TARTU ULIKOOL
Loodus- ja tdppisteaduste valdkond

Keemia instituut

Maria Mingel

Biosensorsiisteem Streptococcus dysgalactiae maiaramiseks
Bakalaureuset66 (6 EAP)

Keemia

Juhendajad: Toonika Rinken, PhD
Delia Peedel, PhD

Tartu 2021



Biosensorsiisteem Streptococcus dysgalactiae maaramiseks

Kidesoleva t60 eesmirgiks oli konstrueerida antigeen-antikeha &ratundmisreaktsioonil
pohinev biosensor liipsilehmadel mastiiti pohjustava patogeeni Streptococcus dysgalactiae
miiramiseks ning konstrueeritud biosensori testimine reaalsetes piimaproovides. Str. dysgalactiae
on keskkondlik ning nakkuslik patogeen, mis pdhjustab liipsilehmadel udarapdletikku ehk mastiiti.
Mastiiti pohjustavate patogeenide maiadramiseks kasutatakse enamasti aegandudvaid
mikrobioloogilisi meetodeid. Biosensorite kasutamine vdimaldab patogeenide kiiret
identifitseerimist llipstavas piimas ning suunatud ravi digeaegset alustamist. Biosensoriga on
voimalik teostada mdotmisi reaalajas ning farmis kohapeal. Str. dysgalactiae biosensoriga saadi

analiilisi tulemused 21 minutiga.
Mirksonad: Streptococcus dysgalactiae, biosensor, mastiit, patogeeni madramine, toorpiim
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Biokeemiatehnoloogia
Biosensing system for the detection of Streptococcus dysgalactiae

The aim of the present work was to develop an antigen-antibody based biosensor system
for the detection of Streptococcus dysgalactiae and test this biosensor in real milk samples.
Streptococcus dysgalactiae is one of the major environmental pathogens causing bovine mastitis.
Currently pathogens are detected with time-consuming methods. Biosensors are a good alternative
to reduce analysis time and carry out on-site analysis, allowing to start timely and focused
treatment of infected animals. The analysis time with the studied Str. dysgalactiae biosensor was

21 minutes.
Keywords: Streptococcus dysgalactiae, biosensor, mastitis, pathogen detection, raw milk
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SISSEJUHATUS

Looduses on palju erinevaid patogeene ning nende kiire méidramine on veterinaar-
meditsiinis ja toiduainetdostuses védga oluline. Udarapdletik ehk mastiit on liipsilehmade seas
kdige levinum haigus, mistdttu mdjutab see piimakarju iile maailma. Mastiiti pdhjustavad viga
mitmed patogeenid ning {iheks nendest on Streptococcus dysgalactiae. Patogeenide kiire
identifitseerimine liipstavas piimas voimaldab alustada digeaegset ning suunatud ravi, vihendades

mastiidi tottu pohjustatud majanduslikku kahju, sh. ka kasutatavate antibiootikumide hulka.

Mastiiti pohjustavate patogeenide médramiseks kasutatakse enamasti aegandudvaid
mikrobioloogilisi meetodeid, mistdttu on tekkinud vajadus uute, kiiremate meetodite jirele. Uheks
voimaluseks patogeene kiirelt médrata on kasutada biosensoreid. Biosensorid on selektiivsed,

tundlikud ja kompaktsed ning voimaldavad kohapealset analiiiisi.

Kédesoleva t60 eesmirgiks oli konstrueerida antigeen-antikeha &ratundmisreaktsioonil
pohinev biosensor liipsilehmadel mastiiti pohjustava patogeeni Streptococcus dysgalactiae
méidramiseks, ning konstrueeritud biosensori testimine reaalsetes piimaproovides. Biosensor
konstrueeriti nii, et seda oleks vdimalik integreerida teiste enamlevinud mastiiti pohjustavate
patogeenide (Staphylococcus aureus, Escherichia coli ja Streptococcus uberis) méadramiseks
kasutatava biosensorsiisteemiga. See voimaldab erinevate patogeenide {iheacgset médramist, kus
méiiratavad patogeenid seotakse tahkele kandjale ning detekteeritakse selektiivsete antikehadega,

mis on eelnevalt konjugeeritud erinevate fluorestsentsmarkeritega.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mastiit ja sellega seotud probleemid

Udarapoletik ehk mastiit on maailmas kdige levinum piimakarjades leviv haigus [1].
Mastiit pdhjustab suurt majanduslikku kahju: suurenenud ravi- ja tookulud, loomade suremuse
tous, piimatoodangu vdhenemine - viimast pohjustavad nii toodangu hulga langus kui vajadus
ravialuste lehmade piima utiliseerimiseks [2]. Patogeenide (haigusi pdhjustavad
bakterid/mikroobid) sisaldus piimas vdhendab toorpiima kvaliteeti ning sellise piima joomine vdib
inimesele olla ohtlik. Olemasolevate meetmete tdhustamist toorpiima ohutuse tagamiseks on

soovitatud ka varasemas Eestis tehtud uurimuses [3].

On teada iile 150 patogeeni, mis vdivad liipsilehmadel mastiiti pdhjustada, kuid kdige
olulisemad patogeenid on Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus),
Streptococcus uberis (Str. uberis), Streptococcus dysgalactiae (Str. dysgalactiae), Mycoplasma
bovis, koagulaaspositiivne Staphylococcus ja Klebsiella spp. (Klebsiella pneumoniae ja Klebsiella
oxytoca) [4]. 2019. aastal Eestis pohjustasid eelnevalt nimetatud patogeenid {iile 75%

mastiidijuhtudest, nendest tile 10% Str. dysgalactiae [5].

Mastiiti voib nakkusallika pohjal jagada kahte kategooriasse [5]: nakkuslik mastiit, mis on
saadud nakkusbakterite levimisega lehmalt lehmale liipsmise ajal ning keskkondlik mastiit, kus
infektsioon on saadud keskkonnast (peamiselt gram-negatiivsed patogeenid). Lisaks jaotakse
mastiiti kliinilise avaldumise jargi kliiniliseks ja subkliiniliseks [5]. Kliinilise mastiiti korral piima
koostis ja vilimus muutub, piimatoodang viheneb ning esinevad pdletikutunnused
piimanddrmetes. Kliinilise mastiidi korral on vihemalt iiks pdletikutunnus mérgatav kliinilisetel
uuringutel. Subkliinilise mastiidi korral lehmal aga selged haigustunnused puuduvad, kuid
viheneb piimatoodang ning pdletikuindikaatorite sisaldus suureneb. [6] Kliinilise mastiidi
esinemissagedus sdltub loomade kasvatamise viisist ning regioonist, varieerudes 13 — 60 juhtumini

100 lehma kohta aastas [7].



1.2. Str. dysgalactiae bakter

Str. dysgalactiae avastas 1932. aastal K. Diernhofer, kuid uue liigina tunnustati seda alles
1983. aastal [8]. Bakteri nimi tuleneb kreeka keelest: ,,dys* tahendab halba ning ,.galactiae* piima,
viidates veiste mastiidi pohjustamisele [9]. Str. dysgalactiae on gram-positiivne Streptokokkide
perekonda kuuluv bakter [10]. Enamasti on Str. dysgalactiae sfairilise voi ovaalse kujuga bakter,

mis vedelikus esineb sageli paaride voi ahelatena. Bakteriraku 1&bimdot on 0,5 — 2 um [11].

Str. dysgalactiae bakterit peetakse nii nakkuslikuks kui ka keskkonnapatogeeniks, kuna
voib levida liipsmise ajal lehmalt lehmale, kuid samas leidub seda ka loomi limbritsevas
keskkonnas (nditeks sonnikus) [12]. Vaatamata selle patogeeni suurele levimusele on Str.
dysgalactiae virulentsust soodustavate tegurite kohta vihe teada [13]. Str. dysgalactiae voib oma
rakumembraanil olevate pinnavalkude ehk pinnaantigeenide vahendusel interakteeruda mitmete
plasma ja rakuviliste peremeesorganismist saadud valkudega, nditeks immunoglobuliin G (IgG),
albumiini, fibronektiini, fibrinogeeni, kollageeni, vitronektiini, plasminogeeni ja oo-

makroglobuliiniga [13].
1.3. Patogeenide maaramise meetodid

Mastiiti pdhjustavaid patogeene méairatakse enamasti mikrobioloogiliste kiilvide vdi PCR
(poliimeraasi ahelreaktsioon) meetodi abil, kuid molemad meetodid on kiillaltki aegandudvad ja
tulemuste saamine vOib voOtta aega 3 tundi kuni mitu pdeva. Seega patogeenide kiire
identifitseerimine liipstavas piimas vOimaldaks Oigeaegselt identifitseerida mastiiti pdhjustava
patogeeni ning alustada loomade oOigeaegset ravi sobiva antibiootikumiga, mis véhendab
praakpiima hulka ja aitab parandada loomade tervist [14]. Antibiootikumide laialdase ja
kontrollimata vdi vale kasutamise tottu tekib jirjest enam probleeme mikroorganismide suureneva
resistentsusega. Paljud veterinaar- ja humaanmeditsiinis kasutatavad antibiootikumid on samad,
mistottu resistentsuse tekkimisel ei saa antibiootikume kasutada ka humaanmeditsiinis, sest

haigustekitajad ei allu ravile. [2,15]



1.3.1. Mikrobioloogilised kiilvid

Mikrobioloogiliste kiilvide meetod on kdige vanem patogeensete mikroorganismide
midramise meetod ning seda kasutatakse standardmeetodina igapdevaanaliiiisideks.
Mikroorganismide kultuure kasvatatakse so0tmetel, mis on kohandatud konkreetsele
kasvatatavale organismile. Need sisaldavad lihendeid, mis parsivad segavate mikroorganismide
kasvu ning toitaineid, mida on vaja uuritava bakteri kasvamiseks. Sageli lisatakse sdOtmele
indikaatorvérvi, mis néditab, kas kasvu ajal on toimunud konkreetne metaboolne reaktsioon.

Bakterikolooniaid saab loendada mikroskoobi abil voi visuaalsel vaatlusel. [16]

Bakteri kolooniate kiilvamise ning loendamise meetod on kiill selektiivne, aga kuna
méiiratakse ainult kasvuvdimelisi patogeene (samas elujoulised bakterid voivad minna ka puhke
seisundisse), vOib loendamine anda valenegatiivseid tulemusi [17,18]. Kui kiilvatava proovi
suurus on 10 pl, siis meetodi hinnanguline méaramispiir on 4-10> CFU/ml (kolooniat moodustav
iiksus milliliitris), sest positiivseks loetakse proov, kus kiilviplaadil tekib vihemalt neli kolooniat
[6]. Meetodit saab rakendada erinevates proovi maatriksites. Mikrobioloogiliste kiilvide meetod
on iildiselt todmahukas ning on aegandudev (mitu paeva kuni mitu nddalat), kuna vahel on vajalik

teha lisakiilve. [17,18]

1.3.2. Polumeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Lisaks mikrobioloogilistele kiilvidele kasutatakse nakkushaigusi pdhjustavate patogeenide
identifitseerimiseks nukleiinhapete amplifikatsioonil pohinevaid meetodeid. 1983. aastal todtas
Kary Mullis vélja poliimeraasi ahelreaktsiooni meetodi (PCR), mis pdhineb soovitud geneetilise
materjali kiirel eksponentsiaalsel kordistamisel [17,19]. Enim kasutatakse viimasel ajal
multiplekset poliimeraasi ahelreaktsiooni (mPCR) ning kvantitatiivset poliimeraasi ahelreaktsioon
(qPCR). mPCR tuvastatakse voi amplifitseeritakse samaaegselt mitut sihtmérki. gPCR meetod
voimaldab produkti kvantitatiivset madramist, sest kasutatakse fluoresentsvérvi PCR amplikonide
mérgistamiseks ning analiilisi kdigus mdddetav fluorestsentssignaal suureneb proportsionaalselt,

kui sihtmérki on amplifitseeritud. [16,19]

PCR on vorreldes mikrobioloogiliste kiilvidega kiirem ja spetsiifilisem ning vdimaldab

eristada ka erinevaid mikroobi tiivesid. Analiilisi tegemise aeg varieerub vahemikus 3 — 6 tundi.



Meetodi médramispiir on ligikaudu 10 — 10> CFU/ml [20-22]. Meetod on selektiivne, kuid ei
voimalda eristada elusaid ja surnud rakke. Analiiiisi ldbiviimiseks on vaja proovi ettevalmistus.

PCR lébiviimiseks on vajalik vdljadppinud personal ning kallid laboriseadmed. [17,22]

PCR rakendusi kasutatakse patogeensete bakterite tuvastamiseks paljudes toiduainetes,
sealhulgas toorpiimas, l3dssipiimas ja juustus [22]. Saadaval on kommertsiaalsed testid Str.
dysgalactiae méadramiseks piimas, mille ldbiviimiseks kulub 3 tundi ning mis ei vaja eelnevat
kolooniate kasvatamist [23,24]. Naiteks Mastitis 16 test voimaldab méédrata 16 enamlevinud
mastiiti pohjustavat patogeeni. PCR analiiiiside puuduseks on asjaolu, et testide tulemust on
farmeritel raske tdlgendada, sest ndidatakse koikide leitud patogeenide esinemise tasemeid ning
mastiidi peapdhjustajat on raske identifitseerida [25]. Seetdttu on efektiivse ravi alustamine

keeruline.

Silmus-vahendatud isotermiline amplifikatsioon (LAMP) (ingl. k. loop-mediated
isothermal amplification) on alternatiivne meetod nukleiinhapete amplifitseerimiseks konstantsel
temperatuuril. LAMP meetod on kiirem (30 — 60 min) kui traditsiooniline PCR ning ei vaja
kulukaid eriseadmeid. Samas on piiratud reaktiivide ja instrumentide kéttesaadavus, puudub

multipleksse méddramise voimalus ning vajalik on proovi eeltdotlus. [26]

1.3.3. Fluorestsents in situ hubridisatsioon (FISH)

Uheks vdimaluseks mastiiti pShjustavate patogeenide midramiseks piimaproovides on
laboratoorne meetod FISH (ingl. k. fluorescent in situ hybridization), kus kasutatakse
fluorestsentsmérgisega oligonukleotiidi sonde, mis seonduvad kromosoomis komplementaarsuse
alusel konkreetse DNA vdi RNA jirjestusega. FISH meetodiga saab tuvastada erinevaid liike
korraga, sest iihes testis saab kasutada mitut erinevat fluorofooriga mérgistatud oligonukleotiidi
sondi. Fluorestseeruvad kromosoomid méaratakse mikroskoopiliselt. [16] Olemasoleva meetodi
médramispiir reaalsetes piimaproovides oli 10° CFU/ml. Meetod on kultuuri kasvatamisest
soltumatu, kuid proovid vajavad enslimaatilist eeltdotlustust savinaasiga. Kokku votab

patogeenide médramine selle meetodiga aega 2,5 h. [27]



1.3.4. MALDI-TOF MS

Lisaks eelnimetatud meetoditele, médratakse patogeene kvalitatiivselt maatriks-
assisteeritud  laser-desorptsioon-ionisatsioon-lennuaja  analiisaator — mass-spektromeetriaga
(MALDI-TOF MS). MALDI-TOF MS on analiiiisimeetod, mille kiigus proov segatakse
maatriksiga, osakesed ioniseeritakse ja aurustatakse laseriga. Elektrivilja abil kiirendatakse ioone
kolonni detektori suunas ning ioonid eraldatakse vastavalt massi/laengu suhtele. Detektor mdddab
iga iooni lennu aja, mille pdhjal analiiiit tuvastatakse. [16] Analiilis on kiire, umber 2 min, kuid
proov vajab eelnevat kultiveerimist ning kallist aparatuuri. Selle meetodiga on voimalik méairata
liigitasandilise tdpsusega vaid andmebaasides olevaid patogeene. [28] Proovitud on ka vilja
tootada meetodeid patogeenide midramiseks otse piimaproovidest, mis ei vaja eelnevat
kultiveerimist, vaid suhteliselt kiiret proovi ettevalmistust. Str. dysgalactiae mairamispiiriks on
saadud 108 CFU/ml [29]. See médramispiir on palju kdrgem vdrreldes teiste meetoditega ning ka
patogeenide eeldatava sisaldusega mastiiti pddevate lehmade piimas, mis vOib olla kliinilise

mastiidi puhul isegi alla 10° CFU/ml [27].

Kokkuvotlik iilevaade Str. dysgalactiae ning teiste patogeenide méidramiseks

kasutatavatest meetoditest on toodud tabelis 1.

10



Tabel 1. Str. dysgalactiae madramiseks kasutatavad meetodid

Metoodika | Patogeen Proov | Aeg LOD, Miéramis | Viide
CFU/ml ala,
CFU/ml
Mikro- Koik Koik | 6-48 h ~400 ~400 - 105 | [30]
bioloogiline
kultiveeri-
mine
PCR Str. dysgalactiae, E. Pim |6h 3,12-107 - [20]
coli, S. aureus, Str.
agalactiae, Str.
parauberis, Str. uberis.
Str. dysgalactiae, Str. Piim | -- +/- - [31]
uberis
Str. dysgalactiae, S. Piim | 6,5h 100 102 - [21]
aureus, E. coli, Str. 5-10°
uberis, Str. agalactiae,
Klebsiella spp.
Str. dysgalactiae, Str. Piim |3h - - [23,2
agalactiae, S. aureus, 4]
Str. uberis,
Mycoplasma bovis, E.
coli jne.
LAMP Str. dysgalactiae, Kultu | 1h (vajalik | 0,1 pg - [32]
Str. uberis, Str. ur eelnev DNA
agalactiae kultiveeri- | (~5-10*
mine) CFU/ml)
DNA Corynebacterium bovis, | Piim | 6 h 10* 10*—-107 | [33]
amplifikat- | Mycoplasma bovis, S.
sioon aureus, Str. agalactiae,
Str. bovis, Str. uberis,
Str. dysgalactiae
MALDI- Str. dysgalactiae Piim | 2 min --- --- [34,3
TOF MS (vajalik 5]
eelnev
kultiveeri-
mine)
Str. dysgalactiae, Str. Piim | 2 min 108 - [29]
agalactiae, Str. uberis (vajalik
proovi ette-
valmistus)
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1.4. Biosensorid patogeenide maaramiseks

Viimastel aastatel on jérjest enam hakatud pdorama tdhelepanu erinevate biosensorite
arendusele. Biosensorid on analiiiitilised seadmed, mis koosnevad bioloogilisest tuvastus-
elemendist ning sellega iihendatud signaali detekteerimise ja interpreteerimise siisteemist.
Bioloogiline dratundmiselement tunneb selektiivselt dra analiitidi, mida soovitakse tuvastada ja
kvantifitseerida. Interaktsiooni tagajérjel genereeritakse signaal, mille alusel on vdimalik leida
analiiiidi kontsentratsioon. Biosensoreid voib liigitada nende bioloogilise dratundmiselemendi
ja/vai signaali detekteerimisseadme pohjal. Bioloogilisi dratundmiselemente on véga erinevaid -
ensiitimid, antikehad, aptameerid, iheahelaline DNA, RNA, rakud, mikroorganismid jne. Signaali
detekteerimiseks kasutatakse pohiliselt elektrokeemilisi, optilisi ja piesoelektrilisi meetodeid.
Biosensorid on selektiivsed, sest bioloogilist dratundmiselementi saab kohandada spetsiaalselt

huvipakkuva analiiiidi jaoks. [17,18,36]

Jarjest enam on hakatud rohku panema immunobiosensorite, milles kasutatakse
bioloogilise  dratundmiselemendina antikehasid, arendamisele. On olemas mitmeid
immunobiosensorid, millega saab toiduproovidest (eelkdige piimaproovidest) méérata patogeene
E. coli ning S. aureus. Nende biosensorite méaaramispiirid varieeruvad 10! — 10> CFU/ml ning

soltuvad eelkdige signaali detekteerimismeetodist [37,38].

Erinevate Streptokokkide madramiseks konstrueeritud biosensorite midramispiirid jadvad
vahemikku 10' — 10> CFU/ml ning analiiiisi aeg varieerub 3 — 90 minutini [14,39-45]. Kdikides
nendes biosensorites kasutatakse biodratundva elemendina spetsiifilisi antikehasid. Teadaolevalt
ei ole seni konstrueeritud lihtegi immunobiosensorit Str. dysgalactiae méadramiseks. Selle liks
olulisemaid pdhjusi on asjaolu, et Str. dysgalactiae jaoks ei ole saadaval kommertsiaalseid
antikehasid. Kokkuvdtlik  informatsioon  kéesoleval ajal  viljapakutud biosensoritest

Streptokokkide madramiseks piima, vee ja inimese siilje proovides on toodud tabelis 2.
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Tabel 2. Biosensorid Streptokokkide madramiseks

Biosensori Patogeen | Analiiiidi Proov | Aeg | LOD, Miéramis- | Viide
pohimote dratundmissiisteem CFU/ml | ala,
CFU/ml
Immunobiosensor Str. uberis | Antikeha Piim 17 |15 10— 10 [14]
min
Amperomeetriline Str. Antikeha Vesi 90 |10 10— 107 [39]
agalactiae min
Semi-kvantitatiivne | Str. uberis, | Antikeha Piim 5h |10? --- [40]
magnetiline Str.
midramine agalactiae
Optiline Str. Antikeha Piim <30 | 107 102-10° [41]
immunomagneetiline | agalactiae min
Impedimeetriline Str. Peptiid PBS - 150 50 -5-10* | [43]
pneumonia (fosfaat-
puhver),
inimese
stilg
Impedimeetriline Str. Antikeha PBS, 30 | 10% 102-10° [42]
pyogenes inimese | min rakku/10 pl
stilg
Impedimeetriline Str. Antikeha PBS 3 9,3 42-10>— [44]
pyogenes min 4,2-106
Picosoelektriline Str. Aptameer Piim <40 | 12 3-10%>— [45]
pyogenes min 3-108
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2.1.

A

10.
11.
12.
13.
14.
15.

2.2.

A o

EKSPERIMENTAALNE OSA

Kasutatud reaktiivid ja materjalid

anti-Streptococcus dysgalactiae antikeha (eraldatud kiiiiliku vereseerumist, toodetud

firmas Davids Biotechnologie GmbH)

Coomassie Brilliant Blue R 250 C47H4sN3NaO5S; (Fluka AG)

Dialiitisi membraan (MWCO 6 — 8 kD, Spectra/Por, Spectrumlabs)

Etanool C2HsOH (96%)

Etanoolamiin C;H7NO (Sigma-Aldrich, > 99,5%)

Epikloorhiidriin C3HsClO (Acros Organics, min 99%)

IgG Fc (valmistatud inimese vereseerumist eraldatud IgG antikehadest TU Keemia

instituudi biosensorite laboris)

Kaaliumdivesinikfosfaat KH2PO4 (AppliChem, min 99,5%)

Naatriumhiidroksiid NaOH (AppliChem, min 99%)

Naatriumkloriid NaCl (Sigma-Aldrich, > 99,8%)

Naatriumkarbonaat Na;CO;3 (AppliChem, min 99,5%)

Sephadex G-50 Medium (Pharmacia Fine Chemicals AB, osakeste suurus 80 — 150 pum)
Streptococcus dysgalactiae kultuur (10° CFU/ml)

Tween 20 CsgH114026 (Biotop)

Vesinikkloriidhape HCI (Sigma-Aldrich, >37%)

Kasutatud seadmed

Analiiiitiline kaal PB602-S/FACT (Mettler Toledo), tdpsus + 0,01 mg
FIAlab 3500B (FIAlab)

Magnetsegaja MS3000 (Biosan)

Orbital shaker (ELMI Ltd, Léti)

pH-meeter (Mettler Toledo, Sveits), tipsus + 0,02 pH iihikut
Spektrofotomeeter USB 2000+ (Ocean Optics)

Tehniline kaal PB602-S/FACT (Mettler Toledo), tdpsus + 0,01 g
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8. Tsentrifuug Microfuge 16 (Beckman Coulter, USA)
9. Spektrofotomeeter UV-1800 (Shimadzu, Jaapan)
10. Valgusallikas DH-2000 (Ocean Optics)

11. Vortex segaja (Heidolph, Saksamaa)
2.3. Metoodikad

2.3.1. Str. dysgalactiae suspensiooni valmistamine

Str. dysgalactiae bakterikultuur kiilvati Veterinaar- ja Toidulaboratooriumis Petri tassile
veriagari so6tmele ja inkubeeriti 24 h aeroobses keskkonnas 37 °C juures. Moodustunud kolooniad
(joonis 1) korjati steriilse tampooniga ning viidi PBS puhvrisse (10 mM; pH 7,20; 0,15 M NaCl).
Suspensiooni tihedus mdddeti UV-1800 UV/Vis spektrofotomeetriga neeldumise alusel

lainepikkusel 600 nm. Str. dysgalactiae suspensioone siilitati kiilmutatult -20°C juures.

Joonis 1. Str. dysgalactiae kasvatatud kultuur veriagaril
2.3.2. Str. dysgalactiae maaramine

Str. dysgalactiae midramiseks konstrueeriti immunobiosensor, mis pohineb antigeen-
antikeha  dratundmisreaktsoonil. ~ Konstrueeritud  immunobiosensor oli  integreeritud
graanulsisestusanaliitisi (BIA) siisteemiga. BIA on voogsisestusalaniiiisi (FIA) kolmanda

polvkonna tdiendatud ja lihtsustatud variant, mille to6pohimote seisneb analiiiiti siduva iihekordse
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mikrokolonni moodustamises ja seondunud analiitidi detekteerimises. BIA t66pSdhimdte on

skemaatiliselt kujutatud joonisel 2.

a 0di%Po0co0 o 4

NP .-
=
- ] | (),

Joonis 2. Graanulsisestusanaliiiisi (BIA) pohimdtteline skeem [46]

Esmalt sisestatakse bioselektiivsed mikrograanulid, millele on immobiliseeritud inimese
IgG Fc fragment, osaliselt suletud voolukanalisse, kus moodustub mikrokolonn uuritava aine
sidumiseks (joon. 2, A). Jargmisena sisestatakse voolukanalisse proov (joon. 2, B), milles olev
méiiratav analiilit seondub graanulitele (joon. 2, C). Lisaks méératava aine kontsentreerimisele
voimaldab see ka proovi maatriksi eemaldamise. Graanulitega seondunud analiiiit detekteeritakse,
sisestades siisteemi analiiliti dra tundva spetsiifilise antikeha, mis on konjugeeritud
fluorestsentsmarkeriga (joon. 2, D). Moodustub detekteeritav kompleks (joon. 2, E). Analiitisi
16pus voolukanalit sulgev tdke avatakse ning osakesed voolutatakse kanalist vilja, siisteem

pestakse ning see on valmis jirgmise analiiiisi 14biviimiseks (joon. 2, F).

BIA meetodi kasutamisel on vdga oluline graanulite suurus, kuju ning materjal. Osakesed
peavad olema sfairilised ning nende suurus vahemikus 80 — 150 pum. Lisaks peavad olema
graanulid ldbipaistvad, et oleks vdimalik teostada mdotmisi néhtavas valguses. [46] Antud t60s

kasutati Sephadex G-50 Medium graanuleid, mille suurus jaidb vahemikku 50 — 150 um [47].
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Kuna Str. dysgalactiae jaoks ei ole saadaval kommertsiaalseid antikehasid, disainiti esmalt
multieptioopne peptiid. Selleks teostati bioinformaatiline analiiiis, mille kdigus leiti bakteri
membraanvalkude iseloomulikud antigeensed regioonid ning hinnati aminohappejdékide
eksponeeritust valgu pinnal. Seejérel kasutati disainitud peptiidi spetsiifiliste antikehade
tootmiseks. Antikehad toodeti ja puhastati Davids Biotechnologie GmbH poolt. Puhastatud
antikehad konjugeeriti DyLight 650® fluoresentsmarkeriga, mille ergastuskiirguse lainepikkus on

652 nm ja emissioonkiirguse lainepikkus 672 nm.

2.3.3. Bioaktiveeritud graanulite valmistamine

Str. dysgalactiae sidumiseks kasutati inimese IgG Fc fragmendiga aktiveeritud graanuleid,
mis valmistati varasemalt vilja tootatud metoodika pdhjal [48]. Kokkuvotlik skeem geeli

valmistamisest on toodud joonisel 3.

Joonis 3. Sephadex G-50 graanulite aktiveerimine inimese IgG Fc fragmendiga

Kokkuvdtlikult oli metoodika jargmine: 47,3 mg Sephadex G-50 Medium geelile lisati 1,0
ml Milli-Q vett (eritakistus 18,2 MQ-cm), mis segati ja jdeti punduma 24 tunniks 4 °C juures.
Pundunud geelile lisati 400 pl 0,4 M NaOH lahust, mis kditub lahuses kataliisaatorina, ning
loksutati korralikult. Geeli aktiveerimiseks lisati 100 pl 5% epikloorhiidriini lahust ja asetati
toatemperatuuril 3 tunniks loksutile. Geel tsentrifuugiti (5 min 2450 x g) ning pesti kaks korda 685
ul Milli-Q veega ja iiks kord 685 pl NaxCOs3 puhvriga (0,5 M, pH 9,50), et eemaldada seondumata

materjali. Iga pesu jérel tsentrifuugiti geel uuesti.
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Inimese IgG Fc fragmendi lahust, millele oli lisatud 50% gliitserooli, séilitati -20 °C juures.
Gliitserooli eemaldamiseks dialiitisiti [gG Fc lahust 3 tundi 10 °C juures Na>xCO3 puhvri vastu. 800
ul IgG Fe lahust (2 mg/ml NayCOs puhvris) lisati pundunud geelile ning inkubeeriti loksutil 24
tundi toatemperatuuril. Seejdrel segu tsentrifuugiti (5 min 2450 x g) graanulite eraldamiseks ning
graanuleid pesti Na;COs; puhvriga. Immobiliseeritud valkude olemasolu geelil kontrolliti
Coomassie Brilliant Blue R 250 lahuse abil. Vabade sidumiskohtade blokeerimiseks lisati geelile
685 pul etanoolamiini lahust (85 pl/ml) Na,COs puhvris ning segu loksutati 2 tundi
toatemperatuuril. Seejédrel suspensiooni tsentrifuugiti (5 min 2450 x g) ning pesti kaks korda 685
ul Milli-Q veega ning kuus korda 685 pl PBS puhvriga. Iga pesu jérel korrati geeli tsentrifuugimist.
Geelile lisati 685 pl PBS puhvrit ning hoiustati 4 °C juures.

2.3.4. Protokoll Str. dysgalactiae maaramiseks biosensoriga

Modotmised teostati toatemperatuuril, kasutades voogsisestusanaliiiisi siisteemi FIAlab
3500B. Fluorestsentsmarkeri ergastamiseks kasutati valgusallikana halogeenlampi DH-2000 ning
lainepikkuste vahemiku 300-750 nm jaoks optimeeritud filtrit Ocean Optics LVF-HL (A = 652
nm). Lainepikkus  maéédrati  spektrofotomeetriga, kasutades tarkvara  SpectraSuit.
Fluorestsentssignaali detekteerimiseks kasutati Ocean Optics USB 2000+ spektrofotomeetrit,
millel oli tundlikkuse suurendamiseks modifitseeritud elektrooniline voimendussiisteem ja

laiendatud 200 pm laiune pilu signaali kogumiseks. Modtmised viidi 14bi lainepikkusel 672 nm.

Str. dysgalactiae midramiseks sisestati esmalt modterakku 20 pl inimese IgG Fc
fragmendiga aktiveeritud mikrograanuleid voolutamiskiirusega 1 pl/s. Graanulite iihtlane
sisestusvoog tagati nende pideva segamisega. Mikrograanulite transpordiks mdoterakku ning
kolonni pakkimiseks lisati 30 pul PBS puhvrit voolutamiskiirusega 2 ul/s. Str. dysgalactiae
baktereid sisaldavat analiilisitavat proovi sisestati siisteemi 150 pl voolutamiskiirusega 1 pl/s. Str.
dysgalactiae inkubeerimisaeg, et tagada bakterite kinnitumine bioaktiveeritud geelile, oli 240
sekundit. Seejirel pesti modterakku mitteseondunud patogeeni rakkude eemaldamiseks 150 pl
PBS puhvriga. Piimaproovide modtmistel pesti mddterakku tdiendavalt 1200 pl PBS puhvriga, et
tagada proovi maatriksi voimalikult efektiivne eemaldamine. Seejarel sisestati mooterakku 30 pl
fluorestsentsmarkeriga DyLight 650® konjugeeritud anti-Str. dysgalactiae detekteerivat antikeha.
Anti-Str. dysgalactiae antikeha seondumiseks Str. dysgalactiae bakteritele inkubeeriti 120
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sekundit. Mitteseondunud antikeha pesti siisteemist vdlja 150 pl PBS puhvriga voolutamiskiirusel
2 ul/s. Moodustunud kompleksi fluorestsentsi mdddeti 8 minuti jooksul perpendikulaarselt

mikrokolonniga.

Modtmise 10pus avati voolukanali tdke ning pesti modterakku neli korda 1000 pl PBS.
Piimaproovidega mddtmiste teostamisel lisati rasva ladestumise viltimiseks PBS puhvrisse 0,01%
Tween 20. Pirast mootmiste ldbiviimist pesti slisteemi neli korda 1000 pl PBS puhvriga, kolm
korda 70% etanooli lahusega ning kolm korda Milli-Q veega. Voolutamiskiirust pesemisel

varieeriti 50 — 200 pl/s.

Biosensorsignaali véartust iseloomustab Str. dysgalactiae kindlal kontsentratsioonil
fluoresentssignaali muutus AI, mis leiti stabiliseerunud signaali keskmiste fluorestsents
intensiivsuste vahena enne detekteeriva antikeha lisamist ja pérast seondumata antikeha
eemaldamist (joonis 4). Uhe analiiiisi libiviimseks kulus ligikaudu 1260 sekundit. Igal Str.
dysgalactiae kontsentratsioonil teostati 3 — 4 kordusmdotmist, arvutati tulemuste keskmine vaértus
ja standardhilve. Andmete analiitisimiseks kasutati tarkvara GraphPad Prism® 5 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

190
s 180- r _
2 X W‘
£
I3 170- /‘
S Signaal peale seostumata AI .
© proovi maha pesu Signaal peale seostumata
© 160- margistatud antikeha
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? 50 W .............. \
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Aeg, sek

Joonis 4. Niide biosensori fluoresentssignaali muutuse Al leidmistest
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2.3.5. Piimaproovide analiius

Mootmised piimas viidi ldbi Nopri talu pastoriseerimata toorpiimaga. Toorpiim
tsentrifuugiti 5 min (2450 x g) rasvade eemaldamiseks ning rasvavaba piim lahjendati 1:1 PBS
puhvriga (10 mM; pH 7,20; 0,15 M NaCl). Positiivse kontrolli saamiseks lisati PBS puhvrisse
fikseeritud koguses baktereid, mis lisati piimale vahetult enne mddtmisi. Biosensorit testiti ka Str.
dysgalactiae poolt pohjustatud mastiiti pddevate lehmade piimaproovide, mis olid kogutud Kesk-
Eesti piimafarmist, analiilisimisel. Patogeeni sisaldavad piimaproovid kiilmutati kogumisel
koheselt -20 °C juures ja sulatati iiles vahetult enne analiiiisi tegemist, et viltida bakterite
paljunemist. Patogeeni sisaldavad piimaproovid tdddeldi sarnaselt eespool kirjeldatule.
Analiiiisimiseks kasutatud piimaproovides oli Str. dysgalactiae eelnevalt identifitseeritud ka

mikrobioloogiliste kiilvide abil.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Str. dysgalactiae biosensori disain

Kéesolevas t60s konstrueeritud immunobiosensor Str. dysgalactiae mairamiseks pdhineb
antigeen-antikeha vahelisel biodratundmissiisteemil. PShimdtteline skeem Str. dysgalactiae

kvantitatiivseks detekteerimiseks biosensoriga on toodud joonisel 5.

Inimese IgG
Fc fragment

S. aureus

dysgalactiae
_—

-

Sephadex Sephadex »* > Sephadex E::ﬂz;:eg::::;;markeraga

SraanU"d 1. graanu"d 2. graanu“d detekteeriv antikeha

Il

Joonis 5. Str. dysgalactiae madramise skeem. 1. Bakterid kinnituvad graanulile immobiliseeritud
inimese IgG Fc fragmendile, 2. Fluorestsentsmarkeriga konjugeeritud anti-Str. dysgalactiae
antikeha kinnitub selektiivselt seondunud Str. dysgalactiae bakterile — moodustub detekteeritav

kompleks.

Proovis sisalduvad Str. dysgalactiae bakterid seoti vdlismembraani valkude abil inimese
IgG Fc fragmendiga aktiveeritud Sephadex G-50 Medium geelile ning seondunud bakterite
midramiseks kasutati fluorestsentsmarkeriga maérgistatud spetsiifilist antikeha. Tekkinud
antigeen/antikeha kompleks tuvastati fluorestsentsi mdotmise kaudu. Kuna Str. dysgalactiae jaoks
puuduvad spetsiifilised kommertsiaalsed antikehad, siis kasutati Str. dysgalactiae biosensoris
spetsiaalselt disainitud antikeha, mis oli konjugeeritud fluoresentsmarkeriga DyLight® 650.
DyLight® 650 markeri ergastuskiirguse lainepikkus on 652 nm ja emissioonkiirguse lainepikkus

672 nm.

Str. dysgalactiae patogeeni médramiseks kasutati selle seondumist inimese IgG Fc
fragmendiga aktiveeritud mikrograanulitele. Selliselt aktiveeritud graanulitele seonduvad mastiiti

tekitavatest patogeenidest veel S. aureus ja E. coli, kuid see ei sega nende patogeenide iiheaegset

21



midramist, kuna biosensorsiisteemis kasutatakse seondunud patogeenide méadramiseks neile
spetsiifilisi detekteerivaid antikehasid, mis seonduvad vaid kindlale patogeenile. Str. dysgalactiae
pinnavalkude ja inimese IgG Fc fragmendi vahelise afiinsuse kohta otsesed andmed puuduvad,
kuid teiste streptokokkide sidumist iseloomustava dissotsiatsioonikonstandi (Kgq) véértus on 2,4
pm [49]. E. coli ja S. aureus seonduvad vidlismembraanil leiduva valk A kaudu, vastavad

dissotsiatsioonikonstandi vairtused on 10 — 100 nm ning 50 — 200 nm [14].
3.2. Str. dysgalactiae biosensori selektiivsus

Selektiivsus on iiks kdige olulisemaid biosensorite omadusi. Kédesolevas t60s konstrueeriti
biosensor nii, et seda oleks vdimalik integreerida olemasoleva biosensoriga, millega on vdimalik
itheaegselt médrata ka teisi olulisemaid mastiiti tekitavaid patogeene S. aureus, E. coli ja Str.
uberis. Selle eelduseks oli anti-Str. dysgalactiae antikeha selektiivsus, mida kontrolliti kdigi kolme
eespool nimetatud mastiidipatogeeni suhtes. Mdotmised tehti korgetel bakteri kontsentratsioonidel
(10® CFU/ml) PBS puhvris, et olla kindel, et teised patogeenid ei sega Str. dysgalactiae madramist
ka madalamatel kontsentratsioonidel. Kontsentratsioonil 10% CFU/ml saadi Str. uberis
juuresolekul signaaliks 6,5 + 2,8 nV, S. aureus juuresolekul signaaliks 6,5 + 2,9 uV ja E. coli
juuresolekul signaaliks 4,2 + 1,1 uV. Koik erinevate patogeenide juuresolekul saadud signaalide
védrtused ei erinenud oluliselt taustsignaalist (4,1 + 0,8 pV) ning jdid méddramispiirist allapoole,
mistottu voib jareldada, et disainitud antikeha on selektiivne ning seda on vdimalik kasutada Str.

dysgalactiae iheaegseks madramiseks teiste mastiiti tekitavate patogeenidega.
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3.3. Str. dysgalactiae maaramine

Esmalt koostati biosensori kalibreerimisgraafik Str. dysgalactiae méairamiseks PBS

puhvris. Biosensori signaali sdltuvus Str. dysgalactiae kontsentratsioonist poollogaritmilises

teljestikus on toodud joonisel 6.
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Joonis 6. Biosensorsiisteemi signaali sdltuvus Str. dysgalactiae kontsentratsioonist 10 mM PBS
(pH 7,20; 0,15 M NaCl) puhvris toatemperatuuril

Mootmised teostati seitsmel erineval bakteri kontsentratsioonil vahemikus 103 — 10°
CFU/ml. Eraldi mdddeti ka biosensorsiisteemi taustsignaal juhul, kui baktereid ei lisatud. Selle
vaartus oli 4,1 £ 0,8 pV. Biosensori tundlikkuse iseloomustamiseks koostati signaali sdltuvuse

graafik patogeeni kontsentratsioonist logaritm-logaritm skaalas (joonis 7).
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Joonis 7. Biosensori kalibreerimisgraafik 10 mM PBS (pH 7,20; 0,15 M NaCl) puhvris log-log

skaalas
Saadud sdltuvust iseloomustas jargmine vorrand:

Y = 1O(Yvabaliige+t6us*log(X)) (1)

Logaritm-logaritm skaalas koostatud kalibreerimisgraafik oli Str. dysgalactiae uvuritud
kontsentratsiooni vahemikus lineaarne ning selle tdus, mis iseloomustab biosensori tundlikkust,
oli 0,119 £ 0,005 log(uV)/log(CFU/ml). Siisteemi taustsignaalile vastab kalibreerimisgraafiku
vorrandi vabaliige, mis oli 0,53 + 0,04 log(nV). Selle vdirtus (3,4 = 1,1 uV) langeb véga histi
kokku eksperimentaalselt mdoddetud vairtusega 4,1 + 0,8 uV (0,61 £ 0,10 log(puV)).

Arvutati ka siisteemi madramispiir LOD (ingl. k. /imit of detection), liites taustsignaalile
kolm taustsignaali standardhélvet, ning kvantifitseerimispiir LOQ (ingl. k. limit of quantitation),
liites taustsignaalile kiimme taustsignaali standardhilvet. LOD véirtuseks saadi 210> CFU/ml
ning LOQ viirtuseks 4-10° CFU/ml. Saavutatud méadramispiir voimaldab tuvastada patogeene
viga madalal kontsentratsioonil, mis on heaks eelduseks véljapakutud biosensori kasutamiseks

Str. dysgalactiae méaaramisel.
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Biosensori kasutamiseks patogeenide méédramisel piimas uuriti ka piima maatriksi moju
biosensori signaalile. Selleks teostati mddtmised pastoriseerimata piimaga, lisades sellele kindla
koguse Str. dysgalactiae bakterit. Kuuel erineval bakteri kontsentratsioonil teostati piima
maatriksis modtmised vahemikus 10° — 108 CFU/ml. Biosensori signaali sdltuvus Str. dysgalactiae

kontsentratsioonist poollogaritmilises teljestikus piima maatriksis on toodud joonisel 8.
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Joonis 8. Biosensorsiisteemi signaali sdltuvus Str. dysgalactiae kontsentratsioonist piimas

Piima maatriksis madrati samuti ilma bakteri juuresolekuta taustsignaal, mille vairtuseks
saadi 6,2 + 0,4 uV. Piima maatriksi taustsignaali vdértus oli natuke kdrgem kui PBS puhvris, kuid

see ei sega konstrueeritud biosensoriga Str. dysgalactiae mddramist.
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Joonis 9. Str. dysgalactiae mdiramine piimas biosensoriga log-log skaalas

Sarnaselt PBS puhvris tehtud mdodtmistele, koostati logaritm-logaritm skaalas
kalibreerimisgraafik piima maatriksis tehtud mddtmistele (joonis 9). Piima maatriksis sdltus
biosensori signaal Str. dysgalactiae kontsentratsioonist lineaarselt vahemikus 10° — 10" CFU/ml
ning saadud soltuvuse tdusu vairtuseks oli 0,069 £ 0,006 log(uV)/log(CFU/ml). Leitud telgldigu
vaartus 0,825 + 0,037 log(uV) (6,7 £ 1,1 (uV)) kattus eksperimentaalselt médratud taustsignaaliga
6,2 £0,4 uV (0,792 + 0,4 log(nV)). Sarnaselt PBS puhvris tehtud modtmistele leiti LOD ja LOQ
vidrtused piimas, mille vairtused olid vastavalt 4 CFU/ml ja 6:10° CFU/ml. Arvutuste abil leitud
LOD viirtus 4 CFU/ml on samas suurusjirgus siisteemi teoreetilise médramispiiriga, mida saab
hinnata analiiiisitava proovi ruumala alusel, ja mis on 6 CFU/ml, kui proovi ruumala on 150 pl
[14]. Piima maatriksis leitud LOD ja LOQ viirtused on oluliselt madalamad kui PBS puhvris, sest
eksperimentaalsete modtmiste standardhédlbed on vidiksemad, ehkki varasemate tulemuste alusel
[48] voiks eeldada, et kolloidlahuses (piimas) on valguse hajumine suurem. Kokkuvodtvalt on

kalibreerimisgraafikuid iseloomustavad parameetrid toodud tabelis 3.
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Tabel 3. Kalibreerimisgraafiku arvutatud parameetrid PBS puhvris ja piima maatriksis

Kalibreerimisgraafiku | Kalibreerimisgraafiku R?

tous vabaliige
PBS 0,119 £ 0,005 0,534 + 0,040 0,973
Piim 0,069 + 0,006 0,825 + 0,037 0,950

Str. dysgalactiae méidramiseks mastiiti pddevate lehmade piimaproovidest kasutati
vorrandit 1, millest patogeeni kontsentratsioon avaldub kui

log(AI)—0,82 5)

[Str.dysgalactiae] = 10( 0,069 (),

kus AI on mdddetud signaali védrtus.

Konstrueeritud biosensoriga oli vOimalik méddrata mastiiti pddevate lehmade
piimaproovides Str. dysgalactiae 21 minutiga. VOorreldes mikrobioloogiliste meetoditega, kus Str.
dysgalactiae tuvastamiseks kulub {ile 3 tunni [20,21,24,31], on konstrueeritud immunobiosensor
oluliselt kiirem, mistottu on selle kasutamisel tulevikus voimalik kiiremini alustada loomade ravi

sobivate ravimitega.

27



3.4. Str. dysgalactiae biosensori testimine

Str. dysgalactiae biosensorit testiti patogeeni sisalduse médramiseks mastiiti pddevate
lehmade piimaproovides. Kasutades patogeeni kalibreerimisgraafikut piimas (joonis 9), leiti Str.
dysgalactiae sisaldus proovides. Biosensori signaalide keskmised véértused analiiiisitud

piimaproovides ja leitud Str. dysgalactiae sisaldus on toodud tabelis 4.

Tabel 4. Biosensoriga mdddetud signaalide véartused ning vastavad Str. dysgalactiae sisaldused

mastiiti pddevate lehmade piimaproovides

Piima proov | Keskmine signaal, | Standardhiilve Str. dysgalactiae
nv sisaldus (CFU/ml)
1 40,2 2,4 >10% (2-10')
2 243 4,4 1,3-108

Tabelis 4 toodud andmetest selgus, et Str. dysgalactiae sisaldus piimaproovides oli véiga
korge ning oli ldhedal varasemalt mastiitsetes piimaproovides leitud Str. dysgalactiae
maksimaalsetele kontsentratsioonidele [27]. Mikrobioloogiliste kiilvide meetod andis uuritud
piimaproovide puhul positiivse tulemuse, st Str. dysgalactiae sisaldus oli >4-10> CFU/ml, kuid
kahjuks ei olnud Str. dysgalactiae sisaldust méddratud kvantitatiivselt. Saadud andmete alusel voib
jareldada, et biosensor on kasutatav Str. dysgalactiae madramiseks mastiiti pdodevate loomade
piimas, kuid kvantitatiivsete vordluste tegemiseks oleks uuritavates piimaproovides lisaks vaja

teha tdiendavaid kvantitatiivseid mikrobioloogilisi mddramisi voi PCR analiiiise.
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KOKKUVOTE

Kédesoleva  bakalaureusetod  eesmérgiks oli  konstrueerida  antigeen-antikeha
dratundmisreaktsioonil pohinev biosensorsiisteem mastiiti pohjustava patogeeni Str. dysgalactiae

midramiseks ning testida selle kasutatavust reaalsete piimaproovide analiiiisimisel.

Konstrueeritud immunobiosensor oli integreeritud graanulsisestusanaliiiisi siisteemiga,
millega viidi 14bi tihekordse mikrokolonniga modtmised. Str. dysgalactiae sidumiseks kasutatava
mikrokolonni jaoks valmistati inimese IgG Fc fragmendiga aktiveeritud Sephadex G-50 geel.
Seondunud Str. dysgalactiae detekteerimiseks kasutati originaalset anti-Str. dysgalactiae antikeha,

mis oli konjugeeritud DyLight® 650 fluorestsents markeriga.

T66 kéigus kontrolliti disainitud antikeha selektiivsust kolme olulisema mastiiti pdhjustava
patogeeni suhtes. Selgus, et S. aureuse, E. coli ja Str. uberis juuresolekul mdddetud signaalid jdid
biosensori madramispiirist allapoole. Koostati kalibeerimisgraatikud Str. dysgalactiae
midramiseks PBS puhvris ja piimamaatriksis, mis olid log-log skaalas lineaarsed Str. dysgalactiae
kontsentratsiooni vahemikus 10° — 107 CFU/ml. Biosensori madramispiir PBS puhvris oli 2-10?
CFU/ml ja piimas 4 CFU/ml. T66 tulemustest selgus, et piima maatriks ei mojuta Str. dysgalactiae

méidramist biosensoriga. Str. dysgalactiae madramiseks proovides kulus 21 minutit.

Str. dysgalactiae biosensorsiisteemi testiti mastiiti haigestunud lehmadelt kogutud
piimaproovides. Analiiiisi tulemused néitasid vaga korgeid Str. dysgalactiae sisaldusi, mis olid

kooskdlas mikrobioloogiliste kiilvide tulemustega.

Vilja pakutud Str. dysgalactiae biosensorit on vdimalik integreerida olemasoleva
biosensorsiisteemiga, millega saab automaatselt ja samaaegselt médrata olulisemaid mastiiti

pohjustavaid patogeene piimas.
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SUMMARY

Biosensing system for the detection of Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae is one of the major environmental pathogens causing bovine
mastitis. Therefore, rapid pathogen detection is of crucial importance for effective treatment of
animals and reduction of economic losses. Currently pathogens are detected with time-consuming
methods like microbiological culturing and colony counting, or lately with molecular genetic
methods. Biosensors are a good alternative to reduce analysis time and carry out on-site analysis,

allowing to start timely and focused treatment of infected animals.

The aim of the present work was to develop an antigen-antibody based biosensor system

for the detection of Streptococcus dysgalactiae and test this biosensor in real milk samples.

To construct the biosensor, Sephadex G-50 Medium gel was activated with human
immunoglobulin G Fc fragment. Str. dysgalactiae bacteria from milk samples were captured on
the bioactivated beads and detected with specially designed anti-Str. dysgalactiae antibody
labelled with fluorescence marker DyLight® 650. The formed antigen-antibody complex was
detected by fluorescence signal at wavelength 672 nm. The constructed biosensor was integrated

with the bead injection analysis system.

The selectivity of the anti-Str. dysgalactiae antibody towards three major mastitis
pathogens was studied, and the obtained results indicated no cross-reactivity pathogens'
concentrations up to 108 CFU/ml. The linear working range of the constructed biosensor in milk
was between 103 and 107 CFU/ml and its detection limit 4 CFU/ml. The time of analysis was 21

min.

The constructed biosensor was tested in real milk samples, collected from cows suffering

from Str. dysgalactiae caused mastitis.

The constructed biosensor can be integrated with the existing biosensing system for the

automated multiplex detection of mastitis-causing pathogens in milk.
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