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Mycoplasma bovis -tartunnan hallinta nautojen lisaantymisteknologiassa

1. Hankkeen tavoitteet

Hankkeen yleisena tavoitteena oli parantaa keinoja hallita Mycoplasma bovis -bakteerin leviamista
nautakarjataloudessa keinollisen lisdantymisen kautta. Taman saavuttamiseksi hanke sisalsi viisi
osatyota tavoitteineen:

1. M. bovis -bakteerin leviamisen estdminen siemenannoksen mukana. Tavoitteena oli selvittas,
miten teollisessa siementuotannossa kaytettavat sperman kasittelyt ja antibiootit vaikuttavat
M. bovis -bakteerin elinvoimaan ja sailymiseen lopputuotteessa, pakasteoljessa, ja miten
herkkia Suomesta eristetyt M. bovis -bakteerit ovat antibiooteille. Tahan liittyen tutkimme
myo6s Suomen M. bovis -tartuntojen epidemiologiaa ja antibioottiherkkyytta bakteerien
perimaan perustuen.

2. M. bovis -bakteerin levidmisen esto alkiosiirron yhteydessa. Alkiotuotannossa tavoitteena oli
selvittaa, siirtyyko tartunta kontaminoituneesta siittiosta tai kontaminoituneesta munasolusta
hedelmoityksen jalkeen alkioon ja vaikuttaako M. bovis -bakteeri alkionkehitykseen.

3. Tartunnan esiintyvyystiedon tuottaminen riskinarviointia varten. Tavoitteena oli saada
taustatietoa, kuinka usein kaupallinen siemen on kontaminoitunut M. boviksella ja millainen
tartuntavaara syntyy kdytettdessa alkiotuotannossa teurastamolta kerattyja munasoluja.

4. M. bovis -positiivisen siemenen kayttoon liittyva tartuntariski. Tavoitteena oli maarittas,
millainen riski oli saada tartunta sellaiseen karjaan, jossa oli kdytetty M. bovis -positiivista
siementa.

5. Luotettavat laboratoriomenetelmat siemenannosten ja alkioiden omavalvontaan. Tavoitteena
oli saada kayttoon luotettavat laboratoriomenetelmat M. bovis -bakteerin toteamiseen
siemenannoksissa ja alkiotuotannossa ja -siirroissa.

2. Osapuolet ja yhteistyo

— Sinikka Pelkonen (vastuututkija), Tarja Pohjanvirta, Tiina Autio, Nella Vahanikkila,
eldintautibakteriologia ja -patologia, Ruokavirasto, Kuopio. Vastuu: hankkeen johto, M. bovis -
tartunnan asiantuntija- ja laboratorioty6t kaikissa osatdissa

— Henri Simonen, Viking Genetics Ltd, Suomi ja Tanska. Vastuu: keinosiemennyssonneihin ja
spermantuotantoon liittyva asiantuntemus, M. bovis -kontaminaatiokoe pakasteolkien tuotannossa
(osatyot 1)

— Jani Halkilahti, asiantuntijamikrobiologian yksikkd, Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL). Vastuu:
M. bovis -bakteerin periman bioinformatiikka (osaty61)

— Jaana Peippo, Mervi Mutikainen, Heli Lindeberg, Luonnonvarakeskus LUKE, Jokioinen ja Maaninka.
Vastuu: Alkiotuotannon asiantuntemus, osallistuminen alkiotutkimuksen laboratoriotyéhon (osatyo
2,3)

— Vera Haapala, Timo Soveri, Heli Simojoki, eldinlaaketieteellinen tiedekunta, Helsingin yliopisto (HY),
Mantsala ja Helsinki. Vastuu: Epidemiologinen tutkimus kontaminoituneen sperman kaytosta
(osatyo 4)



Projektiryhman osapuolten yhteistyo kohdistui eri osatdihin ja toimi niissa erittain hyvin.
VikingGeneticsin toiminnan suuret muutokset hankkeen kaynnistysvaiheessa vaikuttivat
tutkimuksen toteutukseen ja hankesuunnitelmaa tarkistettiin ohjausryhmassa sen mukaisesti.

Ruokaviraston asiantuntijat osallistuivat hankkeen aikana my6s eurooppalaisen CoVetLab-
hankkeen M. bovis -hankkeeseen seka olivat yhteistydssa Australian ja Uuden-Seelannin M. bovis -
tutkijoiden kanssa.

3. Tulokset

Tulokset esitetdan osatoittdin 1-5. Kdytimme hankkeessa Ruokaviraston M. bovis -kantakokoelmaa,
joka koostuu suomalaisista M. bovis -karjoista eristetyista bakteerikannoista vuosilta 2012-2020. M.
bovis -diagnostiikassa kaytettiin viraston akkreditoitua PCR-testia ja viljelya.

3.1. M. bovis -bakteerin leviamisen estaminen siemenannoksen mukana

Tulokset

Osaty0ssa tutkittiin, sailyyké M. bovis elossa kaupallisessa keinosiemennysolkien tuotannossa
kaytettdessa nykyisia suositeltavia kasittelyja. Sperman infektiokokeet ja kasittely teollisen
tuotantotavan mukaan pakasteoljiksi tehtiin Viking Geneticsin Hollolan laboratoriossa. Ennen
sperman kasittelya siihen lisattiin vaihtoehtoisesti kahta M. bovis -kantaa pitoisuuksilla 10° tai 10°
CFU/ml. Kannoista toinen oli eristetty Suomessa kaytetysta kaupallisesta pakastespermasta.
Olkituotannossa kaytettiin joko Maailman Eldinterveysjarjestd OIE:n mukaista alhaista
antibioottiseospitoisuutta (gentamysiini, tylosiini, linkomysiini, spektinomysiini) (GTLS) tai USA:n
Certified Semen Services -jarjeston edellyttdmaa korkeaa GTLS-pitoisuutta. Lisdksi tutkittiin
fluorokinolonien ryhmaan kuuluvan ofloksasiinin vaikutusta bakteeriin. Eldavat M. bovis -bakteerit
osoitettiin rikastusviljelysta reaaliaika-PCR-testillda. Kummallakaan antibioottikasittelylla ei ollut
vaikutusta M. bovis -kantoihin korkeissa bakteeripitoisuuksissa. Sen sijaan matalassa
bakteeripitoisuudessa USA:n Certified Semen Services -jarjeston edellyttama korkea GTLS-
pitoisuus tehosi kumpaankin kantaan ja osoittautui siten paremmaksi menettelyksi.

M. bovis -bakteerin antibioottiherkkyysmaaritysmenetelma pystytettiin Kuopiossa kayttdaen
kaupalliselta valmistajalta tilattua tahan tarkoitukseen suunniteltua nestelaimennoslevya. MIC-
madritysten perusteella kannoista 99 % oli resistentteja oksitetrasykliinille, kaikilla oli alentunut
herkkyys tai olivat resistentteja florfenikolille ja 35 % % oli resistentteja tulatromysiinille.

Kokogenomisekvenssin analytiikkaan kehitettiin THL:ssa bioinformatiikkatyévuo kayttaen nk.
RIDOM-sovellusta, bakteerigenomit sekvensointiin Ruokavirastossa. Alustavien tulosten mukaan
suomalaiset kannat ovat perimaltdan hyvin homogeenisia. Kontaminoituneen sperman valityksella
tartunnan saaneet lypsykarjat muodostivat spermakantojen kanssa oman ryppaan. Parhaillaan
etsitdan antibioottiresistenssia aiheuttavia mutaatioita kokogenomisekvenssidatasta.

Toteutusvaiheen arviointi

Sperman infektiokokeet pystyttiin sopivasti tekemaan Viking Geneticsin laboratoriossa, koska
spermalaboratorion toiminta oli juuri paattynyt asemalla. Toisaalta koesarjaa ei pystytty
toistamaan, koska vastaavaa laboratoriota ei ollut enaa kaytettavissa.

Yhteistyd THL:n ja Australian Melbournen yliopiston kanssa mahdollisti M. bovis -periman
bioinformatiikan.




Julkaisut
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3. Tieteellisen julkaisun kasikirjoitus valmisteilla Mycoplasma bovis -bakteerin genetiikasta

3.2. M. bovis -bakteerin levidmisen esto alkiosiirron yhteydessa

3.3.

Tulokset

Osatyossa tutkimme, siirtyyko tartunta bakteerin tartuttamasta siittiosta hedelmaoityksessa
munasoluun ja kontaminoituneesta munasolusta alkioon seka vaikuttaako M. bovis -bakteeri
alkionkehitykseen. Naudan munasolut alkiotuotantoa varten haettiin teurastamolta. Alkioiden
kasvatus ja siihen liittyvat tartutuskokeet tehtiin LUKEn menetelmaohjeiden mukaisesti
Ruokaviraston Kuopion laboratoriossa. Munasolujen hedelmoitys onnistui hyvin, koesarjoissa
saatiin suuri maara kehittyvia alkioita. Kokeissa kaytettiin M. boviksen luonnollisesti infektoimaa
sonninspermaa seka kokeellisesti bakteerilla ympattya sonninspermaa. Monimutkaisissa
koesarjoissa tartutettiin myds munasoluja ennen hedelmaitysta seka alkioita varhaisessa
kehitysvaiheessa. Pddhavaintona oli, ettei M. bovis -bakteeri siirtynyt kontaminoituneesta
spermasta hedelmoityksen jalkeen eikd kontaminoituneesta munasoluista alkioihin. Se ei
myo6skdan haitannut alkioiden kehittymista.

Toteutusvaiheen arviointi
Alkiontuotanto LUKEn avustuksella onnistui hyvin Ruokaviraston laboratoriossa, jossa oli
mahdollisuus tehda infektiokokeita.

Julkaisut
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Tartunnan esiintyvyystiedon tuottaminen riskinarviointia varten

Tulokset

Tavoitteena oli saada taustatietoa, kuinka usein kaupallinen siemen on kontaminoitunut M.
boviksella seka millainen tartuntavaara koeputkialkioiden tuotannossa syntyy kadytettdessa
teurastamolta satunnaisesti kerattyja munasoluja. M. bovis -maaritykseen saatiin
pakastespermaolkia Tanskasta Viking Genetics:lta 86 nuorsonnista yhteensa 277 eraa, 2 olkea
jokaisesta erastd, vuosilta 2016 — 2018. LUKEN alkionsiirtoryhma kerasi M. bovis -maaritysta varten
9 eraa follikkelinesteita munasarjoista, jotka tuotiin Kauhajoen tai Paimion teurastamoista LUKEn
normaalia alkiontuotantoa varten. Kukin era oli perdisin usean karjan eldimista. M. bovis -
maaritettiin rikasteviljelysta PCR:lla. Mistaan pakasteolki- tai follikkelinestendytteesta ei l0ytynyt



3.4.

3.5.

M. bovis -bakteeria. Pakasteolkien kielteiset tulokset tukivat ennakko-odotusta M. boviksen hyvin
harvinaisesta esiintyvyydesta kaupallisessa spermassa. Follikkelinesteiden M. bovis -kielteisyys
antoi luottamusta LUKEn laboratoriolle toiminnan turvallisuudesta M. boviksen suhteen.

Toteutusvaiheen arviointi

Kaupallisten pakasteolkien saaminen Tanskasta oli vaikeaa ja piti tyytya silhen mita saatiin.
Follikkelinestetutkimus rajattiin LUKEn alkiotuotannon aineistoon ja pyrittiin selvittdmaan
tartuntariskia koeputkialkioiden laboratoriotuotannossa. Otanta oli pieni, ottaen huomioon
Suomen tautitilanne seka yleinen tiedonvajaus M. boviksen esiintymisestd munasarjoissa tartuntaa
kantavissa eldimissa.

Julkaisut
Tuloksia ei julkaista tieteellisesti vaan ne jaavat tutkimusryhman kayttoon.

M. bovis -positiivisen siemenen kayttoon liittyva tartuntariski

Tulokset

Tavoitteena oli maarittaa, millainen riski oli saada tartunta sellaiseen karjaan, jossa oli kaytetty M.
bovis -positiivisen sonnin siementa. Tyossa kdytimme hyvaksi osoittamaamme 16ydosta spermaan
liittyneesta karjan M. bovis -tartunnasta Suomessa. Olimme aiemmin tutkineet kyseiseltd sonnilta
useita pakasteolkieria M. boviksen varalta ja pystyimme kohdistamaan riskianalyysin sen mukaan.
Aineisto saatiin M-Techista. Se sisélsi Faban siemennystiedoista kaikkien 1.1.2008 alkaen
syntyneiden lehmien tiedot, jotka olivat olleet jossain vaiheessa samalla tilalla kuin tunnetut M.
bovis positiivisella siemennetyt lehmat. Data sisalsi 329 577 lehméan siemennystiedot, luomiset,
hoidot, lopetukset ja teurashylkaykset. M. bovis positiiviseksi tiedetylld sonnilla oli siemennetty
2006 ja positiiviseksi tiedetylla eralla oli siemennetty 269 lehmaa. Data analysoitiin univariaabeli
analyysilla. Analyysi osoitti selkedn eron tilan todennakadisyydelle olla M. bovis -positiivinen, jos tila
oli kayttanyt M. bovis -positiiviseksi tiedettyd siemeneraa verrattuna tiloihin, jotka olivat
kayttaneet muita erida mukaan lukien siemeneria joiden M. bovis -status oli tuntematon.

Toteutusvaiheen arviointi

FABAnN datasta puuttuivat siemennystiedot 22 %:ssa siemennyksia. Tunnetuista siemennyksistakin
osa on voinut olla M. bovis positiivisia ilman tietoa asiasta, joten taman ei katsottu olevan
ongelma. Tutkimuksessa verrattiin tunnettuja M. bovis positiivisia siemeneria tai positiiviseksi
tiedetyn sonnin siemennyksia muihin.

Julkaisut
7. Tieteellisen julkaisun kasikirjoitus on viimeistelyvaiheessa ja tavoitteena on julkaista
artikkeli vuonna 2021 (Haapala et al. xxx).

Luotettavat laboratoriomenetelmat siemenannosten ja alkioiden omavalvontaan.

Tulokset

Tavoitteena oli saada kayttoon luotettavat laboratoriomenetelméat M. bovis -bakteerin
toteamiseen siemenannoksissa ja alkionsiirrossa. Thermo Fisherin kehittamaa M. bovis PCR -
menetelmaa testattiin yhteistydssa Ruokavirastossa Kuopiossa, Thermofischerilla Vantaalla ja
Eurofinsin Tanskan laboratoriossa. Tydssa kaytettiin laimennettua sonnien spermaseosta ja kahta
eri M. bovis -kantaa (ATCC ja tanskalaisen sonnin spermasta eristetty kanta). Reaaliaika-PCR
menetelma osoittautui herkdksi menetelmaksi M. bovis -DNA:n osoittamiseen naudan spermasta
ja soveltuu laajaan spermaerien testaukseen. Kannat kdyttaytyivat kuitenkin eri tavalla: ATCC -
kannan osoitusraja oli 1.4x10% CFU/ml spermaa, kun taas sonnin spermakannan kymmenen kertaa
korkeampi. Vertasimme myos kolmea eri DNA-eristysmenetelmaa M. boviksen osoittamiseksi



keinosiemennysspermasta. Vertailussa InstaGene™ Matrix-kitti antoi herkimman tuloksen. Se on
lisdksi edullinen kayttaa, tosin vaatii kasin pipetointia.

Julkaisut
Sperman tutkimusmenetelma on julkaistu osatyon 1 julkaisussa (2).

8. N Vahanikkila, T Pohjanvirta, L Vaahtoranta, M Silvennoinen, S K Skovgaard Jensen, S
Pelkonen, T Autio. Detection of Mycoplasma bovis in bovine semen. 22" Congress of the
International Organization of Mycoplasmalogy, 9.-12.7.2018 Portsmouth, NH, USA.
Posteriesitys.

4. Tulosten arviointi

4.1. Tulosten kdytdannoén sovelluskelpoisuus

4.2.

Hanke oli tavoitteiltaan kdytannonldheinen. Osoitimme, etteivat sonninsperman nykyiset teollisen
tuotannon kasittelymenetelmat takaa, etta kaupallisesti myytava pakastesperma olisi M. bovis -
vapaata. Erityisesti OIE:n koodin mukainen kasittelysuositus toimii heikommin kuin USAn Certified
Semen Services -jarjestdn suosittama kasittely. Tutkimus on kiinnostanut muun muassa
kansainvalisen spermakaupan viranomaisia EU:ssa ja erityisesti Uutta-Seelantia. Nahtavaksi jaa,
johtaako tieteellinen julkaisumme toimenpiteisiin kasittelymenettelyjen parantamiseksi.
Keinosiemennyssonnit erittdin harvoin erittavat spermassa M. bovis -bakteeria ja omassa
tutkimuksessamme ei missdan vuosien 2016-18 nuorsonnien pakasteoljissa ollut M. bovista.

Koska tartunta on hyvin yleinen monessa maassa, ja siten tartunnat suoraan eldimesta toiseen
yleisia, ei spermaa monessakaan maassa pideta suhteellisesti merkittavana tartuntalahteena.
Epidemiologinen retrospektiivinen tutkimuksemme osoitti Suomen oloissa moninkertaisen riskin
saada tartunta karjaan kaytettdaessa M. bovis -positiivista siementa. Karjoja tartuttaneiden M. bovis
-kantojen geneettisessa vertailussa kontaminoituneen sperman valitykselld tartunnan saaneet
lypsykarjat muodostivat spermakantojen kanssa oman ryppaansa. On tarkea tiedostaa, etta
kaupallinen pakastesperma voi sisaltaa elavaa M. bovis -bakteeria ja voi siten toimia
tartunnanlevittdjana, etenkin jos oljet on tuotettu laajasti hyvaksytylla OlIE-koodin mukaisella
kasittelylla. Kuvasimme myds tehokkaan DNA-eristysmenetelman kaytettavaksi sperman M. bovis -
diagnostiikassa. Menetelmaa voidaan hydodyntda spermaerien tutkimisessa, mikali niin halutaan.
Sitd kannattaa kayttda diagnostiikassa tutkittaessa spermaa tai pakasteolkia M. boviksen varalta.

Suomen M. bovis -kantojen antibioottiresistenssi on nautakarjataloudessa kaytettaville
antibiooteille huolestuttavan korkea, jolloin laakitykset eivat tehoa. M. bovis aiheuttaa nuorten
eldinten kasvattamoissa tyypillisesti hengitystietulehduksia, joita joudutaan ladkitsemaan
antibiooteilla.

Alkionsiirto joko huuhtelualkioilla tai koeputkialkioilla lisddntyy jatkuvasti naudanjalostuksessa.
Alkionsiirron bioturvallisuuden kannalta on hyodyllista tietda, ettei M. bovis -tartunta siirry
kontaminoituneesta siittiosta munasoluun. Bakteeri ei mydskaan in vitro alkiotuotannossa siirry
munasolun pinnalta tai follikkelinesteesta alkioon.

Tulosten tieteellinen merkitys

Hankkeessa saatiin tieteellisesti arvokkaita tuloksia, jotka pyritdan julkaisemaan useammassa
vertaisarvioidussa “open access” -julkaisussa tiedeyhteison kayttoon. Tulokset kaupallisessa
tuotannossa kaytettdvista sperman kasittelymenetelmista on julkaistu ansiokkaassa
kansainvalisessa alan julkaisusarjassa. Alan tutkimuksia on julkaistu vahan. Hankkeessa syntyvat
julkaisut lisddvat siksi merkittavasti tietoa tutkimusaiheesta. Saamamme tulokset osin poikkeavat



aiemmista havainnoista, mika voi johtua erilaisista kokeellisen tutkimuksen koeolosuhteista ja -
menetelmista seka kaytetyista M. bovis -bakteerikannoista. Hankkeesta laadituissa tieteellisissa
julkaisuissa kasitelladn yksityiskohtaisesti tulosten tieteellistda merkitysta ja suhdetta aiemmin
julkaistuun tietoon.

5. Tiivistelma ja toimintasuositukset

5.1. Tiivistelma
Hankkeen tavoitteena oli selvittaa, millaisia riskeja nautakarjataloudessa kaytettavat keinollisen
lisdantymisen tekniikat aiheuttavat M. bovis -bakteerin leviamiselle karjoihin seka tuottaa tietoa
naiden riskien hallintaan. Retrospektiivinen epidemiologinen tutkimus osoitti, ettd Suomen oloissa
karjalla oli moninkertainen riski saada tartunta kaytettdessa M. bovis -positiivista siementa.
Geneettinen analyysi suomalaisten karjojen M. bovis -kannoista paljasti ryppaan samanlaisen
bakteerikannan infektoimia karjoja. Toisaalta osoitimme, ettd M. bovista esiintyy hyvin harvoin
keinosiemennyksessa kdytettavissa pakasteoljissa. Tutkimuksemme mukaan nykyiset teollisen
tuotannon kasittelymenetelmat sonninspermalle eivat takaa, etta kaupallisesti myytava
pakastesperma olisi M. bovis -vapaata. Erityisesti Maailman Eldinterveysjarjeston OIE:n koodin
mukainen kasittelysuositus toimii heikommin kuin USAn Certified Semen Services -jarjestdn
suosittama kasittely. Alkionsiirron puolella tutkimme kokeellisesti M. bovis -bakteerin vaikutuksia
koeputkialkioiden tuotannossa. M. bovis ei siirtynyt hedelmoityksessa kontaminoituneesta
spermasta munasoluun eikd kontaminoituneesta munasolusta alkioon, eika bakteeri haitannut
alkioiden kehittymista. Hankkeessa kasvatettiin valmiuksia M. bovis -tartunnan tutkimukseen,
kuten bakteeriperiman analysoinnissa tarvittava bioinformatiikka, antibioottiherkkyyden
maaritysmenetelma seka M. bovis -bakteerien luotettava osoittaminen spermasta. Totesimme
suomalaisten M. bovis -bakteerien olevan varsin resistentteja tarkeimmille nautojen M. boviksen
hoidossa kaytettaville antibiooteille. Suomen nautakarjojen tartunta osoittautui eristettyjen
bakteerien genetiikkaa vertailemalla varsin yhtendiseksi muistuttaen vastaavana aikana Tanskassa
levinnyttd tartuntaa. Hanke loi runsaasti kansainvalista alan yhteistyota.

5.2. Toimintasuositukset

Tutkimus osoitti, etta lypsykarjatiloilla on moninkertainen riski tulla M. bovis -positiiviseksi, jos
lehmille on kaytetty siemennyksessa M. bovis -positiivista siemeneraa. Sen tahden jatkossa pitaisi
pyrkia varmistamaan mahdollisuus siementaa M. bovis -negatiivisella tai tarpeeksi tehokkaalla
antibiootilla kasitellylld siemeneralla, ettei uusia laajempia tartuntaryppaita syntyisi siemennyksen
kautta.

Tehokkain tapa tuottaa puhtaita pakastespermaolkia olisi seuloa sonniasemalle valitut sonnivasikat
ja lahtokarjat tartunnan varalta, koska tartunta levida herkasti eri karjoista saapuvien nuorten
eldinten keskuudessa, jos yksikin eldin on sairastunnut. Sonninsperman teollista kasittelya tulisi
kehittaa siten, ettd M. bovis tuhoutuu tehokkaammin ja pakasteoljet olisivat puhtaita tartunnasta.
Antibioottiresistenssin kehittymisen takia kdsittelyn tehokkuutta tulisi seurata riittavan usein
edustavalla maaralla M. bovis -kantoja. Tartuntatilanteen mukaan olisi aiheellista tutkia ajoittain
nuorsonnien sperma M. boviksen varalta.

M. bovis -bakteerien antibioottiresistenssia tulee seurata, mika edellyttaa tautidiagnostiikkaa ja
bakteerikantojen eristamista. Diagnostiikalla ja epidemiologisella tautiseurannalla tuetaan M. bovis
-tartunnan hallintaa nautakarjataloudessa. Sen avulla lisataan valmiutta havaita tartuntalahteita ja
tarvittaessa tutkia niita tarkemmin leviamisen hallitsemiseksi.



