Sioille B. pilosicoli aiheuttaa ns. spiroketaaliripulia (Jensen, T.K. ym.,
2004; Trott, D.J. ym., 1996). B. pilosicoli aiheutti 8,8% kuolleisuuden kasvun kanaparvessa
verrattuna parveen, jota oli hoidettu infektion takia (Burch, D.G. ym., 2006). B. pilosicoli
saattaa olla my0ds zoonoottinen, mutta sen merkitys ihmiselle on vield epédselvdd (McLaren,

AJ. ym., 1997; Trott, D.J. ym., 1996).
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1.1.3. Brachyspira intermedia

o B

Kuva 2. B. intermedia, viitekanta ATCC 51140. Valomikroskooppikuva gram-virjitystd bakteerista. 1000x
kokonaissuurennus. (kuva J. Vuorela)

»

Serpulina intermedia nimi on virallisesti ehdotettu muutettavan Brachyspira intermedia.:ksi
vasta tdnd vuonna (Hampson, D. ja La, T. 2006). B. intermedia:a on todettu
maailmanlaajuisesti ainakin sioissa ja linnuissa. Se on ekonomisesti merkittdva alentuneen
munantuotannon ja ripulin aiheuttaja munakanaloissa ja broilereissa. Sioille sen erdét kannat
mitd ilmeisimmin aiheuttavat spiroketaaliripulia. Tutkimuksissa B. intermedia aiheutti
kanoille ulosteiden vesipitoisuuden kasvua, munantuotannon laskua ja kasvun hidastumista.
Heikentynyt tuotanto oli keskimiérin 1,4 munaa/lintu vdhemmén ja munien paino oli noin
1,16 grammaa viahemmin kuin linnuilla, joilla infektiota ei havaittu (Hampson, D.J. ja
McLaren, A.J. 1999). B. intermedia:n ei ole havaittu aiheuttavan selkeitd patologisia
muutoksia linnuille, joten diagnosointi on tehtdvi mikrobiologisten tutkimusten perusteella.
Ilmeisen heterogeenisen luonteensa, ja kuten muillakin Brachyspira-bakteereilla,
anaerobisuutensa ja vaativien kasvuolosuhteidensa takia B. intermedia:n diagnosointi on
hankalaa. Linnuista eristettyjen B. intermedia -kantojen on osoitettu olevan indolipositiivisia

eli ne tuottavat indolia tryptofaanista (Hampson, D.J. ja Stanton, T.B. 1997).
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1.1.4. Brachyspira murdochii ja innocens

Kuva 3. B. murdochii, viitekanta ATCC 700173. Valomikroskooppikuva gram-virjitystd bakteerista. 1000x

kokonaissuurennus. (kuva J.Vuorela)

=
Kuva 4. B. innocens, viitekanta ATCC 29796. Valomikroskooppikuva gram-virjitystd bakteerista. 1000x

kokonaissuurennus. (kuva J. Vuorela)
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Myo6s Serpulina murdochii nimi on ehdotettu muutettavan virallisesti Brachyspira
murdochii:ksi tdnd vuonna (Hampson, D. ja La, T. 2006). B. murdochii kuuluu ns.
fylogeneettiseen ryhméén III, johon kuuluvat my6s B. innocens-b ja —c. B. murdochii saattaa
olla uusimpien tutkimusten mukaan patogeeninen, vaikka B. innocens ei ole (Stephens C.P.

ym., 2005). Molemmat lajit ovat yleisid sekd linnuilla etti sioilla.

1.1.5. Brachyspira alvinipulli

.

A\

: e RS e s
Kuva 5. B. alvinipulli, viitekanta ATCC 51933. Valomikroskooppikuva gram-vérjitystd bakteerista. 1000x

kokonaissuurennus. (kuva J. Vuorela)

B. alvinipulli on heikosti hemolyyttinen, hippuraattia hydrolysoiva ja linnuille patogeeninen
laji. Genomin 16S rRNA:n sekvensoinnin perusteella B. alvinipulli on erotettu muista
Brachyspira-bakteereista, vaikka sekvenssi onkin 98-99%:sti samankaltainen muiden
Brachyspira-lajien kanssa (Stanton, T.B. ym., 1998). B. alvinipulli:a on 16ydetty tarhatuista
hanhista ja se aiheutti niille umpisuolentulehdusta sekd patologisia muutoksia munuaisissa
(Nemes, C.S. ym., 2006). Tilla hetkelldi B. alvinipulli:a on ldydetty perinteisesti
siipikarjasta vain USA:ssa (Hampson, D.J. ja Stephens, C.P. 2002).
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1.1.6. Brachyspira hyodysenteriae

Kuva 6. B. hyodysenteriae, viitekanta ATCC 31212. Valomikroskooppikuva gram-virjitystd bakteerista.

1000x kokonaissuurennus. (kuva J. Vuorela)

B. hyodysenteriae:n genomin koko on noin 3,2 Mbp (Zuerner, R.L. ym., 2004). B.
hyodysenteriae:n aiheuttama sikadysenteria on vakava sairaus, joka aiheuttaa sioille veristi
ripulia, heikkoa kasvua ja voi johtaa jopa kuolemaan. Sikaloissa litkkuvat jyrsijit ovat yksi
syy B. hyodysenteriae:n levidmiseen. B. hyodysenteriae:a ei ole 10ydetty perinteisestd
siipikarjasta, mutta Ruotsissa B. hyodysenteriae on loydetty villeistd ja tarhatuista sorsista
(Jansson, D.S. ym., 2004; Rasbick, T. ym., 2005). My6s Suomessa havaittu, yksittdinen
ankan voimakkaasti hemolysoiva kanta on mahdollisesti B. hyodysenteriae (Suullinen
tiedonanto M. Fossi, 2006). Tarhatuilla nanduilla, joilla B. hyodysenteriae on 10ydetty, oli
kuolleisuus 25-80% (Hampson, D.J. ja Stanton, T.B. 1997).
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1.2. Maatalouden nikokulma

Siipikarjaryhmddn kuuluvat munituskanalat, broilerit, kalkkunat, hanhet, ankat ja muut
maatalouden tuotannossa kdytettdvidt lintueldimet. Suomen osalta siipikarjan
terveydentilanne on hyvi, koska eldintauteja on vidhidn maantieteellisen sijainnin, harvan
asutuksen ja tautien erinomaisen ennaltachkdisyn takia. Hyvistd terveystilanteesta

huolehditaan niin terveydellisistd kuin taloudellisistakin syista.

1.2.1. Luomukanalat

Luomutiloilla kanoja kohdellaan lajinmukaisesti ja luonnonmukaista tuotantoa noudatetaan
koko elinidn ajan. Pddperiaatteena on, ettd kanat saavat luomutilalla toteuttaa lajilleen
tyypillistd kdyttaytymistd, joten esimerkiksi hikkikanalat ovat kiellettyjd. Luomukanala on
lattiakanala, jossa kanat saavat litkkua vapaana ja lattiapinta-alasta vihintdin puolet on
pehkun ja hiekan tms. peitossa. Luomukanaloissa on my0s ikkunat, orret ja virikkeitd
kanoille. Kesdaikaan kanoilla on kidytossd ulkotarha. MyoOs kanoille annettu ruoka on
luomuviljeltyd. Luonnonmukaisia kananmunia tuotetaan Suomessa 50 tilalla ja niiden mairi
tuotannossa on 1,5% (MMM ty6ryhmédmuistio 2003:14). Luomukanaloissa on lisdéntynyt
tautivaara ulostekontaminaatioiden takia ja koska kontaktit villien lintujen kanssa ovat

mahdollisia.

1.2.2. Munituskanalat

Suomessa vuonna 2001 munivia kanoja oli 2111 tilalla, joista yli sadan kanan kanatiloja oli
alle puolet. Ndilla tiloilla oli keskimé@érin 3165 kanaa. EU:ssa munia tuotetaan vuosittain 5,6
miljardia kiloa, josta Suomen osuus on 1% (MMM tyoryhmédmuistio 2003:14). Vuonna
2002 Suomessa tuotettiin kananmunia 55 miljoonaa kiloa. Kanojen miérd on viime vuosina
laskenut jatkuvasti. Vuonna 2002 kanojen midrd oli 3,2 miljoonaa. Kananmunien
vahittdishinta oli noin 2,2 €/kg vuonna 2001. Koska MTT:n selvityksen mukaan kanatilojen
lukumiird vidhenee edelleen, on tirkedid, ettd Brachyspira-bakteerit tai mikddn muukaan

infektiotauti ei alenna kanojen munantuotosta. Useissa maissa todettujen B. intermedia ja B.
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pilosicoli -tartuntojen aiheuttama munantuotannon pienentyminen on 5-10% kannan
patogeenisuudesta riippuen. Pohjois-Amerikasta 16ydetyn B. alvinipulli:-n vaikutus
munantuotantoon oli 5% (Burch, D.G.S. 2005). Brachyspira-infektioiden aiheuttamat
kustannukset, perustuen 1,5%:iin tuotannosta, olivat tutkimuksen mukaan Englannissa noin

14 miljoonaa puntaa (Burch, D.G. ym., 2006).

1.2.3. Lihasiipikarja

Suomessa lihantuotantoon kasvatettava siipikarja koostuu piddosin broilereista ja
kalkkunoista. Vuonna 2004 Suomen tuotanto oli 87 miljoonaa kiloa ja siitd broilerin osuus
71 miljoonaa kiloa. Suurin osa tuotannossa on siis broilereita, kalkkunankasvatustiloja
Suomessa on vain noin 90. Broilerin ja kalkkunan kulutus vuonna 2004 oli noin 15 kiloa
henkil6d kohti ja suomalaisen broilerintuottajan saama kilohinta oli 1,15 €. (MMM,
tyoryhmédmuistio 2004:15) Siipikarjanlihan menekki on kasvanut nopeasti ja kasvun

odotetaan jatkuvan.

1.2.4. Riistalinnut

Riistalintujen kasvatus on yleensd sivuelinkeino. Suomessa yleisin kasvatettu riistalintu on
fasaani, mitd nidkee nykyddn paljon myOs luonnonvaraisena. Tarhatuilla riistalinnuilla
spirokeetat ovat yleisid. Ruotsalaisessa tutkimuksessa sorsilta, fasaaneilta ja peltokanoilta
spirokeetoja eristettiin  85,4%:1ta. Biokemiallisten testien perusteella yleisin laji oli
fylogeneettisen ryhméin III Brachyspira-bakteerit, mutta my06s B. pilosicoli:a ja B.
intermedia:a esiintyi. Tutkimuksessa eristettiin sorsalta myds yksi mahdollinen B.

hyodysenteriae (Jansson, D.S. ym., 2001).
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2. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET JA MERKITYS

Tamin tutkimuksen tavoite oli karakterisoida etenkin munituskanoista, mutta myods muista
domestikoiduista linnuista eristettyji Brachyspira -bakteerikantoja. Koko materiaali oli
tarkoitus tutkia PCR:1ld B. pilosicoli:n, B. intermedia:n, B. murdochii:n ja B. innocens:n
esiintymisen selvittimiseksi niytteisti. NOX-geeniin pohjautuvat PCR-sovellukset oli
tarkoitus optimoida B. intermedia:lle, B. innocens:lle ja B. murdochii:lle. Tarkoitus oli myos
arvioida PCR- ja PFGE-tulosten perusteella biokemiallisten testien luotettavuutta lintujen
Brachyspira-bakteerien tunnistuksessa, koska biokemialliset testit on optimoitu kdyttden

sian Brachyspira- kantoja.

Pulssikenttigeelielektroforeesilla (PFGE) analysoitujen néytteiden oli tarkoitus myos tuoda
selvennystd eri Brachyspira-lajien geneettisen diversiteetiin ja vaihteluun samalta tilalta
otettujen niytteiden kesken, sekd myos eri tilojen vililla (Phillips, N.D. ym., 2005).

Tulokset antavat suuntaviivoja tuleville muille tutkimuksille.

Siipikarjan terveydenhuollon kehittdminen eldinten hyvinvointia ja sen myotid tuotannon
taloudellisuutta edistdvisti edellyttdd uwutta tutkimustietoa mahdollisesti haitallisista
Brachyspira-bakteeritartunnoista. Tutkimuksen erityinen tavoite ja merkitys oli saada
varmempi késitys niiden Brachyspira-lajien ldsndolosta, jotka ulkomaisten tutkimusten

perusteella ovat linnuille tai jopa ihmisille patogeenisia.
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

Brachyspira-bakteereiden lajimiirityksessd kiytetddn biokemiallisia ja molekulaarisia
tunnistusmenetelmid. Identifiointi on melko haastavaa, eiké lintujen Brachyspira-lajeille ole
vield yhtd tdysin varmaa menetelmédd olemassa. Siksi useamman menetelmin kédyttd antaa
luotettavamman tuloksen lajista. My6s mikroskooppi on tidrked Brachyspira-bakteerien

ldsnéoloa selvitettdessa.

3.1. Néaytteet

Tutkimus tehtiin pddosin Eviran Seindjoen tutkimusyksikdssd, mutta PFGE tutkimus tehtiin
Eviran Kuopion tutkimusyksikossd. Vuosina 2002-2005 Seindjoen ja Helsingin
toimipisteisiin oli keritty siipikarjan uloste- ja suolindytteiti Brachyspira-tutkimukseen
luomukanaloista, hikkikanaloista, harrastekanalasta ja kalkkunakasvatuseristd. Niytteitd oli

jonkin verran my0s tarhatuista riistalinnuista eli fasaaneista, ankoista, sorsista ja hanhista.

Téssd tyossd tutkittavien Brachyspira-kantojen méérd oli noin 150 kappaletta. Kannat oli
valikoitu mahdollisimman edustavasti bakteereiden alustavien kasvuominaisuus- ja
biokemiallisten reaktioiden perusteella. Kaavioissa 1. ja 2. on eritelty tdssa tyossi tutkittujen
kantojen madrit eri lintulajeilla ja erityyppisistd kanaloista. Kontrolleina kdytettiin ATCC
(American Type Culture Collection) viitekantoja B. intermedia:lle (ATCC 51140), B.
innocens:lle (ATCC 29796), B. murdochii:lle (ATCC 700173) ja B. pilosicoli:lle (ATCC
51139). Naytteitd oli 19 eri tilalta ja osa kanoja koskevista nédytteisti oli otettu samalta tilalta
kaksi kertaa, puolen vuoden vilein. Tiloilla on ollut molemmilla kerroilla sama kanaparvi.
Bakteerikannat olivat perdisin tiloilta eri puolilta Suomea ja tarkoitus oli selventdd, miti
Brachyspira -lajeja niissd esiintyy. Tyon suorituspaikka oli Elintarviketurvallisuusvirasto
(Evira), ja ensisijaisesti sen Seindjoen tutkimusyksikko, jossa on tutkimukseen tarvittavat

laitteet sekd eldinlddkérien erinomainen asiantuntemus siipikarjan tautidiagnostiikasta.
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Kaavio 1. Siipikarjalta tutkitut Brachyspira-eristykset
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Kaavio 2. Tarhariistalinnuilta tutkitut Brachyspira-eristykset
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3.2. Kasvatusolosuhteet

Brachyspira-bakteerit kasvatettiin BA-3 (Brachyspira agar) agarilla, jossa oli lampaan verta
sekd kolmea antibioottia inhiboimassa muun kasvun. Toisena kasvatusalustana kiytettiin
FAA:ta (Fastidious Anaerobe Agar) pidasiassa pakastettujen puhdasviljelmien
kasvatukseen, kun tarvittiin suuri médrd bakteerimassaa. Liitteessd 1. on esitetty ndiden
kasvatusalustojen tarkemmat tiedot sekd BA-3:ssa kdytetyt antibiootit. Nidiltd maljoilta on
hyvi varmistaa aina bakteerien puhtaus gramvérjdykselld. Kasvatuslimpotilat vaihtelevat
37-43°C:n vililld, mutta kasvu tapahtuu nopeimmin 43°C:ssa. Korkeampi limpétila inhiboi

myd6s kontaminanttien kasvua. Kasvuaika vaihtelee kahdesta kymmeneen piiviin, joskus
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jopa pidempiddnkin. Ehdottoman tdrkedd on kasvatus anaerobisesti, vaikka aerotolerantteina

anaerobeina Brachyspira-bakteerit kestdvit jonkin verran happea.

3.3. Gramvirjiys

Brachyspira-bakteerit ovat gramnegatiivisia ja spiraalinmuotoisia. Gramvérjayksessd ne
nikyvit yksittdin, kerdlle kiertyneeni tai toisiinsa takertuneina. Gramvérjdys on hyvi tapa
varmistaa kasvatuksen puhtaus ja Brachyspira-bakteerien ldasndolo, koska agarilla olevat
pesdkkeet saattavat olla hyvin erindkdisid. Virjayksen erottelykyky perustuu
grampositiivisten  ja  gramnegatiivisten  solujen  soluseindmien rakenne-eroihin.
Gramvirjaykselld on mahdollista my0s erottaa alustavasti B. pilosicoli pienen kokonsa
perusteella muista Brachyspira-lajeista. Liitteessd 2. on esitetty gramvdrjidyksessd kdytetyt
reagenssit.  Brachyspira-bakteerien  valokuvaukseen  kdytettiin  Olympus BX61
mikroskooppia (kokonaissuurennus 1000x, 0ljy-immersio). Brachyspira- maljojen
puhtauden varmistaminen tapahtui Leican DMLS valomikroskoopilla (kokonaissuurennus

1000x, 0ljy-immersio).

3.3.1. Gramnegatiiviset solut

Kristallivioletti vérjdyksessd gramnegatiiviset solut virjdytyvit ensin violeteiksi, mutta
alkoholikisittely rikkoo niiden soluseindd liuottamalla sen lipidejd. Siksi kristallivioletti-
jodi-kompleksi péddsee virjdyksen seuraavassa vaiheessa huuhtoutumaan ulos soluista.
Kristallivioletti ja Lugolin-liuoksen jodi reagoivat tuottaen kompleksin. Alkoholikisittely
kutistaa grampositiivisten solujen peptidoglykaanisoluseinidmiit ja estdd kristallivioletti-jodi-
kompleksia  huuhtoutumasta ulos solusta. Viimeinen safraniinikdsittely  virjdi
gramnegatiiviset solut vaaleanpunaisiksi, jollaisina ne nidkyvét mikroskoopissakin, kun taas

grampositiiviset solut ndkyvit sinisind.
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3.4. Biokemialliset testit

Biokemialliset testit antavat alustavaa tietoa mikd Brachyspira —laji saattaa olla kyseessi
(Stanton, T.B. ym., 1997). Polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla saadaan kuitenkin
tarkemmin identifioitua Brachyspira-lajit: B. pilosicoli, B. intermedia, B. murdochii, ja B.

innocens.

Brachyspira-lajeja pyritdan erottelemaan biokemiallisilla testeilld, joihin kuuluvat: [-
hemolyysin voimakkuus, indolireaktio, hippuraatin hydrolyysi ja glukosidaasi-entsyymien
aktiivisuus. B-hemolyysi nihdéin veriagarilta ja osalla se on voimakasta (B. hyodysenteriae)
ja osalla heikompaa (esimerkiksi B. intermedia). B-hemolyysissd bakteerit hajottavat veren
punasolut saaden aikaan kirkkaan, ldpikuultavan alueen pesikkeiden ympirille. Nopeassa
indolinmuodostus testissd bakteerimassaa otettiin suoraan maljalta imupaperille, joka oli
kylléstetty indoli-spot —reagenssiliuoksella. Tietyt bakteerit hajottavat tryptofaanin indoliksi
ja tulos nidhdéddn virireaktiona. Virireaktio tapahtui nopeasti (<30 sekuntia). Positiivinen
tulos oli sinivihred viéri ja negatiivinen oli vaaleanpunainen. Hippuraatin hydrolyysissi
muodostuu  glysiinid, joka havaitaan ninhydriinin lisdyksen jdlkeen voimakkaana
mustansinisend vérind (ei ldpikuultava). Negatiivinen tulos on viriton tai vaalean
sinivioletti. Glukosidaasi entsyymien testaus tapahtui Rosco®:n kiekoilla. Glukosidaasi-
entsyymeihin kuuluvat o-galaktosidaasi, 3-galaktosidaasi, -glukuroni, a-glukosidaasi ja [B-
glukosidaasi. Testi perustuu bakteerien entsyymiaktiivisuuteen tai sen puutteeseen.
Taulukossa 1. on eri lajien biokemiallinen kéyttdytyminen. Liitteessd 2. on esitetty

biokemiallisissa testeissd kdytetyt reagenssit.



Taulukko 1. Brachyspira-lajien biokemiallinen kdyttdytyminen
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LAJI Biokemialliset testit
[-hemo- Hippuraatin | a-galakto- | B-galakto- B- o-glukosi- | B-glukosi-

lyysi | Indoli| hydrolyysi sidaasi sidaasi | glukuroni daasi daasi
B.
hyodysenteriae + +/- - - + - +/- +
B. intermedia - + - - + - + +
B. murdochii
(llla) - - - - + - - +
B. innocens
(111b) - - - + + - - +
B. innocens
(llc) - - - + + - + +
B. pilosicoli - - +/- +/- + - - -
B. alvinipulli - - + - + - - +
B. aalborgi - ND ND - ND ND - -
B. "canis" - - ND ND ND ND ND ND
B. "pulli” - - ND ND ND ND ND ND

ND=ei méiritetty (engl. not determined)

3.5. Polymeraasiketjureaktio

Mikrobien viljely sekd biokemialliset ja immunologiset tunnistusmenetelmédt ovat
ensisijaisesti kidytossd mikrobiologisessa diagnostiikassa. On jo ndhtédvissd, ettd hitaasti
kasvavien tai vaikeasti viljeltdvien mikrobien tunnistaminen tulee olemaan PCR-
diagnostiikan kehitysalue. PCR:1ld voidaan lyhyessd ajassa valmistaa halutusta DNA-
molekyylin patkdstd miljoonia kopioita.

PCR on menetelmd, jossa kolmivaiheisessa reaktiossa kaytetddn hyviksi DNA-
polymeraasientsyymid ja kahta oligonukleotidialuketta kohteena olevan DNA-fragmentin
eksponentiaaliseen monistukseen. Polymeraasiketjureaktio koostuu sykleisti (yleensd 20-40
syklid), joissa on kolme perusvaihetta: (1) kaksijuosteisen DNA:n denaturaatio, (2)
oligonukleotidialukkeiden pariutuminen kohde-DNA:n kanssa ja (3) nukleiinihapposdikeen
synteesi. Ensimmadisessid vaiheessa tutkittava ndyte denaturoidaan korkeassa lampdétilassa,
jotta kaksoiskierteisen DNA:n vastakkaiset sdikeet saadaan irti toisistaan. Toisessa vaiheessa

lampotilaa lasketaan, jolloin kohde-DNA:n juosteet pariutuvat valittuihin alukkeisiin.

Kolmannessa vaiheessa syntetisoidaan DNA-polymeraasin katalysoimassa reaktiossa uusi
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DNA-siie alukkeen ohjaamasta paikasta. Alukkeet ovat komplementaarisia kohde-DNA:n
kummallekin péélle, joten reaktiossa syntetisoidaan kopio molemmista DNA-sédikeista.

Syntyneet kopiot toimivat seuraavien syklien templaattina.

16S ja 23S rDNA ovat kaikista bakteereista 10ytyvid geenejd, jotka ovat sangen
konservoituneita. Niitd kdytetddn hyvin yleisesti mikrobiekologisissa ja fylogeneettisissa
tutkimuksissa. Vihemmin konservoitunut NADH-oksidaasi eli NOX-geeni oli PCR:lle
parempi vaihtoehto useiden Brachyspira-lajien identifiointiin. NOX-geenipohjaisia PCR-
sovelluksia on optimoitu sioista otetuista Brachyspira-naytteistd (Weissenbock, H. ym.,

2005).

Kantojen karakterisoinnissa kiytettiin kuutta eri PCR-sovellusta, joista kolme optimoitiin
uusina sovelluksina. B. intermedia:lle optimoitiin PCR-sovellus, jossa se tunnistettiin NOX-
geenin sekvenssin perusteella. Aiemmin kiytetty PCR-sovellus, joka perustui 23S rDNA
sekvenssiin, ei ole ilmeisesti tarpeeksi spesifinen lintujen B. intermedia:n erottamiseksi
(Suriyaarachichi, D.S. ym., 2000). My06s B. murdochii:lle ja B. innocens:lle optimoitiin
uudet PCR-sovellukset, jotka perustuivat NOX-geenin sekvensseihin. Aiemmin kiytetty
PCR-menetelmid (NOX4) tunnisti molemmat erottelematta niitd (Atyeo, R.F. ym., 1999),
joten uusien NOX-sovellusten on tarkoitus olla spesifisid vain joko B. murdochii:lle tai B.
innocens:lle. B. murdochii ja B. innocens kuuluvat samaan fylogeneettiseen ryhméin (III a-
¢) ja aikaisemmin molempia on pidetty ei-patogeenisina. Nyt on kuitenkin alettu epdilli, ettid
B. murdochii saattaa sittenkin olla patogeeninen (Weissenbock, H. ym., 2005), joten siksi on

tarkedd saada naytteistd erotettua B. murdochii B. innocens:sta.

3.5.1. Alukkeet

Onnistuneen PCR-reaktion tirkein edellytys on kohde-DNA:n ja sitd vastaavien alukkeiden
oikea valinta. Alukkeiden pituus ja sekvenssit ovat tirkeitd tekijoitd PCR:ssi ja ne tulisikin
suunnitella hyvin. Kaéytettdvien alukkeiden emdsjirjestykset eivit saa olla edes osin
toisilleen kéénteisid. Periaatteessa emidskoostumuksessa G + C suhteen tulee olla noin 40-
60%. Aluke ei saa muodostaa stabiilia sekundaarirakennetta ja pitkid polypuriini- ja

polypyrimidiinijaksoja tulee vilttdd. Alukkeiden kiinnittymislampdtila voidaan laskea
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kaavalla: Tm=4(nG+nC)+2(nA+nT)°C. Nyky#idn alukkeiden suunnittelua helpottavat
erilaiset tietokoneohjelmat. Alukkeet kiinnittyvit yleensd nopeasti, noin 30 sekunnissa. Yli
17 emiksen alukkeet ovat hyvin sekvenssi-spesifisid. Tadssd tydssd kiytetyt alukkeet on
esitetty liitteessd 3. Alukkeet liuotettiin valmistajan (Oligomer) ohjeen mukaan veteen ja

lopullinen kiyttokonsentraatio oli 10uM.

3.5.2. 23S rDNA-geeniin perustuva PCR-sovellus B. intermedia:lle

B. intermedia:n identifiointiin kiytettiin 23S rDNA-sovellusta. Koko aineisto tutkittiin tilla
ja uudella NOX-geeniin perustuvalla sovelluksella, jotta tuloksia voitiin vertailla. 23S-
sovelluksen reaktioseokseen (kokonaistilavuus 25ul) tuli yhtéd néytettd kohden 1x PCR
puskuria (DyNAzyme ™ II DNA polymerase puskuri: 10 mM Tris-HCI pH 8.8, 1.5 mM
MgCl, ,50 mM KCl and 0.1 % Triton X-100), 0,2 mM dNTP:td, 0,4 U DyNAzyme ™ II
DNA polymeraasia (2U/ul), 1,5 uM S-IIf sekd 1,5 uM S-IIr aluketta (Leser, T.D. ym.,

1997). Téhin lisdttiin templaatti, joka otettiin suoraan maljalta puutikulla.

3.5.3 23S rDNA-geeniin perustuva PCR-sovellus B. pilosicoli:lle

B. pilosicoli:n identifiointiin 23S-sovellus on hyvé sekd sioille ettd linnuille. Reaktioseos on
samanlainen kuin B. intermedia:n 23S sovelluksessa edellisessi kappaleessa, mutta
alukkeina kéytettiin B. pilosicoli:n 1,5 uM S-IVfja 1,5 uM S-IVr alukkeita (Leser, T.D.

ym., 1997). Templaatti liséttiin reaktioseokseen my0s suoraan maljalta puutikulla.

3.5.4. NOX4 PCR-sovellus B. murdochii:lle ja B. innocens:lle

NOX4 PCR-sovelluksessa monistetetaan osa NOX-geenid, joka on sama B. murdochii:lla ja
B. innocens:lla. Tamé sovellus ei erota nditd kahta lajia toisistaan. NOX4-sovellus on
spesifinen ja toimii hyvin sikojen ja lintujen néytteilld. Reaktioseokseen (kokonaistilavuus

25ul) tuli yhtd nédytettd kohden: 1xPCR puskuria (20mM Tris-HCI pH 8,4; 5S0mM KCl), 1,5
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mM MgCly:a, 0,2 mM dNTP:td, 0,5 U Tag DNA polymeraasia (SU/ul) ja 0,75 uM SINNf
aluketta sekd 0,75 uM SINNTr aluketta (Atyeo, R.F. ym., 1999). Templaatti lisdttiin tdssidkin

puutikulla suoraan maljalta.

3.5.5. NOX-geeniin perustuvat PCR-sovellukset B. murdochii:lle ja B. innocens:lle

Templaatti otettiin ilman DNA eristystd aluksi suoraan agarilta puutikun péélld varovasti,
mutta parempi tapa oli siirtdd bakteerimassaa noin pesidkkeen verran 50ul:aan vetti ja ottaa
siitd 2ul reaktioseokseen. Bakteerimassan midridn arviointi oli vaikeaa, koska suurin osa
bakteereista kasvoi ohuena mattana agarin pinnalla. Vain muutamat kannat tekivit selvid
pesidkkeitd, jotka oli helppo ottaa puutikulla. Tidssd tyOssd kéytettiin reaktioseosta
(kokonaistilavuus 25ul), jossa oli yhtd nidytettd kohden 1xPCR Buffer:a (20mM Tris-HCI
pH 8,4; 50mM KCl), 1,5mM MgCl,:a, 0,2mM dNTP:td, 0,5U Tag DNA polymeraasia ja 0,2
UM sekd F- ettd R-aluketta (Weissenbock, H. ym., 2005).

3.5.6. NOX-geeniin perustuva PCR-sovellus B. intermedia:lle

NOX-geeniin perustuva PCR on todettu hyviksi myods kanojen B. intermedia:lle. Siitd
saatava tuote on 567bp pitkd vililtd 517 ja 1083 NADH-oksidaasi geenid. Geeni 10ytyy
GenBank:sta tunnistenumerolla AF060812. Samassa tutkimuksessa kaikki indolipositiiviset
ndytteet olivat positiivisia my0s B. intermedia:lle PCR:114 (Phillips, N.D. ym., 2005). 23S
geeniin perustuva PCR ei ole kovin spesifinen B. intermedia:lle, koska se antaa helposti
vddrid positiivisia tuloksia (Suriyaarachchi D.S. ym., 2000). Tidssd tyossd kiytettiin
reaktioseosta (kokonaistilavuus 25ul), jossa oli yhtd ndytettd kohden 1xPCR Buffer:a
(20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCl), 1,5 mM MgCl,:a, 0,2mM dNTP:td, 0,5U Tag DNA
polymeraasia ja 0,5uM sekd F- ettd R- aluketta. Templaatti lisdttiin kuten B. innocens:lla ja

B. murdochii:lla edellisessd kappaleessa.



3.5.7. PCR-valmisteet

Brachyspira-bakteerien

entsyymind Platinum® 7aqg DNA polymerase -valmistetta (Invitrogen). Sithen kuuluivat
valmis 10xPCR puskuri ja MgCl,. DyNAzyme™ II DNA Polymerase -valmistetta

(Finnzymes) kiytettiin B. intermedia:n ja B. pilosicoli:n 23S geenid monistettaessa. Lisédksi

NOX-geeniin

perustuvassa

tarvittiin valmis seos kaikkia neljdd nukleotidia (Finnzymes).

3.5.8. PCR reaktio-olosuhteet

Sekvenssien monistuksessa kiytettiin PCR-laitetta (MJ Research, PTC-200), johon oli

ohjelmoitu ohjelmat kullekin bakteerilajille (taulukko 2.).

Taulukko 2. PCR-ohjelmat ja PCR-tuotteiden pituudet eri Brachyspira-lajeille

identifiointi-PCR:sséd

kéaytettiin

Aloitus Denaturaatio Annealing Renaturaatio Lopetus
Laji, geeni ja
tunniste aika/ aika/ aika/ aika/ aika/ tuote/
GenBank:ssa °C | minuuttia | °C | sekuntia | °C | sekuntia | °C | minuuttia | °C | minuuttia | syklit bp
B. intermedia
NOX
AF060812 95 5 94 30 55 30 72 1 72 10 38 567
B. innocens
NOX
AF060804 95 5 94 30 57 30 72 1 72 10 36 249
B. murdochii
NOX
AF060813 95 5 94 30 55 30 72 1 72 10 39 260
B. intermedia
23S U72700 94 1 92 40 60 40 75 1 75 5 37 1027
B. murd/inno
NOX4
AF060813 95 1 95 30 46 60 72 2 72 10 32 149
B. pilosicoli
23S U72703 94 1 92 40 45 40 75 1 75 5 35 729
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3.6. Agaroosigeelielektroforeesi

PCR:ssd syntyneet tuotteet analysoitiin agaroosigeelielektroforeesilla. Monistetut tuotteet
saatiin erotettua kokonsa perusteella, ja niiden visualisointi tapahtui suoraan geeliltd. DNA:n
visualisoimiseksi geeliin oli lisdtty etidiumbromidia (Amresco). Elektroforeesin jéilkeen
geelid tarkasteltiin UV-valossa, jossa DNA-etidiumbromidikompleksit nidkyvit juovina.

Monistettu DNA voidaan my6s sekvensoida.

Geelin valmistukseen kiaytettiin SeaKem LE agarose:a (Cambrex), joka liuotettiin Sigman
TAE-puskuriin  (0,4M Tris-Acetate, 0,0lM EDTA). B. pilosicoli:n PCR-tuotteille
valmistettiin 2% geeli, B. intermedia:n 23S PCR—tuotteille 1% ja kaikille NOX-geeni —
pohjaisille PCR-tuotteille 1,5% geeli. Agaroosia ja TAE-puskuria keitettiin kunnes agaroosi
oli liuennut ja sitten lisdttiin etidiumbromidi. Sen jédlkeen geeli valettiin ajokelkkaan, jossa
oli kampa nidytekaivoja varten. Ennen nidytteiden pipetoimista geelille niihin liséttiin
latauspuskuria (Invitrogen, 10xBlue Juice). Markkerina kéytettiin PCR 100bp Low Ladder:a
(Sigma), joka ndyttdd kymmenen fragmenttia vililld 100 ja 1000bp eli 100bp:n vilein.
Elektroforeesi tapahtui horisontaalisesti Wealtec:n Elite 300 Plus -laitteella. NOX-geeneille
sekd B. intermedia:n 23S ja B. pilosicoli:n 23S geenisekvensseille elektroforeesi aika oli 45
minuuttia ja jannite 100 volttia ja NOX4:lle 60V/50 minuuttia. Elektroforeesin pdityttya
geelit kuvattiin Olympus-kameralla Alpha Innotech:n kuvauskammiossa, jolloin UV-valoa
kayttimilld positiiviset ndytteet saatiin nidkyviin. Alpha Digi Doc -tietokoneohjelmalla
kuvaa voitiin kisitelld ja tulostaa. Liitteessd 5. on esimerkkind kaksi agaroosielektroforeesi

kuvaa.

3.7. Pulssikenttiigeelielektroforeesi

Yhteensd noin 85 kotimaisen kannan ja ulkomaisen viitekannan genotyyppejd arvioitiin
pulssikenttigeelielektroforeesilla. ~ Vertailemalla ~ genotyyppejd ~ PCR-tuloksiin  ja
biokemiallisiin tuloksiin voitiin arvioida suomalaisten Brachyspira-kantojen todennikoisti

lajia ja liittyvitko tietyt Brachyspira-lajit lintujen tai siipikarjan kasvatustapoihin. PFGE-
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analyysin perusteella varsinkin B. intermedia:n heterogeenisyyttd on helpompi tutkia.

Lisiksi voitiin tunnistaa ilmeiset useamman lajin sekakasvut.

PFGE:n avulla voidaan erotella kooltaan suuria bakteerien kromosomipalasia. Tarkeimmiit
asiat PFGE:n  onnistumisen kannalta ovat DNA-ndytteiden valmistus ja
elektroforeesiolosuhteet.  Bakteerin  kromosomi  tdytyy eristid ja pilkkoa se
restriktioentsyymilld. Myds DNA pitoisuuden pitdd olla oikea, koska liian pieni médra ei
tuota tulosta ja lilan suuri pitoisuus aiheuttaa DNA-vyohykkeeseen episelvyyttd ja
vidristymistd. Restriktioentsyymi valitaan siten, etti DNA-fragmentteja on sopiva madri
(10-30) ja niistd saadaan hyvd kokojakautuma. Jos DNA:n pilkkominen on epitdydellisti,
on tuloksena suuri fragmentti geelin yldosassa. Onnistuneessa analyysissd kromosomaalinen
DNA eristetddn ja suojataan mekaaniselta ja entsymaattiselta hajoamiselta. Tdmi onnistuu
suojaamalla solut agaroosigeelilld. Kuitenkin yksi suurimmista ongelmista on organismien
nukleaasiaktiivisuus, joka saattaa tuhota kaikki ndytteen DNA-fragmentit. Useimmiten
tamédn ongelman voi ratkaista lisddamailld thioureaa ajopuskuriin puhdistamaan siitd Tris-

radikaalit, jotka saavat tdmén tuhon aikaan.

Valitut  kannat  tutkittiin ~ pulssikenttdgeelielektroforeesilla ~ Eviran Kuopion
tutkimusyksikossd, jossa analyysit teki pddosin laborantti Riikka Luukkanen. PFGE-
analyysi on monivaiheinen ja kestidi noin viisi pdividd. Aluksi bakteerimassaa siirrostettiin 2
ml:aan TEN-pesupuskuria (200mM NaCl, 10mM Tris, 100mM EDTA) ja solut kerittiin
putken pohjaan (+4°C:ssa 3000 rpm, 10 min). Pesu tehtiin kahteen kertaan, jonka jilkeen
pelletti suspensoitiin 250 pl:aan pesupuskuria ja 400 pg proteinaasi K:ta, joka hajottaa
proteiinit ja limmitettiin hetki 37 °C:ssa. Niytteisiin liséttiin sulaa 1%:sta SeaKem Gold —
agaroosia (Cambrix) ja ne valettiln muotteihin, jotka siirrettiin jahmettymistd varten
jadkaappiin. Agaroosipalat siirrettiin proteinaasi K —liuokseen, jossa oli 0,5M EDTA, 1%
Na-lauroyylisarkosiinia ja 1,5 mg/ml proteinaasi K:ta ndytettd kohden. Naytteitd inkuboitiin
+50°C vesihauteessa yon yli. Seuraavana piivind sama liuos tehtiin uudelleen ja palat
siirrettiin vield seuraavaksi yoksi hauteeseen. Dialyysivaiheessa agaroosipalat olivat 2-3
vuorokautta TEN-puskuriliuoksessa ja puskurilivos vaihdettiin vihintdin kerran. Proteinaasi
K ja muut bakteerisolujen hajotustuotteet poistettiin TEN-puskurilla. Proteinaasi K estidi
restriktioentsyymin toimintaa ja siksi huolellinen pesu ennen entsyymin lisdystid on tarpeen.
Sen jilkeen tehtiin pre-restriktio +37°C:ssa 10%:1la NEB3 —puskurilla (BioLabs) 5-10
minuuttia. Varsinainen restriktio-liuos (200 pl) sisdlsi 10% NEB3-puskuria ja 30U Mlul —
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restriktioentsyymi# (BioLabs). Inkubointi tapahtui yon yli +37°C:ssa. Reaktio pysiytettiin
EDTA:lla. Sen jilkeen ndytepalat siirrettiin agaroosigeelille (1%), jossa oli myos
paillysgeeli (1%). Restriktioentsyymi pilkkoo DNA:n sille ominaisista tunnistusalueista ja
ndin saatiin sopivan kokoiset DNA-fragmentit, jotka visualisoitiin kuten PCR:ssikin.
Ajopuskurina kéytettiin 0,5xTBE-liuosta (45mM Tris, 45mM boraatti, 10mM EDTA).
PFGE:n ajoparametrit ja restriktioentsyymin tunnistusalue ovat liitteessa 4. Liitteessd 6. on

esimerkkind kaksi kuvaa PFGE-analyysisti.

Useat asiat, kuten agaroosityyppi ja agaroosikonsentraatio, geelin tiheys, puskurin valinta ja
sahkokentidn voimakkuus vaikuttavat PEFGE:n onnistumiseen. Nykyddn nami parametrit on
pidosin standardoitu. Agaroosigeelin pitoisuus on 0,8-1,0% ja puskurina 0,5x tris-boraatti-
EDTA puskuri. Orientoitumiskulmana kiytetidin padosin 120° ja jannitteend 6V/cm. PFGE-
ajossa on tdrkedd olla mukana kokostandardi, jonka fragmenttien koot ovat tiedossa. Sen
avulla voidaan arvioida nidytteen fragmenttien koot (Goering, R.V. 2003). Tidssd tyOssd
kaytettiin MidRange II -PFGmarkkeria (BioLabs), jonka kevein fragmentti on 48,5 kb ja
seuraavat ovat sen moninkertoja( 97kb, 145,5kb jne.). Elektroforeesilaiteena oli BioRad

Chef-DR® III System sekd BioRad Cooling Module.

PFGE:lla arvoidaan infektion aiheuttajan eri eristysten vilisid suhteita. PFGE:n avulla
pyritddn vertailemaan eristyksid kromosomaalisen samankaltaisuuden perusteella. Varsinkin
kun tutkitaan suurempia populaatioita, tarvitaan tietokoneanalyysia (Goering, R.V. 2003).
Tdssd tyossd kdaytetty tietokoneohjelma, jolla pulssikenttd kuvia analysoitiin, oli

BioNumerics.

PFGE-ndytteiden tulkinnassa tulee ymmirtdd mahdollisten geneettisten tapahtumien
aitheuttamat muutokset DNA:han. Erilaisten mutaatioiden mahdollisuus kasvaa useiden
siirrostusten jilkeen, ndytteiden ottokertojen vililld ja bakteerin siirtyessd eldimestd toiseen.
PFGE-kuvien tulkinnassa on nelji kategoriaa, joiden mukaan niytteet ovat identtisid,
laheistd sukua, mahdollisesti sukua tai ei-sukua (Tenover, F.C. ym., 1995). Tdmai tulkinta
on tiukka eikd sovellu suurten populaatioiden tutkimiseen, jotka on kerdtty pitkdn ajan

kuluessa, koska sama kanta saattaa muuttua pitkdn ajan kuluessa.
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4. TULOKSET

Kaaviossa 3. on esitetty erikseen lajikohtaisesti kokonaisndyteméédrit ja niistd positiivisten
Brachyspira-bakteerien = midrd.  Kuten  kaaviosta 3. nidhdddn, kalkkunoista
(kokonaisndytemiidrd oli 1248) ldydettyjen positiivisten Brachyspira-kantojen miird oli
alhaisin, noin 1%. Hikkikanaloiden néytteistd 16ydettyjen Brachyspira-kantojen maérd oli
4% ja luomukanaloista 32%. Harrastekanalasta kerétyistd ndytteistd jopa 92%:ssa todettiin
olevan Brachyspira-bakteereja. Vastaavat médrit fasaaneilla oli 88%, ankoilla 50%, hanhilla
58% ja sorsilla 73%. Tassd on laskettu kaikki mahdolliset positiiviset Brachyspira-niytteet,
vaikka niiden lajien identifiointia ei olisi pystytty tekemiin.

Kaavio 3. Brachyspira-bakteereiden osuus kokonaisndytemadristd lajikohtaisesti. Kalkkunoiden ndaytemaéra
oli 1248, miké ei kuvassa ndy.
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4.1. Brachyspira-bakteerien pituudet

Brachyspira-bakteerien pituudet mitattiin mikroskooppikuvista. Keskiarvoon otettiin 20
tulosta ja jokaisen bakteerin pituudelle laskettiin my0s luottamusvili. Tulokset mittauksista
on esitetty taulukossa 3. B. alvinipulli todettiin pisimméksi kun taas B. pilosicoli oli
odotetusti lyhin. Mittausta tehtidessi ei voitu huomioida Brachyspira-bakteerien aaltomaista

muotoa, vaan mittaus tehtiin suoraviivaisesti jokaiselle bakteerille padsta padhén.

Taulukko 3. Eri Brachyspira-bakteerilajien pituudet

Ka pituus um +/-
B. alvinipulli 9,9 0,7
B. intermedia 9 0,6
B. innocens 8,9 0,3
B. hyodysenteriae 8,7 0,5
B. murdochii 6,3 0,3
B. pilosicoli 4,1 0,3

4.2. Biokemialliset testit

Biokemiallisia testejd oli tehty osalle nédytteistd myds Helsingissd. Seinédjoen ja Helsingin
tuloksissa oli jonkin verran eroja. Tulosten tulkinnassa saattaa olla jonkin verran eroja
riippuen tulkitsijasta. Glykosidaasi-entsyymien testeissd vaaleankeltainen viri saattaa
aiheuttaa himmennysti joissain tapauksissa, onko se sitten keltainen vai valkoinen. Myos
indolitestin tekeminen ja tulkinta vaativat harjoittelua. Biokemialliset testit eivét antaneet
kovin luotettavaa tulosta lajien tunnistukseen, mutta ne ovat kuitenkin hyodyllisid alustavien

tietojen takia. Suurin merkitys oli indolituloksella ja hippuraattituloksella.

4.3. NOX-geeniin perustuvat PCR-sovellukset B. innocens:lle ja B. murdochii:lle

Niytteille, joille NOX4-PCR oli antanut positiiviset tulokset, saatiin padaosin myds NOX-

pohjainen positiivinen tulos joko B. innocens:lle tai B. murdochii:lle. Koko aineistossa
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NOX4 positiivisia tuloksia oli 49 kappaletta ja positiivisen tuloksen antoi joko B.
innocens:lle tai B. murdochii:lle 51 kappaletta. Aineistossa oli yksi positiivinen B.
murdochii tulos, joka oli NOX4-PCR:lld negatiivinen ja yksi positiivinen B. innocens, joka
oli NOX4-PCR:1ld negatiivinen. Neljd nédytettd antoi positiivisen tuloksen molemmille, B.
innocens:lle ja B. murdochii:lle. Niissd niytteissd saattaa olla my0s nididen lajien
sekakasvua. Kaaviossa 4. on esitetty B. innocens:n ja B. murdochii:n positiivisten NOX-
PCR -tulosten tasainen jakautuminen sekd NOX4-PCR:lld saatujen positiivisten tulosten

midrd. Kaaviossa on huomioitu myds néytteet, jotka olivat positiivisia molemmille.

Kaavio 4. Positiivisten ndytteiden maarit NOX-PCR-114 B. innocens:lle ja B. murdochii:lle seki positiivisten
ndytteiden madrit NOX4:114.

60

49

50

40 |

28 27 m positiivisten

30 1 naytteiden maara

20 -

NOX4 NOX B. NOX B.
murdochii innocens

4.4. NOX-geeniin perustuva PCR-sovellus B. intermedia:lle

B. intermedia:lle optimoitiin myds NOX-geenipohjainen PCR-sovellus, koska 23S geenin
sekvenssiin perustuva PCR niyttiisi olevan epispesifinen lintujen Brachyspira-bakteereille.
Koko aineisto testattiin molemmilla sovelluksilla ja hajonta on melkoinen. 23S-
menetelmilld positiivisia tuloksia oli 35 kappaletta, kun taas NOX-sovelluksella positiivisia
oli selvisti vihemmin, 19 kappaletta. Kahdeksan niytettd, jotka olivat positiivisia NOX-
sovellukselle, olivat negatiivisia 23S sovellukselle. Vastaavasti 24 niytettd, jotka olivat
positiivisia 23S sovelluksella, olivat negatiivisia NOX-sovelluksella. Naytteistd vain 10

kappaletta oli positiivisia molemmille sovelluksille. Varmimpina B. intermedia —kantoina
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voidaan pitdd sellaisia kantoja, joissa molemmat PCR-sovellukset ja biokemialliset testit

antoivat positiivisen tuloksen. Nitd oli koko aineistossa vain kuusi kappaletta.

B. intermedia:n NOX-geeniin perustuvista positiivisista PCR-tuloksista indolipositiivisia oli
siipikarjassa 63%, kun tarhariistalinnuilla vastaava luku oli 67%. PCR:1ld 23S geeniin
perustuvista positiivisista B. intermedia -bakteereista oli indolipositiivisia siipikarjassa 39%
ja tarhariistalinnuilla 36%. Eli NOX-geeniin perustuvat PCR-tulokset korreloivat paremmin
B. intermedia:lle tyypillisen indolipositiivisuuden kanssa. Kaavioissa 5. ja 6. on esitetty
ndmd tulokset. Kumpikaan PCR-menetelmd ei ollut kovin hyvd B. intermedia:lle, miki

saattaa nimenomaan johtua kyseisen bakteerin heterogeenisesta luonteesta.

Kaavio 5. Siipikarjan B. intermedia:n 23S- ja NOX-PCR -sovellusten vertailu indolipositiivisuuden kanssa

25

20 A

15 - -
m indoli-

m@ indoli+

10 -

NOX PCR 23S PCR

Kaavio 6. Tarhariistalintujen B. intermedia:n 23S- ja NOX-PCR -sovellusten vertailu indolipositiivisuuden
kanssa

12

10

W indoli-
M indoli+

NOXPCR 23S PCR
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4.5. Biokemiallisten testien ja PCR:n tulosten vertailu lajikohtaisesti

Kaavioissa 7-14 on vertailtu biokemiallisia ja PCR tuloksia keskendidn eri lajeilla. Niissd
kaavioissa Bk tarkoittaa biokemiallisten testien perusteella tehtyd tunnistusta. PCR NOX —
palkki ndyttdd NOX-geeniin perustuvan PCR:n positiiviset tulokset eli B. murdochii:lle, B.
innocens:lle ja B. intermedia:lle. PCR 23S —palkki ndyttdd PCR-positiiviset tulokset B.
pilosicoli:lle tai B. intermedia:lle 23S geenid kayttamilla. B. sp merkintd tarkoittaa

Brachyspira-lajeja, joita ei pystytty identifioimaan néilld menetelmilla.

4.5.1. Luomukanalat

Luomukanalandytteitd oli tissd tyOssd eniten. Kaaviossa 7. on esitetty Brachyspira-lajit
PCR:n ja biokemiallisten testien perusteella. PCR:1l4 tuloksista suurin osa oli kiytettavilla
menetelmilld negatiivisia eli lajia ei pystytty médrittiméiin. Naytteistd 10ytyi kuitenkin B.
innocens:a, B. murdochii:ta ja B. intermedia:a. Biokemiallisten testien perusteella B.
innocens:a ja B. murdochii:ta olisi enemminkin, mutta B. intermedia:a tunnistettiin

vihemman kuin PCR:114.

Kaavio 7. Luomukanala-néytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR —tulokset.

38
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4.5.2 Harrastekanala

Kaaviossa 8. nihdddn harrastekanalasta otettujen ndytteiden tuloksia. Ndiytteitd oli 12
kappaletta ja ne oli otettu useana eri vuonna. Suurimman osan lajia ei pystytty
madrittdimaan, mutta PCR:n mukaan B. intermedia:a ainakin 10ytyy. Kahdessa ndytteessi
23S- ja NOX-sovellukset ovat positiivisia ja samalla ne tukevat toisiaan. Ndistd niytteisti
toinen on myos biokemiallisesti B. infermedia ja toinen on indolipositiivinen, miki viittaa

vahvasti B. intermedia:an.

Kaavio 8. Harrastekanala-nédytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

8 7
7 6
6
5 4 @ PCRNOX
4 3 @ PCR23S
3 0 Bk
2] 1
i 0
0 4
B.intermedia B.sp B.innocens

4.5.3 Hakkikanalat

Hiékkikanalandytteitd oli vain kolme kappaletta. Kaaviossa 9. on esitetty niistd saadut
tulokset. Kahdessa ndytteessd, joissa 23S B. intermedia on positiivinen, on myos B.
murdochii positiivinen. Vain yhdessd ndytteessd on sekd biokemiallisten testien ettd B.
intermedia:n NOX-geenin perusteella aihetta olettaa, ettd kyseessd on B. intermedia. Vield
tuntemattomasta syystd NOX-sovelluksella saatu positiivinen ndyte ei ollut 23S-
sovelluksella positiivinen. Ja pdinvastoin 23S positiiviset B. intermedia:t eivit olleet NOX-
sovelluksella positiivisia. Tosin mahdollinen B. murdochii:n sekakasvu saattaa vaikuttaa

tuloksiin.
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Kaavio 9. Hikkikanala-ndytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

2,5
2 2 2

2

1,5 B PCRNOX
1 B8 PCR23S

i O Bk

0,5 1
0
0 - T
B.intermedia B. mur dochii B.sp
4.5.4 Kalkkunat

Kalkkunoista niytteitd tutkittiin kuusi kappaletta, jotka olivat PCR:n perusteella joko B.
innocens:a tali B. murdochii:ta, mutta biokemialliset testit eivit tunnistaneet néditd miksikdin
lajiksi. Niyte, joka oli biokemiallisesti B. innocens, el antanut mitdin positiivista tulosta

PCR:114. Tulokset on esitetty kaaviossa 10.

Kaavio 10. Kalkkunoiden néytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

O PCRNOX

B Bk

B.innocens B. murdochii B.sp
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4.5.5. Fasaanit

Fasaanindytteiti maddritettiin yhteensd 20 kappaletta, joista yleisin Brachyspira-laji oli
biokemiallisesti ja PCR:n perusteella B. innocens. NOX-geeniin perustuvia positiivisia
PCR-tuloksia B. intermedia:lle oli my0s jonkin verran vaikka vastaavia 23S PCR tuloksia ei
ollutkaan kuin yksi kappale ja biokemiallisesti mikédédn ei ollut B. intermedia. Sen sijaan
biokemiallisten testien perusteella yksi ndyte vaikuttaisi olevan B. alvinipulli. Kaaviossa 11.

nikyy PCR-positiivisten ndytteiden ja biokemiallisten testien tulokset eriteltyini.

Kaavio 11. Fasaanien nédytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

20
15 12
@ PCRNOX
10 1 3 3 @ PCR23S
5 . 0O Bk
B B -
0
B.innocens B.inter media B.sp B. alvinipulli
4.5.6 Ankat

Kaaviossa 12. ovat ankkojen tutkimustulokset. Ankoilta identifioitiin B. pilosicoli yhdesti
niytteestd. Tamd nidyte tutkittiin myds mikroskoopilla mittajanaa apuna kiyttden ja se
todettiin my0Os kokonsa puolesta olevan B. pilosicoli. Ankoilla identifioitiin myds varmasti

ainakin yksi B. intermedia. Ankoilta tutkittiin yhteensd vain neljd niytetta.



41

Kaavio 12. Ankkojen néytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

3,5 3
3 4

2,5 O PCRNOX
2

1.5 1 1 4 @ PCR23S
1 0O Bk

0’5 | - 0 0
0 ,:-:

B. pilosicoli B.inter media B.sp
4.5.7. Sorsat

Sorsilta tutkittujen niytteiden tulokset ovat kaaviossa 13. B. pilosicoli ndyttdisi olevan
sorsilla varsin yleinen, koska kahdeksasta niytteestd jopa kuusi oli B. pilosicoli:lle
positiivisia niin biokemiallisesti kuin PCR:114. Niitd tuloksia tukee myo6s mikroskoopilla
tehty tutkimus, jossa B. pilosicoli:n erottaa helposti pienen kokonsa takia. PCR:114 ei muita
positiivisia tuloksia tullut, mutta biokemiallisten testien perusteella yksi olisi B. alvinipulli ja

yksi B. innocens. Niille ndytteille PCR-tulokset olivat negatiivisia kdytetyilld sovelluksilla.

Kaavio 13. Sorsien ndytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

7 6 6

6

5 4

) @ PCRNOX

5 ® PCR23S
O Bk
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B.pilosicoli B.innocens B.alvinipulli B.sp
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4.5.8. Hanhet

Hanhindytteistd saadut tulokset ovat kaaviossa 14. Niytteitd oli yhteensi 4, joista suurin osa
ndyttdisi olevan B. intermedia:a biokemiallisten testien ja B. intermedia:n 23S-geeniin
perustuen. NOX-geeniin perustuva PCR ei kuitenkaan antanut yhtddn positiivista tulosta.
Biokemiallisten testien mukaan hanhista 16ytyisi myos B. innocens:a ja B. murdochii:ta,
mutta PCR-tulokset eividt tue nditd tuloksia. Niiden tulosten perusteella, hanhissa

esiintyvien Brachyspira-bakteerien tarkka lajitunnistus on epéselvii.

Kaavio 14. Hanhien néytteiden biokemialliset (Bk) ja PCR -tulokset

3,5 3

34
2,51 2

5 B PCRNOX

8 PCR23S
1,5
1 1 1 0 Bk

1
0’5 | 0 .

0 T T T

B.intermedia B. innocens B. mur dochii B.sp

PFGE-analyyseistd tehtiin erilaisia dendrogrammeja, jotta ndhtdisiin paremmin, kuinka
laheistd sukua tutkitut kannat olivat. Osa néytteistd oli osittain epdonnistunut, eiki DNA-
fragmentteja saatu kunnolla ndkymaéain. Tietyilld Brachyspira-lajeilla oli mahdollista nihda
yhtendisyyttd fragmenteissa, vaikka tutkimusaineistossa oli hyvin suurtakin vaihtelua lajien
kesken. Heterogeenisyyttd ilmeni eri tiloilta ja eri lintulajeista saatujen kantojen, sekd eri
aikoina eristettyjen kantojen kesken. Heterogeenisyyteen saattoi vaikuttaa myos se, ettd

ndytteitd oli kerdtty usean vuoden ajan.



43

4.6.1. PFGE-tulokset kanojen Brachyspira-bakteerieristyksista

Kuvassa 7. on esitetty dendrogrammi kanojen kannoista. Dendrogrammeissa niytteiden
perddn on kirjoitettu PCR:n perusteella médritetty laji. Midritetyn lajin perdssd on myos
maininta, jos nayte on ollut indoli- (i+) tai hippuraattipositiivinen (hipp+). B. intermedia on
useimmiten tilan puutteen vuoksi lyhennetty B. int —muotoon. B. intermedia:n perdssi on
myds mainita, jos tulos on ollut positiivinen vain toisella PCR-sovelluksella (23S tai NOX).
Jos kanta on ollut positiivinen molemmilla PCR-sovelluksilla ja biokemiallisten testien
perusteella, lukee nédytteen perdssd vain B. intermedia. Kanoilla identtisida kantoja oli
varsinkin samalta tilalta otettujen ndytteiden kesken. Identtisid ja lidheistd sukua olevia
kantoja oli kuitenkin my®0s eri tilojen vililld. Kannassa 1949 (tila 16) on selkedsti nidkyvissi

sekakasvu, vaikka PCR:114 saatiin positiivinen tulos vain B. intermedia:n 23S—sovelluksella.



Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% S50.0%)

mlu 2-54 -
423% o 70 8 90 ]‘,O miu 2-54
L L L

Kuva 7. Dendrogrammi kanojen PFGE-analyysistd
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PCR:114 méiri-
tetty laji kanta tila
- B.sp 2352 17
B. sp/ i+ 2343 T7
B.sp 2460 T16
. B.sp/i+ 2379 T4
- B.sp 2255 T16
~ B.sp/ hipp+ 2534 T2
B. sp 2541 T2
B. murdochii 2140 T17
B. murdochii 2147  T17
B. int 23S 2387 T8
B. sp 2365 T8
B. sp 2370 T8
B. sp 2531 T
B.sp 2538 Ti1
B. sp 2398 T
B. murdochii 2396 T9
B. murdochii 2399 T9
B. murdochii 2536 T9
B. murdochii 2357 T5
B. murdochii 2401 T5
B. murdochii 2377 T5
B. sp 2344 T
B.intermedia 2412 T4
B.inno/23Sint 2359 T5
B.inno/23Sint 2355 T3
B.intermedia 2405 T3
B. innocens 2529 T10
~ B.inno/23Sint 2528 T10
~ B.innocens 2530 T10
B. sp/ i+ 2404 T3
B. inno/23S int/ i+ 2388 T6
B. inno/NOX int/ i+ 2397 T6
B. int 23S/ hipp+ 2362 T6
B.int23S/i+ 2407 T2
B.int23S/i+ 2539 T2
B.int 23S & NOX 2378 T7
B. int 23S 2345 T7
B.int NOX/i+ 2403 T1
B. sp 2364 T4
B.sp 2423 T4
B. sp 2385 T2
B.sp 2348 T2
B.sp 2337 T16
B. sp/i+/ hipp+ 2347 T6
B.intermedia 2453 T16
B.intermedia 1952 T16
B. innocens 2356 T6
B. sp/ hipp+ 2363 T6
B.intermedia 2375 T7
~ B.intNOX/i+ 2354 T3
~ B.int23S 2358 T3
- B.sp 2542 T2
~ B.sp/i+/ hipp+ 2349 T3
B. int 23S 1949 T16
B.sp 2386 T7
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4.6.2 PFGE-tulokset tarhariistalinnuista eristetyisti Brachyspira-kannoista

Saman tilan fasaaneilta 10ytyi kaksi identtistd B. innocens —kantaa. 85%:sti samankaltaisia
olivat fasaaniniytteet, joista toinen oli biokemiallisten testien mukaan B. alvinipulli ja toinen
B. innocens. Muuten fasaanindytteet eivit osoittaneet juurikaan samankaltaisuutta. Sorsilla
B. pilosicoli:sta kaksi oli identtisid, mutta kolmas hyvin erilainen. Ankoilla nédytteet eivit
my0Oskddn osoittaneet ldheistd sukulaisuutta keskendin, vaikka kaksi kantaa identifioitiin
23S PCR-sovelluksella B. intermedia:ksi. Ankan 23S B. intermedia ndyte oli kuitenkin
identtinen hanhen vastaavanlaisen nédytteen kanssa. Se voi johtua siiti, ettd ankat ja hanhet
olivat samalta tilalta. Hanhilla ei ollut muuta yhteistd niytteiden kesken tai muiden ankkojen

ndytteiden kanssa. Kuvassa 8. on esitetty tarhariistalintujen dendrogrammi.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
miu 2-54

PCR:n perus-
teella arvioitu kanta tila lintulaji
laii

40 50 60 70 80 90 00

Lo been bevn b it

- B.pilosicoli 2543 T15  sorsa

B. pilosicoli 2545 T14  ankka

B.innocens 2544 T12 fasaani

"B.alvinipulli® 2441 T12  fasaani
B. sp 2443 T12 fasaani
B. sp/ i+ 2568 T14  ankka

B. int23S 2565 T14  hanhi
23S int/ i+ 2570 T14  ankka
B. pilosicoli 2559 T15  sorsa

B. pilosicoli 2560 T15 sorsa

23Sint/ i+ 2571 T14  hanhi
B. sp 2564 T14  hanhi

B. innocens 2426 T12 fasaani

B. inno /23S int2428 T12 fasaani

'B. alvinipulli" 2563 T15 sorsa
B. sp 2567 T15 sorsa

B. i_ntermedia 2569 T14 ankka

B. sp 2438 T12  fasaani
B. int 23S 2440 T12 fasaani

Kuva 8. Dendrogrammi tarhariistalintujen PFGE-analyysisté
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4.6.3. PFGE-tulokset identifioimattomista Brachyspira-kannoista

Kuvassa 9. on dendrogrammi kannoista, joita ei pystytty PCR:11d tunnistamaan. Osa néistid
kannoissa oli keskenddn identtisid ja olisi tarpeellista selvittdd, mitd lajia ne edustavat.
Suurin osa identtisistd kannoista oli samalta tilalta, mutta myds eri tilojen ja jopa eri
lintulajien vililld oli kesken@dén identtisid kantoja. Téstd hyvi esimerkki on kanta 2235
(kalkkunasta) ja 2347 (kanasta). Nami kannat olivat identtiset, vaikka ne olivat eri
lintulajeilta ja vieldpi eri tiloilta. Kanan kanta oli myos biokemiallisesti indoli ja

hippuraattipositiivinen, mitd kalkkunan kanta ei ollut.



Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-
miu 2-54 mlu 2-54

o

40 50 60 70 80 90
U P Y P N AR R

e

LT

Kuva 9. Dendrogrammi identifioimattomista kannoista

DO OO W OO0 OEEDE0D 000000000000
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PCR:n pe-
rusteella
arvioitu
laji kanta tila lintulaji

sp 2365 T4 Kana
sp 2423 T4 Kana
sp 2337 T16 Kana
sp 2348 T2 Kana
sp 2385 T2 Kana
sp 2235 T18 Kalkkuna
. sp/i+&hipp+ 2347 T6 Kana
sp 2344 T11 Kana
sp 2255 T16 Kana
.sp/i+ 2379 T4 Kana
sp 2443 T12 Fasaani
.sp/i+ 2568 T14 Ankka

sp 2398 T11 Kana
sp 2531 T11 Kana

sp 2538 T11 Kana
sp 2365 T8 Kana
sp 2370 T8 Kana
.sp/i+ 2404 T3 Kana
sp 2542 T2 Kana
. sp/i+&hipp+ 2349 T3 Kana
sp 2352 T7 Kana
sp 2343 T7 Kana
sp 2460 T16 Kana
sp 2438 T12 Fasaani
.sp/hipp+ 2363 T6 Kana
. sp 2541 T2 Kana
. sp/ hipp+ 2534 T2 Kana
. sp 2564 T14 Hanhi
. sp 2386 T7 Kana
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4.6.4. PFGE-tulokset B. intermedia-kannoista

Dendrogrammiin, joka on kuvassa 10., on koottu kannat, jotka olivat NOX- ja 23S-PCR:114
sekid biokemiallisten testien perusteella B. intermedia:a. Niistd 1iheisimmiit olivat samalta
tilalta, mutta vain noin 75%:sti samanlaisia, miké osoittaa B. intermedia-kantojen olevan

hyvin heterogeenisii.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% S0.0%) [0.0%-

mlu 2-54 miu 2-54
PCR:n perus-
teella arvioitu
laji kanta tila lintulaji
BORR
B. intermedia ATCG 51140
B.intermedia 2569 T14 ankka
B.intermedia 2405 T3  Kana
B.intermedia 1952 T16 "ana
~ B.intermedia 2453 T16 kana
B. intermedia 2412 T4  kana
B. intermedia 2375 T7 kana

Kuva 10. Dendrogrammi identifioiduista B. intermedia -kannoista
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4.6.5. PFGE-tulokset B. pilosicoli-kannoista

Kuvassa 11. on esitetty dendrogrammi B. pilosicoli:n kannoista. Nami B. pilosicoli-ndytteet
ovat saman tilan sisdlld samankaltaisia, mutta tilojen vélilld samankaltaisuutta oli vain noin
50%. Sorsilla kaksi nédytettd oli identtisid. Tdssd dendrogrammissa niytteet olivat PCR:n ja

biokemiallisten testien sekd mikroskoopilla tutkittuna B. pilosicoli-kantoja.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
miu 2- miu 2-

PCR:114 miéri-
tetty laji kanta tila lintulaji

50 60 70 80 90 |
ol b b b _

B. pilosicoli 2559 T15 sorsa
B. pilosicoli 2560 T15 sorsa
B. pilosicoli 2543 T15 sorsa
B. pilosicoli 2545 T14 ankka
B. pilosicoli ATCC 51139

Kuva 11. Dendrogrammi identifioiduista B. pilosicoli -kannoista
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4.6.6. PFGE-tulokset B. innocens-kannoista

Kuvassa 12. on esitetty dendrogrammi B. innocens:n kannoista. Tédssid dendrogrammissa on
kaikki néytteet, jotka olivat PCR-positiivisia B. innocens:n NOX-sovelluksella. Osa
ndytteistd oli positiivisia myos toiselle PCR-sovellukselle, joka pddosin oli B. intermedia:n
23S-PCR. Saman tilan néytteissd oli jopa kolme identtistd kantaa, mikd eliminoi sekakasvun
mahdollisuuden, vaikka PCR-tulokset toisin viittdd. Myos fasaanien B. innocens —kannat
2426 ja 2428 ovat identtisid, vaikka toisesta on saatu positiivinen tulos myos B. intermedia:n
23S-sovelluksella. Tamin perusteella B. intermedia:n 23S PCR on antanut véarid
positiivisia tuloksia. Tilan 6 (T6) nédytteet ovat indolipositiivisia ja toinen on positiivinen B.
intermedia:n 23S ja toinen NOX- sovelluksella. Niissi saattaa olla B. innocens:n ja B.
intermedia:n sekakasvua. Geneettistd vaihtelua saattaa esiintyd B. innocens —b:n ja —c:n, eli

eri fenotyyppisten kantojen vililld, joita PCR ei erikseen tunnista.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)]

mlu 2-54
PCR:114 médritetty
laji kanta tila lintulaji
4050 60 7080 90 100
B. inno/ B.int23S 2355 T3 kana
| B. innocens ATCC 29796
~ B.inno/B.int23S 2359 T5 kana
B. innocens 2529 T10 kana
B. innocens 2530 T10 kana
| B.inno /B.int23S 2528 T10  kana
B. innocens 2426 T12 fasaani
- B.inno/B.int23S 2428 T12 fasaani
B. inno/B.int23S/i+ 2388 T6 kana
B. inno/B.intNOX/i+2397 T6 kana
B. innocens 2356 T6 kana
B. innocens /i+ 2237 T18  kalkkuna

Kuva 12. Dendrogrammi identifioiduista B. innocens -kannoista



4.6.7. PFGE-tulokset B. murdochii-kannoista
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Dendrogrammissa, joka on kuvassa 13., on NOX-PCR:1ld saadut positiiviset B. murdochii:t.

Saman tilan ndytteistd 2140 ja 2147 on saatu PCR:11d my®s positiiviset B. intermedia:n 23S

sovelluksella. Tédssédkin on todennédkoisesti viirit positiiviset tulokset, kuten B. innocens:n

dendrogrammista edellisessd kappaleessa selvisi. B. murdochii:den DNA-fragmentit ovat

hyvin samanlaisia saman tilan ja my®ds eri tilojen kesken

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
miu 2-54

PCR:114 médritty
60 70 80 90 ° fai kanta
T B. murdochii 2396

B. murdochii 2399

B. murdochii 2536

B. murdochii 2357

B. murdochii 2377

B. murdochii 2401

B. murd/B.int23S 2140 T17
4': B. murd/B.int23s 2147 T17

Kuva 13. Dendrogrammi identifioiduista B. murdochii -kannoista

tila

T9
T9
T9
T5
T5
T5

lintulaji

kana
kana
kana
kana
kana
kana
kana

kana
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Tamd tutkimus osoittaa, ettd spirokeetainfektioita esiintyy Suomessa laajasti sekid
siipikarjassa ettd tarhatuissa riistalinnuissa. On myos selvéd, etti suomalaisissa linnuissa
esiintyy ainakin kaksi ulkomaisissa tutkimuksissa patogeenisiksi osoitettua lajia: B.
intermedia ja B. pilosicoli. B. alvinipulli-lajia ei nykyisilli menetelmilld pystytty
luotettavasti identifioimaan tdstd aineistosta. Brachyspira-bakteereiden esiintyvyys oli
tarhariistalintujen ndytteissd korkeampi kuin siipikarjan ndytteissd. Luomukanaloista ja
harrastekanalasta kerdtyistd nidytteistd Brachyspira-bakteereiden esiintyvyys oli suurempi
kuin kalkkunoiden ja hékkikanaloiden niytteistd, mikd todennédkoisesti johtuu eldinten
vapaasta liikkumisesta kanalassa ja mahdollisista kontakteista ulkona villien lintujen kanssa.
Oli my0Os hyvin merkittivdd ndhdd, miten Brachyspira-lajit jakaantuivat tai esiintyivit eri

lintulajeissa.

Biokemiallisissa testeissd hippuraatti- ja indolireaktiot ovat merkittdvimmaét tunnistettaessa
lintujen Brachyspira-bakteerilajia. Tosin nditd testejd ei voi tdysin luotettavina pitdd, koska
saman lajin eri kannat saattavat biokemiallisesti kiyttdytyd eri tavalla (Rohde, J. ym., 2002).
Identifioinnissa ongelmat PCR:1ld saattavat johtua siitd, ettd kontrollindytteet ovat sikojen
Brachypira-kantoja. Sioilta eristetyt kannat saattavat olla hyvinkin erilaisia lintujen
Brachyspira-bakteereihin verrattuna. Tdtd oletusta tukee se, ettd Australiassa tehdyssi
tutkimuksessa ldheisimmit sian ja linnun B. intermedia- kannat olivat vain 62%:sti

samanlaisia (Suriyaarachchi, D.S. ym., 2000).

NOX4 PCR-sovellus oli suunniteltu tunnistamaan sekia B. innocens etta B. murdochii, mutta
molemmille lajeille tarvittiin erilliset omat identifiointisovellukset. Uudet NOX-geeniin
perustuvat sovellukset toimivat hyvin ja tulokset tukivat toisiaan. Jos NOX4:11d oli saatu
positiivinen tulos, saatiin positiivinen tulos myos joko B. murdochii:n tai B. innocens:n
NOX-sovelluksella. B. innocens:n NOX-PCR antoi aluksi positiivisen tuloksen vélilld myos
B. murdochii:n kontrollikannalle, mutta syklien vdhentdminen poisti timidn ongelman. B.
innocens ja B. murdochii olivat yleisimmit Brachyspira-lajit luomukanaloiden ja
kalkkunoiden néytteissd. Tarhariistalinnuista vain fasaanien néaytteissd esiintyi PCR:n
perusteella B. innocens:ia, mutta B. murdochii:ta ei PCR:n perusteella esiintynyt

yhdessikiin tarhariistalintujen niytteessa.
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B. intermedia:n identifiointi oli varsin hankalaa. Indolintuoton ja B. intermedia:n 23S
sovelluksen perusteella NOX-PCR ei ilmeisesti tunnistanut kaikkia lintujen B. intermedia
kantoja, mutta 23S geeniin perustuva sovellus kylldkin antaa myds viidrid positiivisia
tuloksia. Myoskddn indolintuottoon ei voida tdysin luottaa B. intermedia:n médrityksessi
(Stephens, ym., 2005). NOX-PCR:lld positiivisista kannoista noin 2/3 oli indolipositiivisia
kun taas 23S-PCR:lld positiivisista kannoista vain noin 1/3 oli indolipositiivisia. Talld
hetkelld varmin tapa identifioida B. intermedia on kiyttid molempia PCR-sovelluksia ja
biokemiallisia testejd apuna. B. intermedia:a esiintyi melko yleisesti siipikarjassa ja
tarhariistalinnuissa. Ainoastaan kalkkunoiden ja sorsien ndytteistd ei identifioitu yhtddn B.
intermedia:a. Vield tuntemattomasta syystd B. intermedia:n 23S-PCR antoi usein
positiivisen tuloksen varsinkin B. innocens —kannoille, joista PFGE-analyysin jidlkeen

eliminoitiin sekakasvun mahdollisuus.

Brachyspira-bakteereita tutkivissa tutkijapiireissd on noussut esiin kisitys, ettd B.
intermedia:ksi vaihtelevia kriteerein médiritellyt kannat muodostavatkin todellisuudessa
useamman Brachyspira-lajin ryhmén (suullinen tiedonanto, Fossi 2006). Témin B.
intermedia —ryhmén selvittely edellyttdd kantojen genomin laajempaa sekvensointia kuin

mité toistaiseksi on tehty.

Tarhariistalintunéytteistd perdisin olevia Brachyspira-kantoja oli melko vdhin, mutta
sorsilla ja ankalla saatiin varmuus B. pilosicoli:n ldsndolosta. Koska B. pilosicoli on melko
helppo erottaa muista tunnetuista Brachyspira-lajeista mikroskooppilla pienen kokonsa
perusteella, olisi koko joka kerta hyvd varmistaa. Sorsilla on ulkomaisissa tutkimuksissa
myos tormitty tilanteeseen, jossa Brachyspira-laji ndyttdisi olevan B. hyodysenteriae
biokemiallisten ja PCR:n tulosten perusteella, mutta possukokeessa kyseinen kanta ei
sairastuttanut sikoja. Ndméa kannat olivat todennidkéisesti B. hyodysenteriae:n geneettisia
variantteja (Jansson, D.S. ym., 2003). Vastaavasti naakoilla on eristetty hippuraatti-
negatiivisia kantoja, joiden epdilldin edustavan vield tuntematonta Brachyspira-lajia. B.
pilosicoli:n 16S rRNA geeniin perustuvalla PCR menetelmilld ndmé antoivat positiivisen
tuloksen, mutta sekvensointi erotti nimi kannat B. pilosicoli:sta (Jansson, D.S. ym., 2005).
Hanhilla todettiin B. intermedia:a niilld menetelmilld, mutta kaikista ndytteistd ei tdysin
varmaa tulosta saatu. Fasaaneilla B. innocens oli selvésti yleisin laji, mutta niilld todettiin

myos patogeenista B. intermedia:a. Yksi kanta sekd sorsilla ettd fasaaneilla oli
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biokemiallisten testien perusteella B. alvinipulli. B. alvinipulli:n varmistamiseksi ndami
kannat tulisi sekvensoida, koska tilld hetkelld kyseiselle lajille ei ole olemassa luotettavaa

PCR-menetelmai.

Horisontaalista geeninsiirtoa eli geenin siirtymisti lajilta toiselle esiintyy usein bakteereilla.
Sen avulla bakteerit selviytyvit paremmin muuttuvista olosuhteista. Hyvina esimerkkind
tdstd on bakteerien antibioottiresistenssin kehittyminen. Bakteerien DNA:n guaniini ja
sytosiini emadsten suhteen analysoinnilla voidaan havaita mahdollinen horisontaalinen
geeninsiirto (Tuimala, J. 2005). Brachyspira-bakteereissa heterogeenisyys varsinkin B.
intermedia:n kohdalla saattaa johtua my0s horisontaalisesta geeninsiirrosta eri kantojen ja
jopa eri lajien kanssa (Atyeo, R.F. ym., 1999). Geenien siirtyminen saattaa myos haitata

luotettavaa PCR-identifiointia.

PCR-tuloksia vertailtiin PFGE-tuloksiin sekatartuntojen sekd viddrien positiivisten ja
negatiivisten tulosten selvittamiseksi. PCR:ssd nédyte otetaan yhdestd kohtaa maljalta kun
taas PFGE:ssa analysointiin otetaan suuri miird bakteerimassaa. Ndin PFGE voi paljastaa

paremmin mm. kahden lajin yhteiskasvun.

PFGE-kuvista ei voi piitelld, mitkd todella olivat B. intermedia:a, koska viitekanta on siasta
perdisin ja yhtididn keskenédédn samanlaista kuvaa ei ollut. Aineistossa oli suuri miird kantoja,
joiden lajia ei pystytty identifioimaan. Kyseessi saattaa olla lajit, joita ei ndilli menetelmilld
tutkittu, kuten B. alvinipulli ja ”’B. pulli”. On mahdollista, ettd mukana oli my0s vield tdysin
tuntemattomia lajeja (Kizerwetter-Swida, M. ym., 2005). My6s PCR:n teknisistd syisté tai
aluke-alueen pistemutaatioista johtuvat viirdt negatiiviset tulokset saattavat hankaloittaa
identifiointia. Useamman menetelmén kiytto ja tulosten vertaileminen keskeniin on paras

tapa varmistua Brachyspira-lajista.

Pulssikenttigeelielektroforeesin avulla on mahdollista selvittdd epidemiologisesti, mitki
niytteistd ovat ldheistd sukua. Niytteet voidaan jakaa piityyppeihin ja alatyypit ovat
variantteja nidistd yhdestd kolmeen juovan erolla. Tutkimusaineistossa oli hyvin suurta
vaihtelua nidytteiden kesken. Kuitenkin oli mahdollista ndhdi tietyilld Brachyspira-lajeilla
yhtendisyyttd fragmenteissa, kuten esimerkiksi B. murdochii:lla. Heterogeenisyytti aiheutti
eri tiloilta otetut niytteet, eri lintulajeista otetut niytteet ja se, ettd ndytteiden otto oli

jakautunut usealle vuodelle. Suomessa vihén tutkituista Brachyspira-bakteereista on vield
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talld aineistolla ennenaikaista sanoa onko jokin Brachyspira-laji domestikoiduilla linnuilla

yleisempi kuin muut.

Pulssikenttidelektroforeesin  kuvien analysoinnin perusteella pyrittiin ~ selvittdméén
Brachyspira-lajien heterogeenisuutta. Samalta tilalta puolen vuoden vilein otetut niytteet
antoivat viitteitd tartunnan kroonisuudesta. Kaikilla tiloilla kyseessd oli sama kanaparvi
ensimmadiselld ja toisella ndytteenotto kerralla. Useissa tapauksissa pulssikenttikuvat olivat
identtiset tai ldhes identtiset varsinkin B. murdochii:n osalta. B. innocens:en kesken erilaiset
PFGE-kuvat saattavat johtua lajin eri fenotyyppien b ja c erilaisuudesta. NOX-geeniin
perustuva PCR ei erotellut néitd kahta fenotyyppié toisistaan. Tosin se ei ole tarpeenkaan,
koska kumpaakaan ei ole osoitettu patogeeniseksi. B. intermedia-kannat olivat todella
heterogeeninen ryhmi. Sekavuutta saattaa aiheuttaa bio- ja genotyypiltiin epityypilliset B.
intermedia -kannat tai mahdollisesti jokin hyvin ldheinen, vield identifioimaton,

Brachyspira-laji (Kizerwetter-Swida, M. ym., 2005).

Toukokuussa 2005 pulssikentédssid analysoitu fasaanin Brachyspira-ndyte oli mukana myos
tdassd tutkimuksessa. Erikoista oli, ettd kuvat olivat melko erilaisia. On mahdollista, etti
Brachyspira-bakteerien geenit muuntuvat helposti siirrostusten myotd. Ongelmaa
pulssikenttd-ajoissa aiheutti myos kannat, jotka eivit digestoituneet kunnolla, eli niistd jdi
suuria fragmentti-ryhmid kuvan yldosaan. Analyysissd tdytyi ottaa myds huomioon
mahdolliset “haamu-fragmentit”. Dnaasi tuhosi osittain osan kannoista. My0s sangen
erikoinen tapaus oli kalkkunasta eristetty kanta, josta ei saatu yhtddn fragmenttia.
Mahdollisesti Dnaasin toiminta oli ollut niin voimakasta, ettd kaikki DNA oli hajonnut.
Toinen, joskin epdtodennidkdisempi mahdollisuus on, ettd kyseisessd kannassa ei ollut
yhtdin tunnistuskohtaa kiytettiville restriktioentsyymille. On myds mahdollista, etti DNA
el jostain syystd pddssyt vapautumaan solusta lainkaan. Tdmi kantaa tutkittiin useaan
otteeseen, mutta tulos oli aina sama. Muutamien kantojen pulssikenttitutkimus uusittiin,
koska Dnaasi oli tuhonnut osan néytteestd. Naméa kannat kisiteltiin formaliinilla, joka estdd

Dnaasia toimimasta.

Tamai tutkimus osoitti, ettd suomalaisessa siipikarjassa ja tarhatuissa riistalinnuissa esiintyy
monia Brachyspira-suvun lajeja, niin tunnettuja kuin vield tuntemattomia. Karakterisointi
oli hankalaa kantojen genomien heterogeenisyyden takia, mutta on selvidi, ettdi B.

intermedia:a esiintyy suhteellisen yleisesti. B. intermedia:n esiintymiselld sekd kanoissa ettd
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riistalinnuissa voi olla merkitystd tuotannon ja eldinten hyvinvoinnin takia. Tdmén aineiston
perusteella B. pilosicoli:a ei niyttdisi olevan perinteisessd siipikarjassamme, mikd on
siipikarjatuotannon kannalta hyvi asia. Tarhariistalinnuista sitd kuitenkin identifioitiin ja B.
pilosicoli:n mahdollinen tarttuminen linnuista kasvattajaan ja muihin ihmisiin pitéisi
huomioida. Vield ei kuitenkaan tiedetd varmuudella mitd B. pilosicoli ihmiselle aiheuttaa.
Lisdd selvitystd tarvitaan muun muassa mahdollisen B. alvinipulli:n toteamiseksi sekd
muiden ei-identifioitujen niytteiden selvittimiseksi. RFLP-PCR:n (Restriction Fragment
Length Polymorphism) avulla on myds mahdollista selvittdd paremmin identifioimattomat
kannat (Bano, L. ym., 2005). B. "pulli” nimitystd kdytetddn tdlli hetkelld siipikarjan
Brachyspira-lajeista, jotka ovat atyyppisid ja alustavan kisityksen mukaan harmittomia

(Stephens, C.P. ja Hampson, D.J. 1999; Phillips, N.D. ym., 2005).

Laajempi tutkimusaineisto varsinkin perinteisistd tuotantokanaloista, joissa eldimet eivit
ulkoile, olisi tirkedd tulevaisuudessa, jotta pystytddn tarkemmin kartoittamaan Brachyspira-
bakteerien ldasndolo ja mahdollinen vaikutus munien tuotantoon. Koska suuri osa kannoista
jdi identifioimatta, pitdisi esimerkiksi genomin sekvensoinnin avulla yrittdd selvittidd, mitki
lajit ovat kyseessi. MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) on my0ds erds tapa

identifioida bakteereita ja tutkia niiden vilisid geneettisid suhteita.

Kokeelliset infektiot ovat toistaiseksi olleet luotettavimmat menetelmét Brachyspira-
kantojen patogeenisyyden osoittamiseksi (Stephens, C.P. ja Hampson, D.J. 2002; Trott, D.J.
ym., 1997; Jensen, T.K. ym., 2004). Koska tissd aineistossa B. intermedia:ksi arvioidut
kannat olivat erityisen heterogeenisid, useita eri kriteerein kyseiseen lajiin mdadritettyja
kantoja tulisi siséllyttdd kananpoikasilla ja kananuorikoilla tehtiviin infektiokokeisiin.
Tarhariistalinnuista todettujen B. pilosicoli —kantojen taudinaiheutuskyky kanoille ja jopa
my0s porsaille olisi aiheellista selvittda tartutuskokeilla. Koska eréét sikojen B. murdochii —
kannat ovat sioille patogeenisid, olisi perusteltua tarkastella erdiden lintuperdisten B.

murdochii —kantojen patogeenisuutta kanoille.

Jatkossa voisi myos selvittdd miten infektiot vaikuttavat ja esiintyvit eri-ikdisilld kanoilla
sekd niiden tartuntatapaa. Kantojen antibioottiherkkyyden tutkiminen olisi myds tarpeellista.
Télld hetkelld Brachyspira-tartunnoille on olemassa useita antibioottihoitoja (mm.
tiamuliini, linkomysiini ja tylosiini), mutta antibioottiresistenssin syntymisen takia jokainen

tilatapaus on tutkittava erikseen, etti saadaan tehokas hoito. MIC-arvojen (minimum
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inhibitory concentration) perusteella voidaan selvittdd kannoille parhaiten tehoavat
antibiootit (Hampson, D.J. ym., 2006b). Tilla hetkelld linnuille, kuten muillekaan

eldinlajeille, ei ole olemassa rokotetta spirokeetainfektioita vastaan.
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LIITE 1. Brachyspira-bakteerien kasvualustat

BA-3 eli Blood agar base No.2 (OXOID) tdydennettynd kolmella antibiootilla.

BA-3 on Brachyspira-bakteereille tarkoitettu verimalja, johon on lisdtty lampaan verta ja
selektiivisia lisdaineita estiméddn muiden bakteerien kasvun seki Na-ribonukleinaattia
(ribonucleic acid sodium salt, Fluka) parantamaan hemolyysii.

Selektiiviset lisdaineet:

- Spectinomycin dihydrochloride (Sigma)

- Vancomycin hydrochloride (Lilly)

- Colistin methane sulphonate (Sigma)

FAA eli Fastidious anaerobe agar (LAB M)
FAA on ravinnerikas anaerobeille tarkoitettu yleismalja, jolla saadaan yleensi kasvatettua
runsas bakteerimassa tutkimuksia varten. FAA-maljoissa kiytettiin hevosen tai naudan verta.

Sekd FAA ettd BA-3 maljat esipelkistetddn ennen kiyttod.
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LIITE 2. Gramvirjdyksen ja biokemiallisten testien reagenssit

Gramvirjiyksessi kiytetyt reagenssit:

-Kristallivioletti (J.T. Baker) ja NaHCOj kaikkien solujen vérjddmiseen
-Lugolin jodilivos (Jodi (I;) Merck, Kaliumjodidi (KI) Merck)
-Huuhtelut asetoni-alkoholilla ja vedelld

-Safraniini (Merck) vasta-virjdykseen

Biokemiallisten testien reagenssit:

Hippuraatin hydrolyysiin kéytettiin Na-hippuraattilientd (Hippuric acid ,Sigma) seké

ninhydriinilivosta (Ninhydrini, J.T. Baker). Ninhydriiniliuoksen valmistuksessa kéytettiin

myd0s asetonia ja etanolia.

Indoli-spot —reagenssi valmistettiin vikevésti suolahaposta (BDH Prod.) ja 4-

(dimethylamino)-cinnamalaldehyd:std (C11H13NO, Merck)

Glukosidaasi entsyymien testaus tapahtui Rosco®:n kiekoilla.



LIITE 3. PCR -sovellusten alukkeet

NOX-PCR alukkeet B. innocens:lle (Weissenbock ym., 2005):
Innoc-F1 ATGGTGCTATAAAAGTAGAC
Innoc-R1 ACCAACCAGTAGAAGCCATG

NOX-PCR alukkeet B. murdochii:lle (Weissenbock ym., 2005):
Murd-F1 GAATACTGCGGTACTCAAGGA
Murd-R1 GAGAATGCGTGAATAGCTTCG

NOX-PCR alukkeet B. intermedia:lle (Phillips ym., 2005):
Int1 AGAGTTTGATGATAATTATGAC
Int2 ATAAACATCAGGATCTTTGC

NOX4-PCR alukkeet B. innocens:lle ja B. murdochii:lle (Atyeo ym., 1999)
SINNF  CCTGAAAGTTTAAAAGCT
SINNR  CGATGTATTCTTCTTTTCC

23S PCR alukkeet B. intermedia:lle (Leser ym., 1997)
S-1If CCGTTGAAGGTTTACCGTG
S-1Ir GGCCTGTAACAGTCCGC

23S PCR alukkeet B. pilosicoli:lle (Leser ym., 1997)
S-1Vt AGGTGATGGTTATCCTC
S-IVr AATCTTTATTAAGGATTCCAA
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LIITE 4. PEFEGE-GENOTYYPITYS

Restriktioentsyymini kéytettiin Mlu 1 :sta (Micrococcus luteus), jonka pitoisuus oli 40 U.
Digestio tapahtui 37°C:ssa 16h.

My I'n tunnistuskohta on

5’.A"CGCGT..3’

3. TGCGC-A..S’

Ajoparametrit

geeli: 1% SeaKem Gold
ajopuskuri: 0.5x TBE
ajoaika: 20h

lampétila: n. +12°C
pulssiaika: 2,2-54,2 sek
kulma: 120°
tasapainotus: 1h

jannite: 6,0 V/cm
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LIITE 5. PCR-kuvia

Lo

123456

Agaroosigeelielektoforeesin jdlkeen kuva NOX-PCR sovelluksesta B. murdochii:lle, 14.12.2005

1. kokomarkkeri (Low Ladder 100-1000bp), 2. B. murdochii ATCC 700173, 3. B. murdochii ATCC 700173, 4. B
innocens ATCC 29796, 5. B. pilosicoli ATCC 51139, 6. B. intermedia ATCC 51140

1234567 8910111213 1415161718

Agaroosigeelielektroforeesin jilkeen kuva NOX-PCR sovelluksesta B. innocens:lle, 9.2.2006
1. kokomarkkeri(Low Ladder 100-1000bp); 2. B. innocens ATCC 29796; 3. B.murdochii ATCC 700173; 4.

2394;5.2395; 6. 2400; 7. 2402; 8. 2406; 9. 2409; 10. 2414; 11. 2417; 12. 2425; 13. 2433; 14. 2437; 15. 2439;
16. 2442; 17. 2446; 18. 2447.
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LIITE 6. PFGE-kuvia

R E A2 A0 AR B

-
-
-
At
-
-
-
-
Swtn

3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Kuva PFGE-analyysistid, 4.1.2006
1. kokomarkkeri(MidRange II); 2. 2357; 3. 2359; 4. 2401; 5. 1949; 6. 1952; 7. 2528; 8. kokomarkkeri(MidRange
1D); 9. 2460; 10. 2140; 11. 2147; 12. 2356; 13. 2387, 14. 2423; 15. kokomarkkeri(MidRange IT)
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DArDadid

1 2 34567 89 1011121314 15161718 19 202122 23 2425262728

Kuva PFGE-analyysistd 12.1.2006

1. kokomarkkeri(MidRange II); 2. 2546: 3. 2530; 4. 2531; 5. 2534; 6. 2536; 7. 2538; 8. 2542; 9. 2453; 10.
kokomarkkeri(MidRange II); 11. 2385; 12. 2344; 13. 2365; 14. 2529; 15. 2152; 16. 2235; 17. 2237; 18. 2337; 19.
kokomarkkeri(MidRange I1); 20. 2375; 21. 2377; 22. 2378; 23. 2379; 24. 2386; 25. 2388; 26. 2396, 27. 2397, 28.
kokomarkkeri(MidRange II)



