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Mycobacterium tuberculosis -bakteeri aiheuttaa edelleen vuosittain jopa 10 miljoonaa
sairastumistapausta ja latenttia infektiota saattaa kantaa jopa neljasosa maailman vaestosta.
Tuberkuloosin hoitaminen on edelleen haasteellista. M. tuberculosis -bakteerin kyky muodostaa
biofilmia on yksi syy antibioottien heikolle teholle infektion hoidossa. Taman takia tutkimus
biofilmin muodostukseen osallistuvista geeneista on tarkea.

Tyossa oli tarkoituksena optimoida biomassaa/CFU mittaava protokolla. Tydssa oli kuusi
erilaista protokollaa. Protokollien tarkoituksena oli tutkia miten kasvatuksen tilavuus, erilaiset
yksisoluistamistavat ja erilaiset punnitustavat vaikuttavat tuloksiin. Tyon tarkoituksina oli myds
kokeilla, onko hajonnan laskeminen nailla keinoilla mahdollista, jotta saataisiin luotettavia tuloksia
ja minka protokollan avulla tyd on helpoin suorittaa. Tydssa kaytettiin Mycobacterium marinum -
bakteeria sekd poistogeenistd M. marinum Agt:ta, jotta voidaan olla varmoja, etta protokolla toimii
myo6s mutanteille, silla biofilmien kasittely saattaa olla mutanteilla erilaista.

Tydssa paadyttiin protokollien suorittamisen jalkeen valitsemaan jatkossa kaytettavaksi
protokollaksi A protokolla, joka oli helpoin suorittaa mekaanisesti seka keskihajonta oli
protokollalla pienin. Tyossa tuli esiin myos, ettd M. marinum Agt:n biomassa/CFU- ja CFU/mI-
tulokset erosivat villityypin M. marinum -bakteerin vastaavista tuloksista.

Avainsanat: Mycobacterium marinum, biofilmi, biomassa/CFU, optimointi
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ALKUSANAT

Tama kandidaatintutkielma on tehty Tampereen yliopiston Laaketieteen ja terveysteknologian
tiedekunnan Infektiobiologian tutkimusryhmassa. Suurimmat kiitokset kuuluvat ohjaajalleni Rosa
Korhoselle, joka on ohjasi laboratoriossa ja kirjoitusprosessissa. Kiitokset myos Mataleena
Parikalle, joka on mahdollistanut koko tyén tekemisen. Haluan sanoa kiitokset myds koko
Infektiobiologian tutkimusryhmalle ja muille, jotka ovat olleet tukemassa ja piristamassa prosessin
aikana.

Tampereella, 24.4.2024
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1. JOHDANTO

Tuberkuloosi on Mycobacterium tuberculosis -bakteerin aiheuttama infektio. Taudin puhkeamisen
todenndkdisyys on noin 5 % kahden vuoden ajan altistumisesta, jonka jalkeen todennakdisyys
laskee (WHO 2023). Tuberkuloosiin sairastuu vuosittain yli 10 miljoonaa ihmista, ja vuonna 2022
tautiin kuoli arviolta noin 1,3 miljoonaa ihmistad (WHO 2023). Aktiivisen tuberkuloosin hoitona
kaytetdan kuuden kuukauden ajan usean antibiootin yhdistelmaa (Dartois ja Rubin 2022). M.
tuberculosis aiheuttaa latenttia infektiota, jonka arvioidaan olevan jopa 1,7 miljardilla ihmisella
(Dartois ja Rubin 2022). Latentti infektio on tila, jossa patogeeni aiheuttaa jatkuvaa
immuunivastetta ilman varsinaisen oireellisen taudin puhkeamista. Latentti infektio voi puhjeta

aktiiviseksi tuberkuloositaudiksi viela vuosienkin paasta (Dartois ja Rubin 2022, WHO 2023).

1.1 Mykobakteerit

Mykobakteerit ovat laaja joukko bakteereja, jotka kuuluvat Mycobacterium-sukuun. Ne voidaan
jaotella kahteen ryhmaan eli tuberkuloottisin  mykobakteereihin sekd ei-tuberkuloottisiin
mykobakteereihin. Ei-tuberkuloottisia bakteereita on esimerkiksi Mycobacterium leprae, joka
aiheuttaa lepraa sekd Mycobacterium marinum ja Mycobacterium ulcerans, jotka molemmat
aiheuttavat ihoinfektioita ihmisille. Keuhkoinfektiot ovat yleisimpia ei-tuberkuloottisten bakteerien
aiheuttamia infektioita. Tuberkuloottisiin mykobakteereihin kuuluu M. tuberculosis. (Johansen ym.
2020)

Mykobakteerien soluseind eroaa merkittavasti muiden bakteerien soluseinan koostumuksesta.
Mykobakteerien soluseinan lipidipitoisuus on jopa 60 %, kun taas vastaavasti gram-negatiivisilla
bakteereilla se on noin 20 % (Johansen ym. 2020). Soluseinan lipideja ovat esimerkiksi
mykolihapot, jotka ovat pitkid rasvahappoja. Ne ovat Kiinnittyneet kovalenttisesti soluseinan
polysakkaridi arabinogalaktaaniin. Mykobakteerien soluseinan korkean lipidien maaran uskotaan
olevan yksi syy sen kyvylle sietdd useita antibiootteja (Chiaradia ym. 2017).

Mykobakteerit voivat muodostaa biofilmia. Sen on todettu edistdvan antibioottitoleranssia
(Chakraborty ym. 2021), eli bakteerin kykya sietdd antibioottia pidemman aikaa, mutta ei
normaalia suurempaa konsentraatiota (Brauner ym. 2016). Antibioottitoleranssi voi mahdollisesti
johtaa geneettiseen antibioottiresistenssiin eli bakteerin kykyyn sietda antibioottia suuremmissa
konsentraatioissa kuin normaalisti (Chakraborty ym. 2021, Hammarén ym. 2023, Mufioz-Egea
ym. 2023). Antibioottiresistenssi on geneettisesti peritty ominaisuus, kun taas toleranssi ei aina

ole geneettinen ominaisuus (Brauner ym. 2016).



1.2 Biofilmit

Biofilmiksi kutsutaan bakteerien ja matriksin muodostamaa kokonaisuutta, jossa bakteerit
kasvavat Kkiinni substraatissa, voivat muodostaa monisoluisia yhteis6jd sekd organisoitua
kolmiulotteisesti (Richards ym. 2019). Yleensa bakteerien biofilmi siséltda polysakkarideja,
proteiineja ja solun ulkoista DNA:ta (eDNA) (Mufioz-Egea ym. 2023). Mykobakteerien biofilmin
tiedetdan sisaltavan lisaksi mykolihappoja (Mufioz-Egea ym. 2023). Biofilmin on todettu
tarjoavan bakteereille suojaa antibiooteilta, epasuotuisilta ymparistotekijoiltd ja ulkoiselta
vahingolta sekd asettavan haasteen isantdelion immuunijarjestelmalle (Heiby ym. 2011,

Hernandez-Jiménez ym. 2013).

Biofilmia on tiedetty muodostuvan in vitro olosuhteissa jo useamman vuoden ajan, mutta uudet
tutkimukset ovat todenneet, etta biofilmia muodostuu in vivo, kuten tuberkuloosi-infektion
yhteydessa (Chakraborty ym. 2021). Biofilmin mallinnukseen voidaan kayttaa M. tuberculosis -
bakteerin lahisukulaista Mycobacterium marinum -bakteeria (Hammarén ym. 2023).
Mykobakteerien biofilmeistd tiedetdan viela suhteellisen vahan, mutta yhdeksi tarkeaksi
komponentiksi on tunnistettu selluloosa (Chakraborty ym. 2021). Trivedi totesi tutkimuksessa
biofilmia kasvatettiin sellulaasin eli selluloosaa hajottavan entsyymin Iasna ollessa ja todettiin
biofilmin rakenteen eroavan merkittdvasti normaalista biofilmista (Trivedi ym. 2016). Samassa
tutkimuksessa todettin yhden tai useamman glykosyylitransferaasin liittyvan selluloosan
muodostukseen. M. tuberculosis -bakteerilla on yli 100 glykosyylitransferaasia, mutta kaikkien

niiden toimintaa ja osallisuutta eri aineenvaihduntareitteihin ei vield tunneta (Trivedi ym. 2016).

1.3 Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena oli optimoida protokolla, jolla voidaan mitata bakteerin biomassa suhteessa
pesakkeitd muodostavaan yksikkéén (CFU, colony forming unit). Haasteena on bakteerien
yksisoluistaminen biofilmista. Jos yksisoluistaminen ei onnistu, talldin yksi CFU-yksikké saattaa
olla lahtdisin bakteeri aggregaatista, eikd yksittdisestd bakteerista. Yksisoluistamisen
parantaminen mahdollistaisi todenmukaisemmat CFU/ml-tulokset. Kirjallisuuden mukaan
mykobakteerien liuoskasvatuksessa kaytetaan polysorbaatti 80:4 aggregaation vahentamiseksi ja
samalla bakteerien erottamiseksi toisistaan (Pietersen ym. 2020). Polysorbaatti 80:n on myos
havaittu aiheuttavan ohuemman biofilmin kehittymista (Trivedi ym. 2016).

Tydssa kaytettiin villityypin M. marinum -bakteeria (ATCC 927) sekd M. marinum -bakteeria, joka
oli poistogeeninen erdan glykosyylitransferaasin suhteen (M. marinum Agt). Protokolla on
tarpeellinen, jotta voidaan verrata mahdollisten M. marinum -mutanttien biomassan muodostusta
villityypin bakteeriin. Mutantin kayttaminen tydossa on myos tarpeellista, jotta voidaan tarkastella,
toimiiko protokollat yhta hyvin mutantille kuin villityypin M. marinum -bakteerille. Tama siksi, etta

mutanttien biofilmin muodostus seka sen ominaisuudet voi erota villityypin M. marinum -bakteerin



biofilmista ja tdman takia biofilmin kasittelyssa saattaa olla eroja. Tyon tavoitteina on optimoida
protokollaa niin, ettd yksisoluistaminen onnistuisi villityypin M. marinum -bakteerilla seka M.
marinum Agtlla. Yksisoluistamisen onnistuessa tulosten hajonta pienenisi, mika tekisi tuloksista
luotettavampia ja vertailukelpoisempia. Toiseksi tavoitteeksi muodostui optimoida protokolla

teknisesti helpoksi tekijalle.



2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

M. marinum -bakteeria sekd M. marinum Agt.a inkuboitiin viikon ajan +28 °C:ssa 7H10-maljoilla,
joissa on 0,5 % glyserolia (Sigma) sekd 10 % OADC enrichment (BD). Bakteerit siirrostettiin 7H9-
mediumiin, jossa on 10 % ADC enrichment (BD) ja ODeoo saadettiin 0,1. M. marinum Agtlle ja
villityypin M. marinum -bakteerille molemmille tehtiin 50 ml Falcon-putkiin 40 ml kasvatukset seka
villityypin bakteerille 15 ml Falcon-putkeen 12 ml kasvatukset. Jokaista kasvatusta tehtiin

yhteensa nelja rinnakkaista. Kasvatuksia inkuboitiin +28 °C:ssa kahden viikon ajan.

2.1 40 ml kasvatukset

Kasvatukset suspensoitin Falcon-putkissa Vortex-sekoittajan avulla. Suspensointia jatkettiin,
kunnes suurimmat aggregaatit olivat silmamaaraisesti liuenneet kasvatusmediumiin ja suspensio
oli muuttunut sakeaksi. M. marinum Agtlle toteutettiin protokolla A ja villityypin M. marinum -

bakteerille taas protokollat A, B, C ja D, jotka ovat visualisoitu kuvassa 1.
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Kuva 1. 40 ml kasvatusten protokollien keskeisimmét osat havainnollistettuna. 40 ml
kasvatuksille oli neljd protokollaa A, B, C ja D. Jokaisessa protokollassa on eroa
yksisoluistamisessa, mutta punnituksessa oli vain yksi tapa.

Suspensoinnin jalkeen villityypin 40 ml:n kasvatuksesta otettiin kolmeen erilliseen 2 ml:n

Eppendorf-putkeen 400 pl suspensiota. Protokollissa B ja C 400 ul:n naytteet sentrifugointiin 5



minuuttia 10 000 x g ja putkista poistettiin supernatantti. Molemmissa protokollissa pelletti
suspensoitiin uudelleen 1 ml:aan 7H9-mediumia, jossa on 0,5 % polysorbaatti 80 (Sigma) ja 10 %
ADC enrichment. Protokolla B:n naytetta inkuboitiin 2 tunnin ajan +28 °C ja bakteerit maljattiin.
Protokollassa C mediumin ei annettu vaikuttaa vaan naytteet maljattiin. Protokolla D:ssa 400 pl
nayte otettiin suoraan Falcon-putkesta suspensoinnin jalkeen ja maljattiin. Protokolla A:ssa 40
ml:n kasvatukset sentrifugoitin 10 minuuttia 3900 rpm ja supernatantti poistettiin. Tilavuus
tasattiin 20 ml:aan 7H9-mediumilla, jossa on 0,5 % polysorbaatti 80 ja 10 % ADC enrichment.
Falcon-putkien annettiin inkuboitua 2 tunnin ajan sekoittajassa +28 °C:ssa lappeeltaan.
Inkuboinnin jalkeen otettiin 400 ul bakteerisuspensiota, josta maljaus suoritettiin. Falcon-putket
sentrifugoitiin 10 minuuttia 3900 rpm, jonka jalkeen supernatantti poistettiin ja pohjalle jatettiin 1
ml 7H9-mediumia, jossa on 0,5 % polysorbaatti 80 ja 10 % ADC enrichment. Pohjalla oleva
pelletti suspensoitiin ja suspensiot siirrettiin  jokaisesta Falcon-putkesta omaan valmiiksi
punnittuun 2 ml:n Eppendorf-putkeen. Putket sentrifugoitin 5 minuuttia 10000 x g ja
supernatantti poistettiin. Naytteille suoritettiin viela yksi sentrifugointi 3 minuuttia 10 000 x g ja
loppu supernatantti poistettiin. Eppendorf-putket ja sisaltd punnittiin analyysivaa’alla. Biomassa

laskettiin vahentamalld kokonaismassasta Eppendorf-putken massa.

2.2 12 ml kasvatukset

12 ml kasvatusten protokolla on visualisoitu kuvassa 2. Naytteet suspensoitin Vortex-
sekoittajalla. Suspensiota otettiin jokaisesta Falcon-putkesta 400 pl 2 ml Eppendorf-putkeen.
Seuraavaksi putket sentrifugoitin 5 minuuttia 10 000 x g. Supernatantti poistettiin ja pelletti
suspensoitiin 1 ml:aan 7H9-mediumia, jossa on 0,5 % polysorbaatti 80 ja 10 % ADC enrichment.
Eppendorf-putkia inkuboitiin lappeeltaan 2 h +28 °C:ssa sekoittajassa, jonka jalkeen bakteerit
maljattiin. Falcon-putkissa oleva 11,6 ml bakteerisuspensio sentrifugoitiin 10 minuuttia 3900 rpm
ja supernatantti poistettiin. Uusi 5 minuutin 3900 rpm sentrifugointi suoritettiin ja loppu
supernatantti poistettiin. Falcon-putket punnittiin sisaltineen analyysivaa’alla. Putket oli valmiiksi
punnittuja. Falcon-putkiin lisattin 1 ml 7H9-mediumia, jossa on 10 % ADC enrichment ja
bakteeripelletti suspensoitiin. Suspensio siirrettiin  seuraavaksi valmiiksi punnittuun 2 ml:n
Eppendorf-putkeen. Putket sentrifugoitin 5 minuuttia 10 000 x g ja supernatantti poistettiin.
Putket sentrifugoitiin viela kerran 3 minuuttia 10 000 x g ja loppu supernatantti poistettiin.

Eppendorf-putket ja sisaltd punnittiin analyysivaa’alla.
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Kuva 2. 12 ml kasvatusten protokollan pdékohdat havainnollistettuna. Protokolla jakautui E
Ja F protokolliin punnitustavan mukaan, koska yksisoluistamiseen oli vain yksi tapa.

2.3 Maljaaminen

Maljaus aloitettiin tayttamalla 96-kuoppalevyn kuopat 90 ul PBS, jossa on 0,5 % polysorbaatti 80.
Taman jalkeen A-rivile kuoppiin pipetoitin 10 pl bakteerisuspensiota. Sarakkeissa tehtiin
sarjalaimennokset 1:10 aina edelliseen riviin verrattuna. Kuoppalevyltad pipetoitin 5 ul pisarat
suorakulmaiselle 7H10-maljalle. Jokaista naytettd pipetoitin kolme rinnakkaista naytetta
agarmaljoille. Maljoja inkuboitin 5—-6 paivad +28 °C:ssa. CFU:n laskeminen suoritettiin
valomikroskoopin avulla viidentena paiva M.marinum Agt:lle ja kuudentena paivana villityypin M.

marinum -bakteerille.

3. TULOKSET

Kaikkien kasvatusten maljaaminen sekd punnitus onnistui. Tulokset on analysoitu ja kuvaajat
tuotettu GraphPad Prism 9.0 -ohjelmalla. Biomassojen-, CFU/mI- ja Biomassa/CFU-tulosten
keskiarvot ja ndiden keskihajonta on taulukoitu (taulukko 1). Tuloksia tarkastellaan alla olevissa
kappaleissa niiden vertailukelpoisuuden mukaan. Tulokset on nimetty kasvatuksen tilavuuden ja
bakteerin mukaan eli joko villityyppi (vt) tai M. marinum Agt. Isokirjain viittaa protokollaan, jolla

kyseiset arvot on saatu.
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Taulukko 1. Tulosten keskiarvot ja tulosten keskihajonta.

Biomassa Biomassa/
Nayte (mg/ml) Keskihajonta CFU/mlI Keskihajonta | CFU Keskihajonta
9 (mg/CFU)
vt 40 A 0,81 0,074 8,22E06 9,59E05 9,79E-08 1,28E-08
vt 40 B 0,81 0,074 10,27E06 20,83E05 7,84E-08 2,19E-08
vt 40 C 0,81 0,074 0,32E06 0,76E05 2,48E-06 7,40E-07
vt 40 D 0,81 0,074 0,77E06 0,94E05 1,05E-06 1,44E-07
Vt12E 1,56 0,11 6,42E06 8,73E05 1,96E-07 3,43E-08
Vt12F 2,48 0,087 6,42E06 8,73E05 3,87E-07 5,22E-08
Xé’;""'""”'" 0,84 0,078 6,13E06 13,59E05 1,36E-07 2,97E-08

3.1 Pienempi kasvatuksen tilavuus johti suurempaan biomassaan

Biomassoissa havaittiin kaikkien eri ryhmien valilla tilastollisesti merkitsevia eroja. Suurin
biomassa oli vt 12 F:ll4, joka erosi tilastollisesti merkitsevasti vt 40 B:n sekd vt 12 E:n
biomassoista (p<0.0001 ja p<0.0001, Sidakin testi). Pienin biomassa taas oli vt 40 B:lla, jonka
ero vt 12 E:n biomassaan ol tilastollisesti merkitseva (p=0.0002, Sidakin testi). CFU/ml-tuloksissa
korkein bakteerimaara oli vt 40 B:lla ja se tulos erosi merkitsevasti niin vt 40 E:std kuin vt 40
F:st&, joiden bakteerimaéara oli identtinen (p=0.0108 ja p=0.0108, Sidakin testi).

Biomassa/CFU

CFU <0.0001
Biomassa '
<0.0001 lﬂ 0.0002
0.0108 0.0056
<0.0001 : 5,‘10.7_ i
1.5%107 = >0.9999
2o 0.0002 \ ‘ — T
s
_ 1%107 E 3x10-7 -
E 2-0_ g Q
= (2]
o) 5 T E 2x10-74
s 1.0 5x10°
1%10-7 5
0.0- T 0" T D- T
2 2 o AR ISR
\\\ 4& 4\. 4‘\. 4‘\. \\‘\- ‘\\ 4“ s\\

Kuva 3. Vt 40 A:n, Vt 12 E:n ja Vt 12 F.n tulokset. Kuvaan on merkitty tulosten vélisten
erojen tarkat p-arvot. Tulokset ovat keskiarvoja. Kuvassa biomassa-, CFU/mI- ja
biomassa/CFU-tulokset. Virhepalkit kuvaavat tulosten keskihajontaa. Tulokset ovat 40 ml
Jja 12 ml kasvatuksista.
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Biomassa/CFU oli korkein vt 12 F:lla ja eroa oli selkeasti verrattuna vt 40 B:n ja vt 12 E:n kanssa.
Erot olivat tilastollisesti merkitsevié (p<0.0001 ja p=0.0002, Sidakin testi). Matalin biomassa/CFU-

arvo oli vt 40 B:lla, joka erosi tilastollisesti merkitsevasti vt 12 E:sté (p=0.0056, Sidakin testi).

3.2 Inkubointi polysorbaatti 80:n kanssa vaikutti CFU/ml-tuloksiin

CFU/ml-arvot olivat korkeimmat vt 40 A:lla sekd vt 40 B:lld eikd naiden valilld havaittu
tilastollisesti merkitsevaa eroa (p=0.488, Dunnettin T3 testi) (kuva 4). Pienimmat CFU/ml-arvot
taas olivat vt 40 C:lla sekad vt 40 D:lla, joiden valilla havaittiin tilastollisesti merkitsevaa eroa
(p=0.0017, Dunnettin T3 testi). Vt 40 B:n CFU/ml erosi merkitsevasti vt 40 C:sta seka vt 40 D:sta
(p=0.0092 ja p=0.0105, Dunnettin T3 testi).

Korkein biomassa/CFU-arvo saatiin vt 40 C:lle, jonka arvot erosivat merkitsevasti vt 40 B:sta,
muttai ei kuitenkaan vt 40 D:sta (p=0.0092 ja p=0.0, Dunnettin T3 testi). Matalin arvo saatiin vt 40
B:lle, joka erosi tilastollisesti merkitsevasti vt 40 C:sta ja vt 40 D:std (p=0.0244 ja p=0.0034,
Dunnettin T3 testi). Vt 40 A:n biomassa/CFU oli lahes identtinen vt 40 B:n kanssa (p=0.7034,
Dunnettin T3 testi).

CFU Biomassa/CFU

0.0105
1

0.4880 0.0017 0.7034 0.0034

| |
| |
1.5%107 0.0092 6 I
4%10 0_02440.0962
-6
1.0%107 4 e ‘
£ z
-6
% E’ 2x10
5.0%x106-
1%10-6- ==
0- 0l momm o= | :
IR IR RN RN
O R L\ Ky J K K

Kuva 4. Vt 40 A, -B, -C ja -D:n tulokset. Tulokset ovat léhtbisin samoista 40 ml kasvatuksista.
Kuvassa on CFU/mi-tulokset sekd biomassa/CFU-tulokset. Koska biomassa on peréisin samasta
kasvatuksesta ja punnitustapoja oli vain yksi, on biomassa-tulos taulukossa 1. Tulosten vélisten
erojen tarkat p-arvot on merkitty kuvaan ja virhepalkit merkitsevét keskihajontaa.
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3.3 M. marinum Agt:n Biomassa/CFU erosi villityypin bakteerista

Kasvatusten biomassojen valilla ei havaittu tilastollisesti merkitsevaa eroa (p=0.5958, kahden
rippumattoman otoksen t-testi) (kuva 5). M. marinum Agt:n biomassa oli kuitenkin hieman
suurempi kuin vt 40 A:n. CFU/mI oli korkeampi vt 40 A:lla ja ero oli tilastollisesti merkitseva
(p=0.0453, kahden riippumattoman otoksen t-testi). Biomassa/CFU-arvoista M. marinum Agt:lle
saatiin suurempi arvo kuin vt 40 A:lle ja naiden ero oli tilastollisesti merkitseva (p=0.0416, kahden

riippumattoman otoksen t-testi).

Biomassa CFU -
Biomassa/CFU
0.5958 0.0453
104 [ 1 1x107+ BT 0.0416
0.8 —|_ 6
' 8x10%7 1.5x107
T 067 E 6x10°+ =
g2 0 9 1x107+
E 0.4+ O 4%106- g
0.2 2x106- 5x10-8-
0.0- T 0 - 0-
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Kuva 1. Vit 40 A:n tulokset verrattuna M.m Agt tuloksiin. Kuvassa biomassa-, CFU/mI- ja
biomassa/CFU-tulokset. Tulokset ovat keskiarvoja ja virhepalkit kuvaavat tulosten keskihajontaa.

Tulosten erojen tarkat p-arvot on merkitty kuvaan. Molemmissa ryhmisséa kasvatustilavuus oli 40
ml.
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4. POHDINTA

Tyobn kaikki vaiheet onnistuttin tekemaan protokollien mukaisesti ja kaikilla protokollilla
onnistuttiin tuottamaan tulokset. Osa tuloksista kuitenkin olivat odotuksien vastaisia. Biomassa
tuloksissa Vt 12 E:n ja Vt 12 F:n erot olivat huomattavia (taulukko 1). Vertailussa oli siis 12 ml
kasvatusten eri punnitustavat. Vt 12 F:ssa punnittiin biomassa 15 ml Falcon-putkissa, kun taas Vt
12 E:ssd 2 ml Eppendorf-putkissa. Biomassojen valilla ei odotettu olevan eroa, koska
biomassojen punnitukset olivat peraisin samasta kasvatuksesta. Kuitenkin eroa saattaa selittaa
erilaiset sentrifugit ja putkien pohjien erilaisuus. Falcon-putkissa pohja on kartionmallinen, kun
taas Eppendorf-putkissa se on pydred. Falcon-putkissa sentrifugoinnin seurauksena pelletti ol
painunut voimakkaasti pohjaan ja tdman paalla olevaa supernatanttia oli hyvin vaikea poistaa.
Pelletin ja supernatantin rajapintaa oli vaikea havaita, kun supernatanttia oli vahan jaljella. Nama
asiat saattoivat johtaa Falcon-putkissa epatarkempaan supernatantin poistamiseen. Falcon-
putket ja Eppendorf-putket sentrifugoitiin erilaisissa sentrifugeissa, jolloin roottorien erilaiset
pyorimiskulmat aiheuttivat pellikkelin muodostumisen eri kohtiin putkia. Eppendorf-putkissa
pelletti muodostui osittain seindlle ja osittain pohjalle, joka helpotti huomattavasti rajapinnan
havaitsemista. Tamakin luultavasti on vaikuttanut supernatantin poiston tarkkuuteen. Pipetoinnin
tarkkuus oli ainakin tasaista, sillda molemmissa biomassojen keskihajonta oli Iahes identtista ja
hyvin pienta (taulukko 1).

Mielenkiintoista oli myds se, ettd vt 12 E:n biomassa oli korkeampi kuin vt 40 A:n (taulukko 1).
Kummassakin protokollassa punnitus suoritettin Eppendorf-putkissa, joten tulokset ovat
vertailukelpoisia. Tassa verrataan siis vaikuttaako kasvatuksentilavuus biomassaan ja taman
punnitsemiseen. Tutkimuksissa on nayttda siita, ettd pienemmat kasvatustilavuudet johtavat
korkeampaan CFU/ml-tuloksiin kuin suuremmissa tilavuuksissa kasvatetut bakteerit (Kram ja
Finkel 2014, Gross ym. 2020). Tutkimuksissa ei kuitenkaan mitattu kasvatusten biomassaa.
Huomion arvoista on, etta molemmat tutkimukset tehtiin E. coli -bakteerilla eikd M. marinum -
bakteereilla (Kram ja inkel 2014, Gross ym. 2020). Eroa biomassoissa voi selittdd se, etta
protokollassa A pelletin paaltd poistettiin noin 20 ml supernatanttia, jonka mukana pellettia on
saattanut lahtea pois. Kummassakin protokollassa bakteerisuspensiota siirrettiin viela Eppendor-
putkiin punnitusta varten, jolloin on ollut jalleen tilaisuus, jossa bakteeria on voinut jadda Falcon-
putkeen. Edelld mainituissa tutkimuksissa saatu tieto eroaa tassa tydssa saaduista CFU/ml-
tuloksista, koska vt 40 B:n CFU/ml oli huomattavasti korkeampi kuin vt 12 E:n (taulukko 1).

Molemmissa protokollissa B ja E, yksisoluistaminen tapahtui Eppendorf-putkissa samalla
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mediumin tilavuudella. Biomassa/CFU-tuloksissa vt 12 E:n tulokset olivat huomattavasti
korkeammat kuin vt 40 B:lle saadut tulokset. Tama selittyy paaasiassa silla, etta protokolla E:n eli
pienemmalld kasvutilavuudella saatiin korkeampi biomassa/ml, mutta toisaalta matalampi
CFU/ml. Tarkoituksena protokollien B ja E valilld oli tarkastella kasvatustilavuuden vaikutuksia
tuloksiin.

C-protokollan roolina oli selvittaa inkubaation valttdamattomyys polysorbaatti 80:n toiminnalle ja D-
protokollalla varmistettiin polysorbaatti 80:n tarpeellisuus yksisoluistamisessa. C-protokollassa
mediumissa oli polysorbaatti 80:ta, toisin kuin protokollassa D. Mielenkiintoista oli kuinka CFU/mlI-
tulokset olivat korkeammat vt 40 D:ssad kuin vt 40 C:ssd (taulukko 1). Odotuksena oli, etta
polysorbaatti 80:n lisdaminen mediumiin vaikuttaisi CFU/ml-tuloksia nostavasti, vaikka naytetta ei
inkuboitaisi. (Maurya ym. 2020) tutkimuksessa todettiin, ettd polysorbaatti 80 kykenee
hajottamaan biofilmia, kun sen annetaan vaikuttaa 2 h. Kirjallisuudesta ei I6ytynyt kuitenkaan
raja-arvoa sille, kuinka kauan polysorbaatti 80:n taytyy antaa vaikuttaa. Polysorbaatti 80:n
toimintaa ei kuitenkaan voi kyseisten tulosten pohjalta kyseenalaistaa, koska protokollista A ja B
saatiin huomattavasti korkeammat CFU/ml-tulokset, kun naissa kaytettiin polysorbaatti 80:ta
yksisoluistamiseen ja naytteita inkuboitiin 2 h.

Vt 40 Ain ja vt 40 B:n valilld eroa ei ollut niin CFU/ml-tuloksissa kuin biomassa/CFU-
tuloksissakaan. Tassa vertailussa bakteerit ovat samasta kasvatuksesta ja eroina oli
yksisoluistamiseen kaytetty tilavuus, koska protokollassa A yksisoluistaminen tapahtui 20 ml:ssa
mediumia ja B:ssd taas vain 1 ml:ssa. Silla biomassa/CFU-tulokseen kaytettiin molemmissa
samaa biomassaa, oli CFU/ml-tulokset ainoa, mika vaikutti biomassa/CFU-tulosten erilaisuuteen.
Vt 40 B:n biomassa/CFU- seka CFU/ml-tuloksissa ei ollut eroa vt 40 A:n kanssa. Odotuksena oli,
ettd protokollan A avulla yksisoluistaminen tapahtuisi paremmin ja CFU/ml olisi taten suurempi.
Polysorbaatti 80:n tehoa yksisoluistamisessa havainnollistettiin protokollan B ja C valilla, jotka
vastaavat tuloksia vt 40 B ja vt 40 C. Protokollassa B bakteerisuspensiota inkuboitiin 2 h
polysorbaatti 80:n kanssa ja protokollassa C bakteerisuspensiota ei inkuboitu ollenkaan vaan siita
bakteerit maljattiin polysorbaati 80:n lisdyksen jalkeen. Biomassa/CFU-tulos oli tassa vertailussa
odotettu, koska vt 40 B:n biomassa/CFU oli huomattavasti paljon matalampi kuin vt 40 C:n
(taulukko 1). Biomassa/CFU-tulosten eron voi selittaa silla, ettd vt 40 B:n CFU/ml-tulokset olivat
huomattavasti korkeammat kuin vt 40 C:n. Taten voidaan todeta, ettéd polysorbaatti 80:n rooli on
tarked tassa protokollassa ja bakteerisuspensiota pitda inkuboida ainakin 2 h, jotta saadaan
todenmukaiset biomassa/CFU-tulokset.

Vt 40 A:n ja M. marinum Agt:n valiset erot olivat mielenkiintoisia, koska merkitsevaa eroa l0ytyi
niin CFU/ml, kuin biomassa/CFU-tuloksista (taulukko 1). Tassa verrataan villityypin bakteerin ja
poistogeenisen bakteerin eroja samassa kasvatustilavuudessa. Vt 40 A:ta verrataan M. marinum
Agtn kanssa myds siksi, ettd yksisoluistaminen tapahtui naissa protokolla A:n mukaisesti.

Mielenkiintoa heratti biomassojen samanlaisuus, koska odotuksena oli, ettd M. marinum Agt:lla
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biomassaa olisi vahemman kuin villityypin bakteerilla. Eraassa tutkimuksessa todettiin, etta
biofilmin kasvatus sellulaasin 1dsna ollessa johti merkittdvasti matalampaan biomassaan kuin
ilman sellulaasia (Trivedi ym. 2016). Taman pohjalta voisi olettaa, ettd kyseinen M. marinum
Agtn poistettu geeni ei olisi valttdmatdén selluloosan tuotolle. Kyse voi myds olla
kasvunopeuksista johtuvista eroista. Vt 40 A:n CFU/ml-tulokset olivat korkeammat kuin M.
marinum Agt:n. Biomassojen samanlaisuuden vuoksi olisi voinut odottaa, ettd CFU/ml arvot olisi
olleet samanlaisia. Biomassa ei kuitenkaan kerro tuleeko paino bakteerien vai biofilmin maarasta.
Biomassa/CFU-tulokset olivat korkeammat M. marinum Agtlla kuin vt 40 A:lla saadut tulokset
(taulukko 1). Tahan selkeasti vaikutti se, ettd biomassat olivat samanlaiset, mutta CFU/mI-
tuloksissa esiintyi eroa. Kuitenkin biomassa/CFU-tulosten perusteella voi todeta, etta M. marinum
Agt eroaa villityypin M. marinum -bakteerista kyvylla muodostaa enemman biomassaa bakteeria
kohden. Erojen lahdetta ei voi kuitenkaan selittaa taman tydon pohjalta vaan taytyisi tehda lisaa
tutkimuksia villityypin M. marinum -bakteerin ja M. marinum Agt.n valilla.

Tyon tarkoituksena oli optimoida biomassa/CFU-protokolla. Tyon tavoitteena oli saada
mahdollisimman matala keskihajonta, jotta tulokset olisivat mahdollisimman todenmukaisia ja
toisena tavoitteena protokollan helppo tekninen suorittaminen. Protokollissa C ja D
yksisoluistaminen oli huonoa verrattuna protokollaan B, joten ne eivat kelvanneet uudeksi
protokollaksi. Protokolla F ei ollut toimiva sen epatarkan biomassan punnitsemin vuoksi. Jaljelle
jaa siis protokollat A, B ja E. Tarkoituksena oli siis saada mahdollisimman tarkkaan maariteltya
biomassa/CFU bakteerikasvatuksesta. Tall6in siis punnituksen taytyy onnistua helposti ja
luotettavasti sekd yksisoluistamisen taytyisi onnistua hyvin, jotta CFU/mIl saataisiin maariteltya
tarkasti. Taulukosta 1 ndhdaan, ettd parhaiten yksisoluistaminen onnistui protokollilla A ja B,
koska CFU/mI oli naissd kahdessa korkeampi kuin protokollalla E. Punnitsemiset tapahtuivat
kaikilla kolmella protokollalla Eppendorf-putkissa, mutta naiden helppoudessa ei huomattu eroja
ja tulosten hajonta oli pienta, joten nama eivat auta tukemaan juurikaan paatosta. Koska
yksisoluistaminen onnistui parhaiten protokollila A ja B valitaan naista toimivin protokolla.
Keskihajonta oli myds pienintd protokollassa A biomassa/CFU-tuloksissa (taulukko 1).
Keskihajonta oli pientd myds protokolla B:lla. Pelkdn keskihajonnan avulla protokollaa ei pysty
valitsemaan, silla tydssa rajoittaa otoksen koko ja tyd tehtiin vain kerran eika toistoja talle tullut
enempaa. Mikali otos olisi ollut jokaisella naytteelld suurempi olisi keskihajonta ollut yksistaan jo
parempi mittari optimoinnin onnistumiselle. Protokolla A oli helpoin suorittaa, koska
yksisoluistaminen tapahtui Falcon-putkessa, jolloin mediumia ei tarvitse siirtda putkista toisiin ja
samalla myOs kontaminaation riski on pienempi. Taten yhdessd matalan keskihajonnan ja
protokollan helpon teknisen suorittamisen mydta uudeksi protokollaksi tdman tyén nojalla valitaan

protokolla A.
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