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Pasteurellaceae-heimoon kuuluvat lajit ovat gram-negatiivisia, paaosin likkumattomia bak-
teereita. Ne ovat muodoltaan sauvoja tai kokkoideja, ja hapen suhteen aerobeja, fakultatii-
visia anaerobeja tai mikroaerofiileja.

Suuri osa heimon lajeista eldd kommensaaleina selkdrankaisten, lintujen seka matelijoiden
limakalvoilla, osa taas toimii tuotantoeldinten priméaarisina tai opportunistisina patogeenei-
na. Vaikka suurinta osaa Pasteurellaceae-heimon bakteereista tavataan eléinten limakal-
voilla luonnostaan I6ytyy heimosta my6s vakavia sairauksia aiheuttavia patogeeneja.

Matriisiavusteinen laser-desorptio-ionisaatio-lentoaika massaspektrometria (MALDI-TOF
MS) on menetelmd, joka hyddyntdd massaspektrometriaa luoden tarkan, nopean seka
kustannustehokkaan tavan luokitella sekd karakterisoida mikrobeja. MALDI-TOF MS -
menetelman avulla tapahtuva mikrobien nopea karakterisointi tarjoaa mahdollisuuden me-
netelmén hyddyntamisen laaketieteellisen diagnostiikan lisdaksi muun muassa ymparistén
valvonnassa, bioturvallisuuden yllapitamisessa seka elintarvikkeiden laadunvalvonnassa.

Insin6oritydssa tutkittin MALDI-TOF MS -menetelman kayttokelpoisuutta Pasteurellaceae-
heimoon kuuluvien, elainlaaketieteellisten merkittdvien bakteerien tunnistuksessa laajen-
tamalla laitteen alkuperaista bakteerikirjastoa seka tutkimalla heimon eri bakteerisukujen
tunnistumista. Taman lisaksi menetelma&a verrattiin kaytdésséa oleviin perinteisiin tunnistus-
menetelmiin.

Alkuperéisen bakteerikirjaston laajentaminen onnistui ja saadut tulokset osoittavat, etta
MALDI-TOF MS -menetelma soveltuu hyvin Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifioi-
miseen. Menetelman kaytto tiettyjen bakteerilajien identifioimisessa vaatii viela lisatestaus-
ta suuremmalla mé&éaralla varmistettuja bakteerikantoja. MALDI-TOF MS -menetelméan seké
perinteisten biokemiallisten menetelmien vertailussa havaittiin, ettd MALDI-TOF MS -
menetelma soveltuu biokemiallisia menetelmia paremmin tiettyjen Pasteurellaceae-heimon
bakteerisukujen identifiointiin sen ollessa nopeampi, yksinkertaisempi sek&a halvempi vaih-
toehto.

Avainsanat MALDI-TOF MS, massaspektrometria, eldinladketiede, Pas-
teurellaceae, bakteeri
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Species of the family Pasteurellaceae are Gram-negative, rod- or coccoid-shaped aerobic,
facultatively anaerobic or microaerophilic bacteria.

Most of the species occur as commensals on mucous surfaces of vertebrates, birds and
reptiles. Some of the species, however, are opportunistic or primary pathogens in many
farm animals. Although most of the species of Pasteurellaceae inhabit the mucosal mem-
branes of many animals naturally, some bacterial species can cause severe diseases.

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) is a method utilizing mass spectometry to create an accurate, fast and cost-effective
way to identify and characterize microbes. The fast identification of microbes using MALDI-
TOF MS allows this technology to be used in medical diagnostics as well as environmental
monitoring, maintenance of biosafety and in the quality control of food.

The aim of this thesis was to determine the potential of MALDI-TOF MS for identification of
animal Pasteurellaceae in the field of veterinary diagnostics. The potential of this technolo-
gy was determined by complementing the existing library of Pasteurellaceae strains and by
investigating how well different species of the family are identified with this method. The
performance of the MALDI-TOF MS was also compared with different traditional identifica-
tion methods commonly used for the identification of Pasteurellaceae species.

Expansion of the existing library of Pasteurellaceae strains was successful and results
indicate that MALDI-TOF MS is a potential identification method for the species of Pas-
teurellaceae. However, identification of some of the species should be confirmed with a
larger set of bacterial strains. MALDI-TOF MS was shown to suit better for the identifica-
tion for the species of the family Pasteurellaceae, the technology being more rapid, simple
and cost-effective compared with traditional identification methods.

Keywords MALDI-TOF MS, mass spectrometry, veterinary diagnostics,
Pasteurellaceae, bacteria
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1 Johdanto

Insindorityd toteutettiin - Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran el&intautibakteriologian

tutkimusyksikdsséa Helsingin laboratoriojaostossa.

Taman insindorityon tarkoituksena oli kartoittaa MALDI-TOF MS -menetelman soveltu-
vuutta eldinlaéketieteellisesti merkittavien Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifi-
oinnissa, kehittaa laitteen tunnistuksen pohjana kaytettavaéa bakteerikirjastoa seka tar-
kastella menetelmén soveltuvuutta suhteessa jo olemassa oleviin perinteisiin identifi-

kaatiomenetelmiin.

2 Pasteurellaceae-heimo

2.1 Yleista

Pasteurellaceae-heimoon kuuluvista bakteerilajeista suuri osa on kommensaalisia bak-
teereita, jotka kolonisoivat pddasiassa ruuansulatuskanavan, genitaalialueiden seka
hengitysteiden limakalvoja muun muassa linnuilla, selkarankaisilla seka matelijoilla.
Osa lajeista on opportunistisia tai primaarisia patogeenejd, jotka aiheuttavat vakavia
tauteja esimerkiksi monille tuotantoelaimille. Tasta syysta Pasteurellaceae-heimon bak-

teerien nopea ja tarkka diagnosointi on erittain tarkeda. [1, s. 716.]

Heimoon kuuluvat bakteerit ovat gram-negatiivisia, liikkumattomia ja muodoltaan
yleensa sauvamaisia, filamentteja tai kokkoideja. Hapen suhteen bakteerit ovat aerobe-

ja, fakultatiivisesti anaerobeja tai mikroaerofiileja. [2, s. 666.]

2.2 Elainlaaketieteellisesti merkittavimmat suvut

Pasteurellaceae-heimo koostuu talla hetkelld 19:sta bakteerisuvusta, joihin kuuluu yli
kuusikymmenta bakteerilajia ja joista I6ytyy elainten lisaksi myds ihmiselle patogeenisia
lajeja [3]. Vaikka suurin osa Pasteurellaceae-heimoon kuuluvista suvuista ja niihin luo-

kitelluista lajeista on suhteellisen harmittomia kommensaalisia bakteereita, jotka elavat



monien eldinten limakalvoilla luonnostaan, I6ytyy joukosta myds useita lajeja, jotka ovat

elainladketieteellisesti merkittavia patogeenisia taudinaiheuttajia. [4, s. 235.]

2.2.1 Actinobacillus

Monet Actinobacillus-sukuun kuuluvista lajeista ovat kommensaalisia, osa kuuluu eldin-
ten patogeeneihin ja vain harvat aiheuttavat sairauksia ihmisille. Kaikki sukuun kuulu-
vat lajit ovat gram-negatiivisia, keskikokoisia, sauvamaisia bakteereita. Ne ovat myods
likkumattomia, usein oksidaasi-positiivisia, nitraattia pelkistavia, fakultatiivisia anaero-
beja. [5, s. 297.]

Actinobacillus-lajien luonnolliseen elinymparistéon kuuluvat isantaelididensa ylahengi-
tysteiden limakalvot sekd suuontelo ja ne tulevat huonosti toimeen isantaelionsa ulko-
puolella. Monet lajeista aiheuttavat merkittdvia tauteja eldaimille. Bakteerit leviavat
yleensa ilman valityksella, laheisessa ihokontaktissa tai esimerkiksi bakteerin paastes-
sa ihossa olevan haavan kautta elaimeen. [5, s. 297.] Taulukossa 1 on esitelty elain-
ladketieteellisesti merkittavimpia Actinobacillus-lajeja, niiden aiheuttamia tauteja seka

isantaelidina tyypillisimmin toimivia elaimia.



Taulukko 1. Elainlaaketieteellisesti merkittavimmat Actinobacillus-suvun lajit. [5, s. 298, muokattu]

Bakteerilaji Isdntaeldin | Yleisimmaét taudit
Actinobacillus arthridis Hevonen Niveltulehdus, verenmyrkytys
A. capsulus Janis Niveltulehdus, verenmyrkytys
A. equuli ssp. equul Hevonen Verenmyrkytys (sleepy foal disease)

Sika Verenmyrkytys

Kohtutulehdus, abortti, keuhkokuume, aivokalvontu-

A. equuli ssp. haemolyticus | Hevonen lehdus
A. lignieresii Mérehtijat Actinobasilloosi, timber (wooden) tongue
A. pleuropneumoniae Sika Keuhkotulehdus
A. rossii Sika Abortti, kohtutulehdus
A. seminis Lammas Hedelméattdmyys, kivestulehdus
A. suis Porsas Verenmyrkytys, niveltulehdus

Sika Pleuropneumonia, aivokalvontulehdus, abortti

Actinobacillus pleuropneumoniae -bakteeri on esimerkki Suomessa esiintyvasta Ac-
tinobacillus-sukuun kuuluvasta taudinaiheuttajasta. Bakteeri aiheuttaa paiseisia keuh-
ko- sekéa keuhkokalvontulehduksia sioilla. Tauti ei ole ihmiseen tarttuva. Useat sikojen
hengitystietulehduksia aiheuttavista bakteereista esiintyvat terveiden sikojen hengitys-
teissa luonnollisesti ja aiheuttavat tulehduksia vasta altistavien tekijoiden yhteisvaiku-
tuksesta. Naita voivat olla esimerkiksi stressi, lampétilan liian suuret vaihtelut tai toi-

seen taudinaiheuttajaan liittyva samanaikainen tulehdus. [6.]

2.2.2 Pasteurella ja Mannheimia

Pasteurella ja Mannheimia sukujen lajeista suurin osa on kommensaalisia elainten se-
k& ihmisten patogeeneja. Lajit ovat gram-negatiivisia, likkumattomia ja pienikokoisia.
Ne ovat muodoltaan yleensd sauvamaisia, usein oksidaasi-positiivisia, fakultatiivisia

anaerobeja. [5, s. 307.]

Lajien luonnolliseen elinymparistoon kuuluvat selk&rankaisten, lintujen seka ihmisten
ylahengitysteiden sek& suoliston limakalvot. Lajit ovat levittédytyneet laajalle ja niiden
isantaelididen kirjo on laaja. Monet lajeista ovat kommensaalisia, toiset taas oppor-
tunistisia patogeeneja, jotka aiheuttavat useita sairauksia muun muassa sioille, nau-
doille, janiksille seké siipikarjalle. [7.] Bakteerit leviavat usein hengitysteiden tai esimer-
kiksi puremien valityksell& elaimesta toiseen. Mygs erilaiset stressitekijat altistavat bak-
teerin tarttumiselle. [5, s. 307.] Taulukossa 2 on esitetty elainlaaketieteellisesti merkit-

tavimpia Pasteurella-lajeja seka niiden aiheuttamia tauteja.



Taulukko 2. Elainlaaketieteellisesti merkittavimmat Pasteurella-suvun lajit. [5, s. 308, muokattu.]

Bakteerilaji Iséntéelain Yleisimmat taudit
Pasteurella mul-
tocida
Osana kuljetuskuume -kompleksia, enzootti-
Nauta nen pneumonia
Lammas Pleuropneumonia, mastiitti (= utaretulehdus)
Tyyppi A Sika Pneumonia, atrofinen rhiniitti
Pleuropneumonia, paiseet, korvatulehdus,
Jénis silméatulehdus
Siipikarja Kanakolera
Nauta, vesipuhveli ja muut
Tyyppi B marehtijat Epitsoottinen verenvuoto septikemia
Sika Atrofinen rhiniitti
Tyyppi D Sika ja muut kotieldimet Pneumonia
Siipikarja Kanakolera
Tyyppi E Nauta ja vesipuhveli Epitsoottinen verenvuoto septikemia
Tyyppi F S.I.Ip'lkal’ja K.an.akolera . :
Janis Fibrinopurulentti pleuropneumonia
Kommensaali (suuontelo), puremahaava -
P. canis Koira kontaminaatio
Nauta ja kissa Pneumonia
Kommensaali (suuontelo, suolisto), purema-
P. dagmatis Koira ja kissa haavainfektio
P. stomatis Koira ja kissa Kommensaali, puremahaavainfektio
P. caballi Hevonen Hengitystieinfektiot (pneumonia)
P. pneumotropi-
ca Laboratorioeldimet Pneumonia (opportunistinen patogeeni)

Pasteurella multocida -bakteeri kuuluu eldinlaéketieteellisesti merkittavimpiin lajeihin,
silla sita tavataan ympari maailmaa ja se aiheuttaa infektioita suuressa maaréassa
elidlajeja. Bakteeri jaetaan useaan alalajiin seka -tyyppiin isantaelionsa seka ymparis-
tévaatimustensa perusteella, ja se kuuluu monien eri eldinlajien hengitysteiden seka
ruoansulatuskanavan normaaliflooraan. Bakteeria tavataan karjan ja kotielainten (koira,
kissa, kani) lisaksi myds esimerkiksi villielaimilla (isot kissaeldimet, simpanssit) seka
merielaimilla (hylje, merileijona). P. multocida -bakteerin aiheuttamia infektioita kutsu-
taan yleisesti pasteurellooseiksi, ja infektioiden oireet voivat vaihdella laajasti lievista
ylahengitysteiden tulehduksista, akuutteihin, usein kuolemaan johtaviin tauteihin. Usein
muiden hengitystiepatogeenien samanaikainen esiintyminen edesauttaa P. multocida -

bakteerin levidmista. [8, s. 636.]

Taulukossa 3 on kuvattu Mannheimia-suvun eldinlaéketieteellisesti merkittdvimmat lajit.



Taulukko 3. Mannheimia-suvun eléinlaéketieteellisesti merkittavimmat lajit. [5, s. 309, muokattu.]

Bakteerilaji Iséntéelain Yleisimmat taudit
- . Nauta Osana kuljetuskuume -kompleksia, pneumonia

Mannheimia haemolytica - -

Lammas Enzoottinen pneumonia,
M. varigena Sika Pneumon!a, verenmyrkytys, enter'l'ltt'|

Nauta Pneumonia, verenmyrkytys, mastiitti

. Nauta Fibrogranulomaattinen sairaus, pannikuliitti

M. granulomatis — —

Poro ja janis Bronkopneumonia, silméatulehdus

Mannheimia-suvun merkittavimpiin taudinaiheuttajiin kuuluu Mannheimia haemolytica -
bakteeri, joka on erittdin patogeeninen ja aiheuttaa hyvin vakavia hengitystiesairauksia
paaasiassa marehtijoilla kuten lampailla, vuohilla sek& naudoilla. [9, s. 121.] Suomessa
M. haemolytican yleisimmin aiheuttamiin sairauksiin kuuluvat erilaiset hengitystietuleh-
dukset, utaretulehdukset seka yleisinfektiot. Taudin puhkeamista edistavat huonot elin-
olosuhteet kuten pélyisyys, kosteus seka elaimiin kohdistuva stressi. [10.]

2.2.3 Haemophilus ja Histophilus

Haemophilus seka Histophilus sukujen lajit ovat muiden Pasteurellaceae-heimon bak-
teerien tapaan kommensaalisia bakteereita niin elaimilla kuin ihmisillakin. Lajit ovat
pienid, gram-negatiivisia ja muodoltaan usein sauvamaisia. Ne ovat liikkuvia, nitraatteja

pelkistavid, glukoosin avulla happoa tuottavia, fakultatiivisia anaerobeja. [5, s. 349.]
Lajit kolonisoivat hengitysteiden seka genitaalialueiden limakalvoja ja tulevat yleisesti
huonosti toimeen isantaelididenséa ulkopuolella [11, s. 314]. Taulukossa 4 on esitetty

merkittdvimpia Haemophilus seka Histophilus suvun edustajia.

Taulukko 4. Merkittdvimmat Haemophilus sek& Histophilus suvun edustajat. [5, s. 309, muokattu.]

Bakteerilaji Iséntéeldin | Yleisimmat taudit
Histophilus Nauta Silméatulehdus, hengitystiesairaudet, genitaali-infektiot
somni Lammas Kommensaali, pneumonia, mastiitti
Haemophilus
parasuis Sika Glasserin tauti, polyserosiitti
Suuri maara erilaisia tauteja (hengitystieinfektiot, aivokalvontu-
H. influenzae Ihminen lehdus)
H. parainfluen- Ylahengitysteiden normaaliflooraa, yhdistetty mm. virtsaputken-
zae Ihminen tulehdukseen
H. haemoglo-
binophilus Koira Kommensaali, virtsarakontulehdus, neonataali-infektiot
H. paracuniculus | Janis Merkitys tuntematon
H. influen-
zaemurium Hiiri Hengitystieinfektiot, silm&tulehdus




Haemophilus parasuis on Haemophilus suvun tarkein taudinaiheuttaja elaimilla. Suurin
osa muista lajeista toimii kommensaaleina eléinten limakalvoilla harvoin aiheuttaen
tauteja. On kuitenkin huomattu, ettd H. parasuis -kantojen valilla 16ytyy variaatiota viru-
lenssin suhteen. Osa isolaateista elaa taysin kommensaaleina, eika niita ole koskaan
eristetty patologisista naytteista, kun taas toiset isolaatit ovat hyvin patogeenisia. [11, s.
316.] H. parasuis -bakteeri kolonisoi terveiden sikojen nenanielua, mutta patogeeniset
kannat voivat aiheuttaa sioilla kuljetustautia (Glasserin tauti) esimerkiksi vastustusky-
vyn heikennyttyd. Tauti on tulehdussairaus, joka aiheuttaa sioille esimerkiksi aivokal-

von- ja sydanpussintulehduksia seka niveltulehduksia. [12, s. 169.]

Histophilus-suvun tarkeimpiin edustajiin kuuluva Histophilus somni, kolonisoi muun
muassa terveiden nautojen sek& lampaiden hengitysteitd seka genitaalialueita. [5, s.
349.] Bakteeri voi aiheuttaa erilaisia systeemisia seka paikallisia tulehduksia seka in-
fektioita genitaalialueella [13]. Infektion saa usein alkunsa ymparistotekijoiden vaiku-
tuksesta esimerkiksi eldimeen kohdistuvan stressin aikaansaamana, ja bakteeri voi
sdilya hengisséa isantédeldimensa ulkopuolella suotuisissa olosuhteissa useita paivia.
Bakteeri tarttuu suorassa kontaktissa tai aerosolien vélityksella eldimesté toiseen. [11,
s. 317]

2.2.4 Bibersteinia

Bibersteinia trehalosi on gram-negatiivinen, pienikokoinen ja likkumaton, pleomorfinen
sauvabakteeri. Bakteeri on marehtijoiden patogeeni ja sitéa tavataan ympari maailmaa.
B. trehalosi aiheuttaa erilaisia systeemisia infektioita karitsoilla seké& verenmyrkytyksia
aikuisilla lampailla. [14.] Bakteeria esiintyy terveilla elaimill& nielussa, josta se saattaa
levita elainten verenkiertoon esimerkiksi ymparistdsta aiheutuvan stressin seurauksena
[15]. Bakteerin aiheuttamia infektioita todetaan myds naudoilla, mutta ne ovat selvasti
harvinaisempia. On myds todettu, ettéa B. trehalosi ei luultavasti ole nautojen primaari-
nen, vaan ennemminkin sekundaarinen tai esimerkiksi opportunistinen patogeeni. [16.]
Taulukossa 5 on esitetty B. trehalosi -bakteerin yleisimmaét iséntéeliot seké bakteerin

aiheuttamat sairaudet.



Taulukko 5. Bibersteinia trehalosi -bakteerin iséntaelidét sekad yleisimmin aiheuttamat taudit. [5, s.
309, muokattu.]

Bakteerilaji Iséntéeléin Yleisimmat taudit

Lammas Verenmyrkytys

Bibersteinia trehalosi

Marehtijat Keuhkosairaudet

2.2.5 Avibacterium

Avibacterium-suvun lajeista suurin osa kuuluu kommensaalisiin bakteereihin, jotka ela-
vat muiden Pasteurellaceae-heimon bakteerien tapaan is&ntaelididensa hengitysteiden
limakalvoilla luonnostaan. Suvun lajit ovat kooltaan pienid, liikkuvia, gram-negatiivisia
sauvabakteereita. Avibacterium-suvun ne lajit, jotka kuuluvat patogeenisiin taudinai-
heuttajiin, aiheuttavat tauteja padasiassa siipikarjalla kuten esimerkiksi kanoilla. [5, s.

307.] Taulukossa 6 on kuvattu suvun merkittavat taudinaiheuttajat.

Taulukko 6. Avibacterium-suvun eléinladketieteellisesti merkittavimmat lajit. [5, s. 309, muokattu.]

Bakteerilaji Isantaelain Yleisimmat taudit
. . . Kana Kommensaali
Avibacterium avium - - -
Vasikka Poskiontelontulehdus, pneumonia
A. gallinarum Linnut Infektiot (sinusiitti, silmatulehdus, keuhkoputken tulehdus)
A. paragallinarum | Kana Hengitystieinfektiot, silmatulehdus, 6deema

Avibacterium paragallinarum -bakteeri on yksi kyseisen suvun bakteereista, jota ei
esiinny elaimisséa luonnostaan vaan sen olemassaolo voidaan aina yhdistaa kliiniseen
infektioon. Kyseessé on obligatorinen lintujen patogeeni ja se aiheuttaa kanoilla akuut-
tia hengitystiesairautta (infectious coryza, IC). Tauti on laajalle levinnyt ja sita tavataan
ympari maailmaa. Tarttuminen tapahtuu esimerkiksi juomaveden tai ilmassa liikkuvien
pisaroiden valitykselld. Tauti on herkasti tarttuva ja sita tavataan kaiken ikaisissa ka-
noissa. [17, s. 87.]




3 Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifikaatio

3.1 Perinteiset menetelmét

Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifikaatio perinteisilla menetelmilla saattaa
usein osoittautua haastavaksi, silla bakteerien karakterisointi vaatii usein monien eri-
laisten entsymaattisten seké biokemiallisten menetelmien hyédyntamista, ja niisti saa-
dut tulokset voivat osoittautua puutteellisiksi tai harhaanjohtaviksi. [18, s. 532.]

Rutiinidiagnostiikassa perinteiset menetelmat ovat kuitenkin edelleen laajasti kaytossa,
silla niiden avulla on mahdollista identifioida suuri maara erilaisia organismeja. Perin-
teisiin menetelmiin kuuluvat muun muassa bakteeriviljely erilaisille elatusaineille, pesa-
kemorfologian seka pesakkeen hajun arviointi, erilaiset vérjaykset seka biokemialliset
testit. Perinteisten menetelmien heikkoutena on usein hitaus sek& niiden tulkinnan
haastavuus. [19, s. 564.]

3.1.1 Bakteeriviljely

Bakteeriviliely on bakteerien tunnistuksen perusmenetelma, jonka etuina ovat sen yk-
sinkertaisuus seka edullisuus. Bakteereita voidaan kasvattaa nestemaisissa liemiviljel-
missa, Kiinteilla tai puolikiinteilla maljoilla, jotka siséltavat bakteereiden kasvuun tarvit-
tavia, valttamattémia ravintoaineita. [20, s. 40-41.] Bakteeriviljelyssa pyritddn usein
aikaansaamaan puhdasviljelma, jossa jokainen pesdke on peraisin saman lajin yksilos-
ta ja joka voidaan saada aikaiseksi esimerkiksi laimennussarjan tai hajotusviljelyn avul-
la. Nain saadun puhdasviljelman bakteeripesékkeen ulkonakdd voidaan kayttaa hyo-
dyksi bakteerin tunnistamisessa. My0s erilaiset varjaykset sek& biokemialliset testit

suoritetaan vasta onnistuneen puhdasviljelyn jalkeen. [21.]

Pasteurellaceae-heimo on suuri ja se koostuu suuresta maarasta bakteereita, joista
suurin osa eladad isantaelidistddn riippuvaisesti. Useat lajit ovat myos hyvin isé&nté-
spesifisia ja tulevat huonosti toimeen joutuessaan ymparistoon. Monet bakteereista
ovatkin hyvin tarkkoja kasvuolosuhteidensa suhteen ja vaativat juuri oikeanlaisen kas-

vualustan kasvaakseen optimaalisesti. [22, s. 795.]



Pasteurellaceae-heimon lajit ovat gram-negatiivisia, padasiassa liikkumattomia ja muo-
doltaan sauvoja, filamentteja tai kokkoideja. Lajit ovat aerobisia, mikroaerofiilisia tai
fakultatiivisesti anaerobeja. [13.] Rutiinidiagnostiikassa lajeja kasvatetaan usein aerobi-
sissa olosuhteissa 35-37 °C:een lampdtilassa ja hiilidioksidiatmosfaarissa (5-10 %),
joka parantaa bakteerien kasvua huomattavasi useiden lajien kohdalla. Inkubointiaika
on bakteerilajista riippuen yleensad 24-48 tuntia. [1, s. 716.] Lajien bakteeriviljelyssa
kaytettavat elatusaineet riippuvat pitkalti diagnostiikkaa harjoittavista laboratorioista
seka naissa vakiintuneista kaytannoista. Pasteurellaceae-heimon bakteerien viljelyssa
paljon kaytettyja elatusaineita ovat muun muassa veriagar (esimerkiksi naudan- tai

lampaanveri), MacConkey -agar seka suklaa -agar. [5.]

Heimon bakteerit ovat pesdkemorfologialtaan suhteellisen pienia, variltdan vaaleita,
harmahtavia tai kellertavia, kun niita on kasvatettu 24—48 tuntia 37 °C:een lampdtilassa
veriagarilla. Osa lajeista on my6s hemolyyttisia. [2, s. 673.] Hemolyyttiset bakteerit
muodostavat veriagarilla pesakkeitd, joita ympartdi hemolyysivyohyke eli alue, jonka
ympaérilta verisolut ovat hajonneet [23, s. 1]. Kuvassa 1 on esitetty tyypillisi& Pasteurella
multocida- sek& Actinobacillus equuli -bakteerien muodostamia pesakkeita veriagarilla.

Kuva 1. Pasteurella multocida (vasemmalla) ja Actinobacillus equuli (oi-
kealla) veriagarilla. [<http://atlas.sund.ku.dk/>]

3.1.2 Gram-varjays

Gram-varjays kuluu bakteriologian yleisimpiin menetelmiin, jossa bakteerit jaotellaan
niiden varjaytyvyyden mukaan joko gram-positiivisiin tai gram-negatiivisiin lajeihin. Var-
jaytyvyyden liséksi saadaan tietoa bakteerin muodosta. Varjaytyvyyteen vaikuttaa
gram-positiivisilla bakteereilla paksu peptidoglykaanikerros ja gram-negatiivisilla bak-
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teereilla ohuen peptidoglykaanikerroksen ulkopuolella oleva ulkokalvo, joka gram-

positiivisilta bakteereilta puuttuu. [24, s. 16-17.]

3.1.3 Biokemialliset testit ja testisarjat

Onnistuneen puhdasviljelyn jalkeen tutkittavalle bakteerille voidaan tehda erilaisia bio-
kemiallisia testeja seka testisarjoja. Testit perustuvat bakteerien biokemiallisiin ominai-
suuksiin, joita voivat olla esimerkiksi kyky tuottaa tiettyd entsyymia tai kyky hajottaa
tiettyja aineita. Tallaisia testeja ovat esimerkiksi katalaasi-, oksidaasi- ja indolitestit se-
k& nitraatti- ja ureatestit. Biokemiallisia testeja on olemassa suuri maaré ja kulloinkin
kaytettavat testit valitaan tutkittavan bakteerin mukaan. [25, s. 9.] Biokemiallisiin testi-
sarjoihin kuuluvat muun muassa API® -testit (bioMérieux), joilla osoitetaan bakteerien
aikaansaamaa sokerien fermentaatiota seka bakteerien entsyymiaktiivisuuksia erilais-
ten entsyymireaktioiden avulla. Kaytettava API -testi valitaan aina tutkittavan bakteeri-

lajin mukaan. [26, s. 13.]

Pasteurellaceae-heimon lajien identifikaatio perinteisten biokemiallisten testien seka
testisarjojen avulla on usein haastavaa, silla bakteerien identifikaatio vaatii usein hyvin
monien biokemiallisten seké entsymaattisten testien suorittamista ja tulokset saattavat
usein olla harhaanjohtavia tai vaikeasti tulkittavia. Tama johtuu siitd, ettd heimo koos-
tuu useasta bakteerisuvusta, joiden sisddn mahtuu paljon erilaisia lajeja, jotka eroavat
biokemiallisten ominaisuuksiensa puolesta. [18, s. 532.] Biokemiallisten testien suorit-
taminen ja onnistunut identifikaatio on myds riippuvainen onnistuneesta puhdasviljelys-
ta. Useat testit ovat nopeita suorittaa, mutta ne saattavat vaatia tietyn inkubaatioajan,
esimerkiksi 24—-48 tuntia, ja ne tunnistavat ainoastaan rajatun maaran bakteerilajeja.
Testisarjat tunnistavat yleensa suuremman maarén eri lajeja, mutta niiden haittapuole-
na ovat usein testikittien ja tarvikkeiden korkeat hinnat. [19, s. 564.] Yleisesti ottaen API
-testit eivét ole taysin luotettavia Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifikaatiossa,
silla testi ei kata montaa heimon lajia eika nain sovellu kuin muutamalla lajille, eika sita
usein voida kayttda ainoana identifikaatiomenetelméana. Esimerkiksi API120 NE -testi
antaa luotettavan tuloksen Pasteurella multocida -bakteerille noin 95 prosentissa ta-

pauksista. [13.]

Taulukossa 7 on esitetty joukko erilaisia biokemiallisia testejd, jotka ovat yleisesti kay-
tossé Pasteurellaceae-heimon bakteerilajien identifikaatiossa, ja joiden avulla kyseisia

lajeja pystytddn erottelemaan toisistaan.
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Taulukko 7. Pasteurellaceae-heimon bakteerisukujen tunnistuksessa yleisesti kaytettyja biokemial-
lisia testeja. [2, s. 57, muokattu.]

Bakteerisuku
Testi Actinobacillus | Pasteurella | Haemophilus | Mannheimia | Histophilus
Katalaasi D D D D -
NAD -riippuvuus - - + - -
Porfyriini + + -+ + ND
Voges-Proskauer - - ND - -
Ureaasi + - + - -
Indoli - + D - +
Fosfataasi + + + + +
Haponmuodostus:
(-)-D -Arabinoosi - D ND D ND
Dulsitoli - D - — ND
(-)-D -Mannitoli + D - + ND
(-)-D -Fruktoosi + + - + -
(+)-D -Galaktoosi D + + + ND
(+)-D -Mannoosi D + -+ - ND
Maltoosi + - + D -
Sukroosi + + - + -
(+)-D -Trehaloosi D D - - -
ONPG D D - D ND

(+) 90 % kannoista positiivisia 1-2 paivan kuluttua
(-) alle 10 % kannoista on positiivisia 14 paivan kuluessa
(D) 11-89 % kannoista positiivisia

Kaikkia testeja ei tarvita jokaisen lajin identifikaatiossa, mutta edeltava taulukko antaa
suuntaa siitd, kuinka hankalaa ja aikaa vievaa heimon lajien identifikaatio saattaa olla.
Kulloinkin kaytettavat menetelmat riippuvat laboratorioista ja naissa vakiintuneista kay-
tanndista, joilla kyseisen heimon bakteereita tunnistetaan. [1, s. 717.]
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4 MALDI-TOF MS

4.1 Yleista

MALDI-TOF MS (matriisiavusteinen laser-desorptio-ionisaatio-lentoaika massaspekt-
rometria) on massaspektrometriaa hyodyntava menetelma, jota kaytetdan mikrobien
identifioinnissa seka karakterisoinnissa. Massaspektrometrian hyédyntaminen mikro-
bien (bakteerit, hiivat, sienet, mykobakteerit) tunnistuksessa ei ole uusi menetelma,
silla sitd on kaytetty jo vuonna 1975 mikrobien biomarkkereiden tunnistamisessa ja sita
kautta bakteerien identifioimisessa. [27, s. 419.] MALDI-TOF MS -menetelma on kehi-
tetty vuonna 1987 ja se on saanut Nobel-palkinnon vuonna 2002. Kuitenkin vasta viime
vuosina MALDI-TOF MS -menetelma on yleistynyt rutiinidiagnostiikassa mikrobiologian
laboratorioissa. Menetelman etuja ovat nopeus, tarkkuus, kustannustehokkuus seka
helppokayttdisyys. [28, s. 550.]

Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran Helsingin laboratorion MALDI-TOF MS -
menetelmaa hyoddyntavd MALDI Biotyper -laite (kuva 2) on laitevalmistaja Bruker Dal-
tonics:in valmistama. Brukerin laitteeseen kuuluvat microflex -massaspektrometri sekéa
MALDI Biotyper Real Time Classification- (RTC, versio 3.1) sek& flexControl (versio
3.4) -tietokoneohjelmat, jotka ovat kaytdssa rutiiniajoissa. Naiden lisdksi datan analy-
soinnissa kaytetddan MALDI Biotyper Offline Classification- (OC, versio 3.1) seka fle-
xAnalysis (versio 3.4) -ohjelmia.

Kuva 2. Eviran MALDI Biotyper -laite.
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4.2 MALDI-TOF MS -menetelma bakteerintunnistuksessa

4.2.1 Toimintaperiaate

Massaspektrometri rakentuu kolmesta toiminnallisesta osasta; ionilahteesta, massa-
analysaattorista seka detektion suorittavasta laitteesta. lonilahteen tehtéavana on ioni-
soida sekd saattaa naytteen molekyylit kaasufaasiin. Massa-analysaattori erottelee
syntyneet ionit niiden massa-varaus (m/z) -suhteen perusteella, jonka jalkeen detektori

analysoi erottuneita ioneja. [29, s. 381.]

MALDI-TOF MS -menetelméssa analysoinnin kohteena ovat bakteerien biomolekyylit
seka suuret orgaaniset molekyylit. Menetelméa hyddyntda niin sanottua pehmeaa ioni-
saatiotekniikkaa (soft ionization), joka tekee mahdolliseksi edella mainittujen molekyy-
lien analysoimisen niiden ollessa hyvin hauraita. Tasta johtuen kyseisten molekyylien
analysoiminen perinteisilla ionisaatiotekniikoilla on haastavaa. Menetelmasséa analysoi-
tavat molekyylit ovat suurimmaksi osaksi proteiineja ja niistd suurin osa kuuluu baktee-
rien ribosomaalisiin proteiineihin. Nama proteiinit ovat hyvin yksinkertaisia ja niitd on
bakteereilla runsas maara, jopa yli 20 % koko solun kaikista proteiineista, ja niiden bio-
kemialliset ominaisuudet tekevat niista tehokkaasti ionisoituvia. Laite mittaa padasiassa
bakteerien konservoitunutta, ribosomaalista proteomia massa-alueella 2000-20 000
Da. Muita mitattavia molekyyleja ovat usein esimerkiksi DNA:ta ja RNA:ta sitovat prote-

iinit seka erilaiset kylmashokkiproteiinit. [30, s. 258.]

MALDI-TOF MS -menetelméssa naytteet valmistellaan sekoittamalla ne matriisin kans-
sa naytelevyllda. Matriisin tehtdvdnd on edesauttaa proteiinien ionisoitumista. Taméa
aiheuttaa naytteen kiteytymisen matriisiin. Naytteen kasittelyn jalkeen naytelevy vie-
daan laitteen sisdan ja naytespotteja pommitetaan lyhyilla laserpulsseilla, joiden ai-
kaansaama energia sitoutuu matriisiin. TA&ma johtaa naytteiden desorptioon seka kaa-
suuntumiseen, jonka jalkeen ne ionisoituvat kaasufaasiin ja tdmén seurauksena syntyy

suurimmaksi osaksi positiivisesti varautuneita ioneja. [29, s.382.]
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Seuraavaksi ionisoidut molekyylit kiihdytetaan sahkokentan avulla ja hiukkaset siirtyvat
putkeen, jonka sisalla on vakuumi ja lentavét putken toisessa paassa sijaitsevaan de-
tektoriin nopeudella, joka on riippuvainen ionin massasta; pienet ionit kulkeutuvat no-
peasti, raskaat hitaammin. lonien lentoaika (TOF, time-of-flight), jonka aikana ne liikku-
vat putken alkupaasta detektorille, maaraytyy ionin massan (m) seka varauksen (z)
perusteella. [29, s. 382.] Kuvassa 3 on esitetty MALDI-TOF MS -menetelman toiminta-

periaate.

‘ | Saatu spektritulos
_A.L.Llw)l WL LA ‘
Detektori - T Detektio
> T
OO0 ©
(4]
° ° Erottuminen: TOF

(ei sahkokenttaa)

Tyhjioputki %o

Kiihdytys

Laser (sahkokentta)

Matriisiavusteinen
laser-desorptio-

Matriisi ja P ionisaatio-lentoaika
analyytti massaspektrometri
(MALDI)

Kuva 3. MALDI-TOF MS -menetelméan toimintaperi-
aate. [29, s. 382, muokattu.]

Lopuksi bioanalyytit joista nayte koostuu ja joilla on toisistaan vaihtelevat massa-
varaus-suhteet, erotellaan niiden lentoaikojen perusteella. Taméan avulla jokaiselle tut-
kittavalla spotille muodostuu massaspektri, jossa on piikkeja yleensa valilla 1000—
20000 m/z ja joiden intensiteetit vaihtelevat. Intensiteetti kuvaa detektorille osuneiden
ionien maaran aina tietyn massa-varaus -suhteen kohdalla. [29, s.382.] Spektrien
muodostumista voidaan seurata reaaliajassa flexControl -ohjelmassa (kuva 4), jossa
samanaikaisesti muodostuu jokaiselle spotille useampi yksittdinen spektri ja niiden

pohjalta ohjelma laskee kumuloituvan summaspektrin [31].
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Kuva 4. flexControl -ohjelma, jossa ajon aikana muodostuu yksittdisid massaspektreja (sininen)
ja joiden pohjalta muodostuu kumuloituva summaspektri (punainen). Vasemmassa ylédkulmassa
on nakyvissa kulloinkin kasiteltava spotti, jota ajon aikana pommitetaan laserpulsseilla.

Kaupallisia MALDI-TOF MS -jarjestelmia on saatavilla kahdelta eri valmistajilta (Bruker
Daltonics Inc seka bioMérieux Inc). Alustat eroavat toisistaan muun muassa tietokan-
noiltaan, ohjelmistoiltaan sekéa bakteerien identifikaatioon kaytettavilta algoritmeiltaan,
jonka takia laitteiden numeeriset tulokset on esitetty erilaisilla asteikoilla eivatkd nain
ole taysin verrattavissa keskenaan. Brukerin MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon on
mahdollista lisatd omia kantoja laitteen ohjelmiston avustuksella ja ndin laajentaa ole-
massa olevaa kirjastoa esimerkiksi itse eristamilla kannoilla. N&in laboratoriot voivat
kasvattaa omaa kirjastoaan alueellisesti tarkeilla kannoilla seka kannoilla, jotka saatta-
vat olla laitteessa huonosti edustettuina. [19, s. 567.]

4.2.2 Tulosten analysointi

Saatu massaspekitri on hyvin spesifinen bakteerin suvun, lajin, alalajin tai jopa tyypin

mukaan, joten sitd voidaan pitdd bakteerin niin kutsuttuna molekyylisormenjalkena.
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Talla tavoin tuntemattomat bakteerit voidaan tunnistaa vertaamalla naytteen tuntema-

tonta sormenjéalked tietokannan tunnettuihin jalkiin. [32, s. 16.]

Laite vertaa saatua massaspektria kirjastossa oleviin spektreihin, jonka jalkeen MALDI
Biotyper RTC -ohjelma antaa kussakin naytespotissa olevalle bakteerille mahdollisen
nimen seka vastaavuuspisteet (score value). Vastaavuuspisteet vaihtelevat valilla 0-3.
Mitd korkeamman vastaavuuspisteen bakteeri saa, sitd paremmin se on tunnistunut ja

sitd todenndkbisempaé on, ettd tunnistuminen on luotettava. [32, s. 17.]

Taulukossa 8 on esitetty vastaavuuspisteet seka niihin liittyvat tunnistustulokset. Ylei-
sesti ottaen, mikali vastaavuuspisteet ovat = 2.0, voidaan tata pitda todennakoisesti

luotettavana tuloksena [32, s. 17].

Taulukko 8. Vastaavuuspisteet ja niiden tulkinta [31.]

Vastaavuuspisteet | Tunnistustulos

1.700 - 1.999 Todennakoinen sukutunnistus

Kuvassa 5 on esitetty MALDI Biotyper RTC -ohjelman ndkymé& spottien ajon jalkeen.
Vasemmassa ylakulmassa on nahtavilla ajetut spotit, joiden vari kertoo tunnistumisen
onnistumisesta; mikali vastaavuuspisteet kyseiselle spotille ovat = 2.0, nakyy nayteym-
pyra vihreana ja mikéli tunnistuminen on epavarmempaa, nakyy ympyrassa taman li-
saksi keltaista varia. Epaluotettava tunnistus nahdaan nayteympyrana, jossa puolet
ympyrasta on punaista. Kokonaan onnistumaton tunnistus nahdaan punaisena nay-
teympyrana. Ajettujen spottien alapuolella on nékyvissa tunnistetun bakteerin nimi,

vastaavuuspisteet seka mahdolliset muut bakteeriin liittyvat kommentit.
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& B10 no reliable 1504 Specieé of this genus have very similar panerr{s:‘fherefore thelr‘specles is difficult.
& B11 no relizble 1677 Specieé of'thls'g'enus have Qery similar panerﬁs: Therefore hing their s[;écles is difficult.
‘ Bi2 no relizble i 1.482 Species of this genus have very similar panerﬁs: Therefore their species is difficult.
& Ci Mannheimiz haemolytica 2342 Species of this genus have very similar patterns: Therefore disti hing their species is difficult.
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Brukerin MALDI-TOF MS -menetelméassa bakteerindytteiden kasittelyssa voidaan kayt-

tdd kolmea vaihtoehtoista tapaa; suoraa siirrostusta, muurahaishappo-pikauuttoa tai

muurahaishappo-asetonitrilliuuttoa. Kaytettava tapa valitaan tutkittavan bakteerin mu-

kaan. Suurin osa bakteereista saadaan lyysaantumaan altistamalla ne esimerkiksi vah-

valle hapolle tai orgaaniselle liuottimelle. Resistentimmat bakteerikannat, esimerkiksi

itidivat tai kovaseinaiset bakteerit, vaativat usein esikasittelyn vahvoilla hapoilla ja/tai

alkoholilla. [29, s. 382.] My®s luokan 3 patogeeneille kaytetdan inaktivoivaa uuttome-

netelmad [33]. Suora siirrostus on rutiinimenetelmd, joka on sopiva suurimmalle osalle

tutkittavista bakteereista, uuttomenetelmia taas usein hyédynnetdan, mikali suora me-

netelma ei anna luotettavaa tulosta. [33, s. 3-4.]
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4.3.1 Matriisi

Matriisi koostuu pienista ja happamista molekyyleistd, joille on ominaista absorboida
tehokkaasti valoa kulloinkin kaytetyn laserin aallonpituudella. Rutiinisovelluksissa lase-
rin aallonpituus on yleensa noin 337 nanometrid ja kaytetty laser on usein typpilaser
(N2). Matriiseja l0ytyy useita erilaisia ja niiden koostumus vaihtelee tutkittavan biomole-
kyylin seka kaytettavan laserin mukaan. Oikean matriisin valinta vaikuttaa ratkaisevasti
tunnistustulokseen [29, s. 381.] Matriisin tulisi absorboida tehokkaasti laserin valoa,
niilla aallonpituuksilla, joita molekyylien ionisaation helpottamiseksi kéytetd&n seka
matriisin tulisi olla tarpeeksi stabiili tyhjiossa. Matriisi ei mydsk&an saisi reagoida kemi-
allisesti tutkittavien molekyylien kanssa, jotta molekyyleissa ei paasisi tapahtumaan ei-

haluttuja muutoksia tai hajoamista. [28, s. 552.]

Proteiinien identifikaatioon soveltuvia matriiseja ovat muun muassa bentsoe- seka ka-
nelihapon johdannaiset seka erilaiset aromaattiset yhdisteet [34, s. 13]. Brukerin lait-
teessa kaytettava matriisi on kyllastetty a—syano—4—hydroksikanelihappo (HCCA), joka

soveltuu proteiinien seka peptidien mittaamiseen massavalilla 0.7 — 20 kDa [35, s. 4].

Naytteen valmistelussa nayte sekoitetaan naytelevylle ylimaardan matriisia. Matriisin
tehtavana on avustaa naytettda haihtumaan ja ionisoitumaan. Tyypillisesti matriisia lisa-
taan ylimaarin suhteessa naytteeseen, usein suhteessa 100:1 tai 10 000:1, silla matrii-
sin tarkeimpana tehtavana on absorboida UV-laserin tuottamaa sateilya ja ndin suojella
tutkittavia analyytteja hajoamiselta. Matriisin ylim&ara myos vahentaa analysoituvien
molekyylien keskindistd vuorovaikutusta ja saa aikaan naiden tehokkaan ionisoitumi-
sen. MALDI-TOF MS -menetelmassa tapahtuvaa ionisaatiota kutsutaan pehmeaksi
ionisaatioksi, silla analyytit eivat absorboi laserin synnyttamaa energiaa, vaan sen te-
kee matriisi. Tama tekee mahdolliseksi suurten ja monimutkaisten biomolekyylien tut-
kimisen. [34, s. 13.]

4.3.2 Suora menetelma

Suora siirrostus on yksinkertainen siirrostusmenetelma, joka on laajalti kayt6ssa rutiini-
diagnostiikassa, silla se on kayttokelpoinen ja toimiva menetelma suurimmalle osalle
rutiinisti kohdattavista bakteerilajeista. Menetelma soveltuu ei-patogeenisille bakteereil-

le tai korkeintaan luokan 2 patogeeneille. [33, s. 3.]
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Naytemateriaalina kaytetdan elatusaineella kasvavaa, mahdollisimman tuoretta baktee-
rikasvustoa. Alustalta valitaan erillispesake, joka poimitaan maljalta esimerkiksi ham-
mastikun avulla ja levitetddn mahdollisimman ohuena kerroksena naytelevyn yhdelle
naytealueella (spotille) yleensd kahtena rinnakkaisena siirrostuksena. Bakteerimassan
annetaan kuivua huoneenlammadssa, jonka jalkeen nayte peitetdan 1pul:lla matriisiliuos-
ta. Mybds matriisin annetaan kuivua huoneenldammossa, jonka jalkeen naytelevy on

valmis analysoitavaksi. [29, s. 385.] Kuvassa 6 on esitetty suora siirrostusmenetelma.
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Kuva 6. Suora siirrostus [28, s. 551, muokattu.]

Valmistajan ohjeiden mukainen naytteen ja matriisin valmistus seka naytelevyn valmis-
telu yleensa riittdd aikaansaamaan tyydyttavan bakteerien identifikaation MALDI-TOF
MS -menetelmalla. Yleensa oikein valittu matriisi riittdaa varmistamaan solujen tehok-
kaan hajoamisen, mikd on edellytyksena onnistuneella MALDI-TOF MS -analyysille.
[29, s. 390.]

4.3.3 Uuttomenetelmat

Mikali suoralla menetelméalla ei paasta haluttuun tulokseen, voidaan nayte esikasitella
happopohjaisella liuottimella, joka tehostaa tutkittavien bakteerisolujen hajoamista ja
sitd kautta parantaa identifikaation tulosta. Uuttomenetelmat auttavat irrottamaan nayt-

teesta haluttuja proteiineja, jolloin ionisaatio on tehokkaampaa ja bakteerien identifikaa-
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tio luotettavampaa [36]. Brukerin MALDI-TOF MS -menetelm&a kaytettaessa uuttome-
netelmia on kaksi erilaista; muurahaishappo-pikauutto sekd muurahaishappo-
asetonitriiliuutto. Naistd ensimméainen menetelmé on suoran siirrostuksen tapaan no-
pea ja yksinkertainen toteuttaa ja uutto tapahtuu suoraan naytelevylla. Nayte siirroste-
taan naytelevylle kuten suorassakin menetelmassa ja naytteen annetaan kuivua, jonka
jalkeen sen péaalle pipetoidaan 1 pl 70 % muurahaishappoa (formic acid, FA). Naytele-
vyn annetaan kuivua, jonka jalkeen matriisi lisdtddn naytelevylle kuten suorassa mene-

telmassa. [33, s. 3—4.]

Muurahaishappo-asetonitriiliuutto on pikauuttoa hieman tyoélaampi menetelma, jossa
naytemateriaalin uutto suoritetaan Eppendorf-putkessa. Bakteerikasvustosta siirroste-
taan 1 pl:n siirrostussilmukalla naytettd Eppendorf-putkessa olevaan ultrapuhtaaseen
veteen (300 pl), sekoitetaan tasaiseksi, jonka jalkeen putkeen pipetoidaan 900 ul 99,6
% etanolia. Seosta sentrifugoidaan 2 minuuttia (13 000 rpm), jonka jalkeen superna-
tantti kaadetaan pois, sentrifugointi toistetaan ja supernatantti poistetaan pipetoimalla.
Lopun etanolin annetaan haihtua avonaisesta putkesta ja syntyneen bakteeripelletin
koon perusteella putkeen pipetoidaan 10-30 pl 70 % muurahaishappoa (FA) ja sekoi-
tetaan hyvin. Suspensiota inkuboidaan 2 minuuttia, jonka jalkeen muurahaishappoa
vastaava maaréa 100 % asetonitriilida pipetoidaan putkeen, sekoitetaan ja nayte sentri-
fugoidaan. Lopuksi saatua supernatanttia pipetoidaan naytelevylle 1 pl ja kuivumisen
jalkeen peitetdan 1 pl:lla matriisia. [33, s. 4.]

Vaikka tutkimuksissa on huomattu, ettd uuttomenetelméat parantavat bakteerien identi-
fikaatiota monien lajien kohdalla, ei menetelmé&é usein suositella kaytettavaksi rutiini-
diagnostiikassa vaan ainoastaan sellaisten bakteerikantojen kohdalla, joille suora me-

netelma ei riitd antamaan tyydyttavaa tulosta. [29, s. 390.]

4.4  Tuloksiin vaikuttavia tekijoita

MALDI-TOF MS -menetelmdlla saatuihin proteiinispektreihin ja sitd kautta mikrobien
identifikaatioon vaikuttavat monet tekijat. Useissa tutkimuksissa on huomattu, etta
spektrien laatuun vaikuttavat niin massaspektrometrin parametrit, ndytteen valmistelu
sekd mahdollinen esikasittely. Saatuihin tuloksiin on huomattu vaikuttavan muun mu-
assa MALDI-TOF -instrumentti, kdytetyn matriisin ominaisuudet, mikrobien kasvuolo-

suhteet seké kaytetyn kasvatusalustan koostumus. [38, s. 342.]
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4.4.1 Naytteen kasittely ja inkubaatioaika

Identifikaation onnistuminen on MALDI-TOF MS -menetelmassé hyvin paljon riippuvai-
nen tutkittavasta bakteeriviljelmasta sek& naytemateriaalin riittdvyydesta. Menetelmas-
sa analysoitavia komponentteja ovat yleenséd kokonaiset bakteerisolut, jonka vuoksi
naytemateriaalin riittavyys voi muodostua ongelmaksi esimerkiksi sellaisilla lajeilla,
jotka ovat vaikeasti kasvatettavia. [30, s. 262.] Tutkimuksissa on havaittu, etta saatujen
spektrien laatu ja sité kautta onnistunut bakteerien identifikaatio on suuresti kiinni nay-
televylle levitetysta naytemaarasta [29, s. 391]. Kuvassa 7 on esitetty bakteerikonsent-
raation vaikutusta MALDI-TOF MS -menetelmdlla saatuun spektriin E.coli -bakteerilla.

Optimaalinen konsentraatio on etsitty laimennossarjojen avulla.
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Kuva 7. MALDI-TOF MS -menetelmélla saadut E.coli -bakteerin proteiinispektrit kayttaen
optimaalista sek& korkeaa E.coli konsentraatiota. [38, s. 349, muokattu.]

Naytteen levitysta naytelevylle on kdytdnnéssa kuitenkin hyvin hankala optimoida, silla
sopivanpaksuisen bakteerimassan levitys tehddan aina silm&mé&araisesti. Nain ollen
naytteen levitystekniikalla on merkitysta tunnistustulokseen, silla lian suuri tai vastaa-
vasti liian pieni maara bakteerimassaa usein hankaloittaa bakteerien tunnistusta. Ta-

man vuoksi oikeanlaisen "kasialan” harjoitteleminen on kannattavaa. Usein my0ds bak-
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teeripesakkeen koostumus vaikuttaa bakteerien tunnistumiseen. Esimerkiksi limaiset,
hyvin pienet tai tiukasti elatusaineessa kiinni kasvat pesakkeet saattavat vaikeuttaa
bakteerimassan siirtamista sekéa levitysta naytelevylle. [31.]

Naytemateriaalin riittavyyden liséksi myds bakteeriviljelman ialla on suuri merkitys pro-
teiinispektreihin ja bakteerien identifikaation onnistumiseen. Yleisesti ottaen, mita tuo-
reempi viljelma, sitd parempaan tulokseen yleensa paastaan [31]. Useissa tutkimuksis-
sa on havaittu, ettd alle neljan tunnin inkubaatioaika antaa huonoja identifikaatiotulok-
sia, ja ettd tarvitaan vahintaan kuuden tunnin inkubaatio, jotta bakteerikonsentraatio on
riittdvan suuri ja on mahdollista paasta tyydyttaviin tuloksiin. Tassa tosin on otettava
huomioon tutkittava bakteeri ja sen kasvunopeus. [29, s. 390-391.] Riittamattéman tai
lian pitkén inkubaatioajan on huomattu vaikuttavan voimakkaastikin bakteerien proteii-
nispektrien suurimpien piikkien intensiteetteihin ja sitd kautta tunnistustulokseen [39, s.
512].

MALDI-TOF MS -menetelmalla tutkittavan bakteerikannan olisi myds oltava puhdasvil-
jelma ja analysoimiseen tulisi kayttaa mielellddn naytemateriaalia ainoastaan yhdesta
pesakkeestd, silla sekaviljelmien analysointi on MALDI-TOF -laitteella hankalaa eika
kovinkaan luotettavaa. [30, s. 262.] My0Os bakteeriviljelman mahdollinen sailytys ennen
MALDI-TOF -analyysia tulisi tehdd huoneenlammaossa, silla sailytys jadkaappilampoti-

lassa usein vaikuttaa negatiivisesti tunnistustuloksiin [31].

4.4.2 Kasvatusalusta

Bakteerien kasvatusalustat koostuvat yleensa suuresta maarasta erilaisia komponent-
teja, joita ovat muun muassa suolat, antibiootit sekéa pH-indikaattorit. Naista esimerkiksi
suolojen tiedetddn vaikuttavan massaspektrometriassa inhiboivasti, ja erilaiset kasva-
tusalustan komponentit voivat hairitd bakteerien biomolekyylien ionisaatiota seka ai-

heuttaa muutoksia bakteerien proteiiniekspressiossa. [36, s. 1008.]

Tutkimuksissa on huomattu, ettd esimerkiksi MacConkey-agarin siséltamat pigmentit
saattavat vaikuttaa vaimentavasti ionisaatioon [36, s. 1012]. Toisaalta my6s esimerkiksi
TSA-agaria (Trypticase Soy Agar) kaytettaessa on huomattu, ettd syntyvét piikit eivat
ylitd 3000:tta Da, kun taas tavallisella veriagarilla paastaan yli 15 000 Da kokoisiin piik-
keihin. T&man on arveltu johtuvan veriagarin siséltamista proteiineista. Yleensa kasva-

tusalustana neuvotaan kayttdmaan ei-selektiivista alustaa, jotta sen vaikutus baktee-
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rien identifikaatioon olisi mahdollisimman pieni. Kuitenkin joitakin bakteerilajeja ei ole
mahdollista kasvattaa yksinkertaisilla kasvatusalustoilla, vaan ne vaativat joskus hyvin-
kin selektiivisia agareita kasvaakseen optimaalisesti. [39, s. 511.]

Vaikka kasvatusalusta joissain tapauksissa saattaakin vaikuttaa bakteerien proteiini-
spektreihin, on tutkimuksissa havaittu, etta spektrien muutokset eivat vaikuta baktee-
rien identifikaatioon lajitasolla, vaan saattavat vaikuttaa ainoastaan kantatason tunnis-
tukseen. [40, s. 1536.]

4.4.3 Kirjaston kattavuus

Nykyiset MALDI-TOF MS -laitteiden kirjastot on alun perin suunniteltu ihmispatogee-
nien diagnostiikkaan eikéa kirjastoja ole varsinaisesti kohdennettu elainlaaketieteellisiin
patogeeneihin. Kirjastot kuitenkin tunnistavat tyypillisimmat aerobiset gram-positiiviset
kokit ja sauvat sekd gram-negatiiviset basillit. Naistd gram-negatiiviset bakteerit ovat
yleisesti paremmin tunnistuvia, silla niiden rakenne on helpommin hajotettavissa ja sita

kautta proteiinit helpommin analysoitavissa. [19, s. 567.]

Tutkimuksissa on osoitettu, ettd hankalia identifioitavia ryhmid ovat esimerkiksi pneu-
mokokit, viridans -ryhman streptokokit seka monet anaerobiset bakteerit. Ongelmallista
pneumokokkien identifikaatiossa on niiden rakenne, silla kyseisille bakteereille tyypilli-
nen kapseli on hankala hajottaa. Streptokokkien kohdalla ongelmaksi nousee MALDI-
TOF -laitteen kirjastot, joissa monien lajien referenssispektrien méara on hyvin pieni ja

nain ollen kyseisten lajien tunnistuminen ei ole kovin luotettavaa. [29, s. 389.]

Brukerin MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoa (Bruker Taxonomy) on mahdollista paivittaa
valmistajan saannollisesti tarjoamilla paivityksilla ja talla tavalla parantaa laitteen tun-
nistuskykya. Laite tunnistaa ainoastaan sellaiset bakteerilajit, jotka ovat kirjastossa
edustettuina vahintdan yhdella kannalla. Tunnistustulos kuitenkin paranee huomatta-
vasti, mikali kirjasto koostuu yhden kannan sijasta useammasta lajin kannasta, silla
saman lajin edustajat eroavat my6s kantatasolla toisistaan. Télla tavoin kirjasto, jossa
on edustettuna saman lajin monta eri kantaa, kattaa paremmin kantatason vaihtelun
lajin sisélld ja sitd kautta mahdollistaa lajien paremman tunnistuksen. Kannat eroavat
usein toisistaan myos paikallisesti, jolloin kirjastoa on kannattavaa paivittaa alueellisilla

isolaateilla. [41.]
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Yksi suurimmista syista tiettyjen bakteerilajien- tai ryhmien vaikeaan tunnistettavuuteen
johtuu puutteista nykyisissa tietokannoissa. Vaikka monet bakteerilajeista kyetaan tun-
nistamaan suku- tai lajitasolle, harvoin on mahdollista kyeta tunnistamaan bakteeri ala-
lajitasolle. Joidenkin sukujen lajit ja sité kautta lajien spektrit ovat kuitenkin niin saman-
laisia, ettd jopa lajitason tunnistus on hankalaa tai kaytannossa lahes mahdotonta.
Yleisesti monien lahisukuisten bakteerien tunnistaminen MALDI-TOF MS -analyysilla
on hankalaa ja saattaa johtaa vaariin tuloksiin, ja tdman takia kattavien tietokantojen
luominen ja yllapitaminen on erittain tarkeaa bakteerien luotettavan identifikaation ai-

kaansaamiseksi. [30, s. 261.]

4.4.4 MALDI-TOF MS -laitteisto

Myds MALDI-TOF -laitteen toimivuuden seuranta, sdédnnoéllinen huolto seka tarvittaes-
sa tehtdva laserin tehon nosto seka detektorin toiminnan tarkastaminen on tarkeaa
luotettavien tuloksien saamiseksi. Laite tulisi kalibroida ja huoltaa saanndllisesti valmis-
tajan ilmoittamalla tavalla. Laitteen toimivuutta seurataan saanndllisesti bakteeristan-
dardin (Bacterial Test Standard, BTS) avulla suoritettavien kalibrointien avulla. [42.]
Standardi on eras E.coli -bakteerin kylmakuivattu kanta (DH5a), johon on lisatty paino-
kontrollimolekyyleja. Kalibrointiajossa 1 pl sulatettua ja liuotettua bakteeristandardia
pipetoidaan naytteen tapaan naytelevyn yhdelle spotille. Kuivumisen jalkeen paalle
pipetoidaan 1 pl matriisia ja spotin kuivumisen jalkeen naytelevy viedaan laitteen si-
saan. Kalibrointi tapahtuu joko MALDI Biotyper RTC -ohjelmassa analyysiajon alussa
tai erillisend ajona flexControl -ohjelmassa. Kalibrointi suositellaan tehtavaksi vahintaén
kerran viikossa. Laite ilmoittaa kalibrointiajon onnistumisesta ja mikali ajo ei onnistu,

taytyy laitetta saataa ennen laitteen kayton jatkamista. [33, s. 3.]

Mikali kalibrointi ei mene lapi, voidaan MALDI-TOF MS -laitteen detektorin toiminta
tarkastaa. Tarkistus tehdadan myds, mikali korkeimmat spektrien intensiteetit jaavat
mataliksi. Spektrien korkeimpien piikkien optimi-intensiteetti on noin 1-2 x 10*. Detekto-
rin toiminnan tarkastus suositellaan tehtavaksi muutaman kuukauden vélein tai tarvitta-
essa. Samalla voidaan my6s optimoida laserin tehoa. Muihin MALDI-TOF MS -laitteen
huoltotoimenpiteisiin kuuluu ionildhteen puhdistus, joka tulisi suorittaa s&&nndllisesti,
silla massaspektrometrin ionildhteen likaantuessa spektrien intensiteetit laskevat ja
tunnistusteho karsii. Muut huolto- ja sdatdtoimenpiteet tapahtuvat laitteen valmistajan

kautta joko l&hi- tai etédhuoltona. Laitteen oikeaoppinen ja saanndllinen huolto takaa
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sen, etta laite toimii optimaalisesti ja bakteerien identifikaatio on mahdollisimman teho-
kasta. [42.]

5 Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena oli tutkia MALDI-TOF MS -menetelméalla suoritettavan bakteerin-
tunnistuksen soveltuvuutta Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifioimisessa, selvit-
tamalla, miten kyseisen heimon eri bakteerisuvut tunnistuvat laitteen avulla. Ensimmai-
sessa vaiheessa MALDI Biotyper -laitteen tietokantaa laajennettiin lisaamalla sinne
Pasteurellaceae-heimon bakteerilajien uusia kantoja. Kirjaston laajentamisen jalkeen,
lisattyjen bakteerikantojen sekda muiden Pasteurellaceae-heimon bakteerikantojen toi-
mintaa tarkasteltiin tyotd varten valittujen bakteerikantojen avulla. Pasteurellaceae-
heimon lajien tunnistusta verrattiin ennen ja jalkeen kirjaston laajennuksen. My6s hei-
mon lajien sukulaisuuksia tutkittin MALDI Biotyper -laitteella luotujen dendrogrammien
avulla. Toisessa vaiheessa Pasteurellaceae-heimosta valittin Mannheimia seka Pas-
teurella bakteerisuvut, joiden tunnistumista verrattiin Evirassa kaytettaviin perinteisiin

biokemiallisiin menetelmiin, ja saatuja tunnistustuloksia verrattiin keskenaan.

6 Materiaalit

6.1 TyoOssa kaytetyt kannat

Opinnaytety6ta varten Pasteurellaceae-heimosta valittiin eldinlaaketieteellisesti merkit-
tavia bakteerilajeja. Lajeja valittaessa pyrittiin ensisijaisesti keskittymaén sellaisiin lajei-
hin, joiden diagnostiikkaa toteutetaan Evirassa ja jotka ovat siksi laboratorioille tarpeel-
lisia. Mukaan valittiin kuitenkin Avibacterium-sukuun kuuluva A. paragallinarum -kanta,
jota ei ole eristetty eldaimistd Suomessa, mutta jonka diagnostiikkaa Evira on tarvittaes-

sa lupautunut suorittamaan.

Osa kaytettavistéa bakteerikannoista tilattin DSMZ -kantakokoelmasta (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen uns Zellkulturen GmbH) ja loput olivat laboratorioiden
elainnaytteista eristettyja kantoja Eviran Helsingin, Kuopion, Oulun sek& Seinéjoen
laboratorioista. MALDI-TOF MS -laitteen tietokannan laajentamiseen kaytettiin ainoas-

taan tyyppikantoja ja bakteerikantoja, jotka olivat riittdvan tarkasti varmennettuja PCR -
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tyypityksella tai sekvensoimalla. Tyyppikantoja ja muita varmennettuja kantoja kaytet-
tiin laitteen kirjaston laajentamiseen ja niiden sekd muiden tydssa kaytettyjen kantojen
avulla tutkittiin eri bakteerisukujen seka -lajien tunnistumista ennen ja jalkeen kirjaston
laajentamisen. Tyodssa kaytettin myos MALDI Biotyper -laitteella jo aikaisemmin labo-
ratoriossa tehtyjen bakteerikantojen identifikaatioajojen tuloksena saatuja spektreja.

Taulukossa 9 on esitetty kaikki tydssa kaytetyt bakteerisuvut seka -lajit. Bakteerilajien
peraan on sulkeisiin merkitty kaytettyjen kantojen lukumaéara kyseisesta lajista. Varmis-

tettujen kantojen lukumaara kyseisesta lajista on merkitty sulkeisiin tummennetulla.

Taulukko 9. Tydssa kaytetyt bakteerisuvut ja -lajit.

Actinobacillus Avibacterium Bibersteinia
A. equuli (3+3) A. paragallinarum (1) |B. trehalosi (1+7)
A. seminis (1) Avibacterium sp. (1+2)

A. porcinus (1)
A. lignieresii (4)
A. pleuropneumoniae (8)

Histophilus Haemophilus Mannheimia
H. somni (6+6) H. felis (1) M. haemolytica (11)
H. parasuis (4) M. varigena (11)

Haemophilus sp. (1) M. ruminalis (1+2)
M. granulomatis (1)
Mannheimia sp. (1+10)

Nicoletella Pasteurella Pasteurellaceae

N. semolina (2) P. canis (1) P. Bisgaard taxon 26 (1)
P. dagmatis (1)

P. multocida (5+13)
P. pneumotropica (1)
Pasteurella sp. (4)

Tyossa kaytettiin yhteensa 115 bakteerikantaa yhdeksasta eri bakteerisuvusta. Baktee-
rikannoista 25 kappaletta oli varmennettuja PCR:lla tai sekvensoimalla ja loput perin-

teisin menetelmin laboratorioissa identifioituja kantoja.
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6.2 Kantojen viljely

Kaytettavat elatusaineet valittiin viljeltavien bakteerien mukaan. Suurinta osaa kannois-
ta kasvatettiin tavallisella naudanveriagarilla, mutta tarpeen mukaan kaytettiin myos
CEM I-, FAA- (Fastidious Anaerobe Agar) tai GC -agareita (Gonokokkiagar).

Osa kannoista viljeltiin ensin naudanveriagarille, johon viljeltiin mukaan Staphylococcus
aureus -bakteeri. Tietyt bakteerit kasvavat nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NAD) riip-
puvaisesti, joten viljelmassa taytyy olla mukana kyseista koentsyymié tuottava baktee-
rikanta (esim. S. aureus). Alkuperaisesta viljelmasta valittiin satelliittina S. aureuksen
vieressa kasvava pesake, joka edelleen viljeltin CEM I -alustalle. Tallaisia bakteerikan-
toja olivat mm. A. paragallinarum, A. pleuropneumoniae, H. felis sekd Pasteurellaceae
Bisgaard taxon 26. A. seminis -bakteerikanta viljeltiin rikkaammalle FAA-alustalle, silla
sita ei saatu pysymaan hengissa tavallisella naudanveriagarilla. H. somni -kannat GC-
alustalle ja kaikki muut kannat tavalliselle naudanveriagarille.

Maljoja inkuboitiin hiilidioksiatmosfaarissa (5 % CO,) 37 °C:een lampdtilassa 1-2 pai-

vaa bakteerista riippuen. Kaikki bakteerikannat pakastettiin mythempaa kayttéa varten.

7 Menetelméat

7.1 Referenssispektrien luominen

Tybn seuraavassa vaiheessa hyoddynnettiin Brukerin MALDI Biotyper -laitteen ominai-
suutta, jonka avulla laitteen MSP-tietokantaan oli mahdollista lisata omien, laboratori-
ossa eristettyjen, bakteerikantoja referenssispektreja laitteen ohjelmiston avustuksella.
Kirjastoon viemisen edellytyksend on, etta bakteerikantojen on ehdottomasti oltava
joko tyyppikantoja tai muilla luotettavilla tavoilla, kuten sekvensoinnilla, varmennettuja
kantoja. [42, s. 1.]

Kirjastoon vietdvan bakteerikannan referenssispektri (Main Spectral Projection, MSP)
esittdd kyseisen bakteerikannan yksil6llisté proteiinispektria [43, s. 4]. Jotta MSP olisi

tarpeeksi edustava, tulisi sen koostua vahintdan 20 erillisesta spektrista. Tatd MSP:ista
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koostettua kirjastoa kaytetaan siten tuntemattomien analyyttien tunnistuksessa. [32,
s.113].

7.1.1 Kantojen kasittely

MSP:n luomisen ensimmaisessa vaiheessa tuoreille bakteerikannoille suoritettiin muu-
rahaishappo-asetonitriiliuutto. Ennen tata valmistettiin tuore bakteeristandardi (BTS)
sekda HCCA-matriisi.

1 pl uutossa syntynyttd supernatanttia pipetoitiin ndytelevylle kahdeksaan rinnakkai-
seen spottiin, joiden annettiin kuivua. Tuoretta BTS:aa pipetoitiin 1 pl kahteen spottiin
keskella naytelevya. Seuraavaksi naytteiden seka BTS:n paalle pipetoitiin 1 pl tuoretta

HCCA-matriisia. Taman jalkeen naytelevy vietiin laitteen sisaan.

Naytelevylle (96 paikkainen) mahtui kerrallaan 11 uutettavaa kantaa (kahdeksan spot-
tia/kanta), joten kantojen uutot tehtiin useassa erassa. Kaytetyn BTS:n seka matriisin

tuli olla jokaisella uuttokerralla tuoreita ja ne valmistettiin juuri ennen jokaista ajoa.

7.1.2 BTS:n seka kantojen ajo

Laitteen kalibrointi-, kanta- seka BTS-spottien tarkistus seka spottien ajo suoritettiin
MALDI Biotyper -laitteen flexControl -ohjelmassa. Jokaisen bakteerikannan kaikille
kahdeksalle spotille syntyi ajossa kolme spektria, jolloin yhden kannan spektrisarja
koostui yhteensé 24:sta spektrista.

Ennen spektrien ajoa laitteen toiminta tarkastettiin BTS-kalibroinnilla. Tdman jalkeen
jokaisen kantaspotin sekd BTS-spotin piikkien intensiteetit tarkistettin manuaalisesti
laserin avulla. Jokaisen spotin korkeimpien piikkien intensiteetti tuli olla yli 10 000
(10). Mikali piikkien intensiteetit jaivat mataliksi, taytyi laserin teho tarkastaa tai suorit-
taa uutto uudelleen. Tassé vaiheessa oli myds mahdollista hylatd yksittdinen kanta-
spotti, jonka intensiteetit jaivat lian mataliksi, mutta talléin menetettiin kyseisen spotin
kolme ajamatta jaavaa spektrid. Ajon viimeisessé vaiheessa spotit kirjattiin ja niiden ajo
ohjelmoitiin flexControl -ohjelmaan, jonka jalkeen kaynnistettiin spottien varsinainen

ajo.
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7.1.3 BTS-spektrien tarkastaminen

Naytespottien ajon jalkeen siirryttiin flexAnalysis -ohjelmaan, jossa ensin tarkistettiin,
etta ajetun BTS -spotin kahdeksan piikkia olivat maaratyissa massarajoissa. Tarkasta-
misessa kaytettiin apuna alla olevaa taulukkoa 10.

Taulukko 10. BTS:n piikkien massarajat [42, s. 2.]

BTS proteiini Referenssimassa | + 300 ppm vaihteluvali
RL29 [M+2H]2+ 3637.8 Da 3636.7 - 3638.8 Da
RS32 [M+H]+ 5096.6 Da 5095.3 - 5098.3 Da
RS34 [M+H]+ 5381.4 Da 5379.8 - 5383.0 Da
RS33meth [M+H]+ 6255.4 Da 6253.5 - 6257.3 Da
RL29 [M+H]+ 7274.5 Da 7272.3-7276.7 Da
RS19 [M+H]+ 10300.1 Da 10297.0 - 10303.2 Da
RNAse A [M+H]+ 13683.2 Da 13679.1 - 13687.3 Da
Myoglobin [M+H]+ 16952.3 Da 16947.2 - 16957.4 Da

BTS -spotin spektrien piikeista tarkastettiin, etta ne osuivat 300 ppm:n vaihteluvalille.

Kahdeksasta piikista korkeintaan kaksi sai olla massarajojen ulkopuolella.

7.1.4 Spektrien esikasittely

Ennen spektrien varsinaista kasittelyd kunkin kannan saadulle spektridatalle suoritettiin
esikasittely. Esikasittelyssa tarkoituksena on korjata spektrien intensiteetti- sekd mas-
sal/varaus -arvoja. Tama tapahtuu muun muassa taustakohinan sek& datan maaran
vahentamiselld, joilla kannan spektrit saadaan sellaiseen muotoon, jossa niitd pysty-
taan helposti vertailemaan keskenaan. [44.] flexAnalysis -ohjelma suoritti datan esika-

sittelyn automaattisesti.

Esikasittelyssa kaytettiin  kahta ohjelman automaattista toimintoa. Smoothing -
toiminnolla kasiteltdvan kannan datan pisteet keskiarvoistettiin suhteessa viereisiin
pisteisiin, jolloin taustakohinan maara saatiin mahdollisimman pieneksi. Baseline
substraction -toimintoa kaytettiin tasoittamaan spektrien pohjaviivat, jolloin pohjaviivan
vaihtelevuus saatiin minimoitua naytteiden valilla. Vaihtelevuus on seurausta esimer-
kiksi matriisin aiheuttamasta kemiallisesta taustakohinasta. Molempia toimintoja kayte-
tdédn datan normalisointiin, jonka avulla kantojen spektreja pystytddn paremmin ver-
taamaan toisiinsa [45]. Kuvassa 8 on ndkyvissd MSP:n luonnin aikana saatu Biberstei-

nia trehalosi -kannan (ba-375) spektrien (24 kpl) raakadata ennen sen normalisointia.



Mass Spectrum
Intens:
[au]
x104

25

20

2000 14000

Kuva 8. Spektrien piikit ennen esikasittelya.

Kuvassa 9 on esitetty saman kannan esikasitelty ja normalisoitu raakadata.
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Kuva 9. Spektrit esikasittelyn ja normalisoinnin jalkeen.
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Viela ennen spektrien lopullista tarkistusta, saadut, esikasitellyt spektrit ja niiden piikit
kaytiin manuaalisesti |api puuttuvien tai ylimaaraisten piikkien (outlier) varalta massa-
alueelta 3000-10 000 m/z. Mikali puuttuvia tai ylimaaraisia piikkeja loytyi, kyseinen
spektri poistettiin.

7.1.5 Spektrien kasittely

Seuraavassa vaiheessa kunkin kannan spektrien korkeimmat spektrien piikit tarkastet-
tiin massavalilla 3000-10 000 m/z (Da) aina tuhannen vélein. Tarkastamisessa kaytet-

tiin apuna taulukkoa 11.

Taulukko 11. Spektrien piikkien 500 ppm:n massarajat kullakin massa-alueella.

Massa (m/z) | Erotus
3000 <15
4000 <2.0
5000 <25
6000 <3.0
7000 <35
8000 <4.0
9000 <45
10000 <5.0

Spektrit tarkastettiin alkaen massasta 3000 m/z (Da). Kyseisen massan alueelta valit-
tiin korkein piikki, jonka kohdalta spektreja siirryttiin tarkastelemaan lahemmin. Spekt-
rien joukosta valittiin spektrien huippujen x-akselien arvojen perusteella arvoltaan suu-
rin sek& pienin eli ne spekitrit, joiden huiput ovat kaikista kauimpana toisistaan. Tama
on havainnollistettu kuvassa 10, jossa ollaan massa-alueella 6400 m/z. Spektrien hui-

put etsittiin silmamaaraisesti arvioimalla.
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Kuva 10. Kauimmaisten spektrien huippujen etsiminen.

Taman jalkeen laskettiin kyseisten huippujen x-arvojen erotus ja tuloksen tuli olla taulu-
kossa 15 esitetyssa rajoissa eli massa-alueella 3000 m/z korkeintaan 1.5. Mikali piikit
olivat massarajojen sisélla, siirryttiin massaan 4000 m/z ja siitd edelleen eteenpéin tu-
hannen vélein aina massaan 10 000 m/z asti. Mikali kauimmaiset huiput olivat liian
kaukana toisistaan ja niiden vélinen erotus oli liilan suuri, taytyi arvioidusta keskimaa-
raisesta huipusta kauempana ollut spektri poistaa. Lopuksi jaljelle jdanyt spektrisarja,
jonka tuli tdssd vaiheessa koostua vahintdan 20 spektristd, tallennettiin ja siirrettiin

MALDI Biotyper OC -ohjelmassa osaksi itse luotua Projects-kirjastoa.

7.2 Pasteurellaceae-heimon bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysi

Ennen MALDI-TOF MS -analyysia bakteerikannat viljeltiin valituille elatusaineille. On-
nistuneen MALDI-TOF MS -analyysin perustana on mahdollisimman tuore bakteerivil-
jelmd&; optimaalinen inkubointiaika riippuu tutkittavasta bakteerilajista seka -kannasta.
Suurinta osaa kannoista inkuboitiin yksi vuorokausi, jonka jalkeen MALDI-TOF MS -
analyysi suoritettiin. Mikali kasvu oli hyvin heikkoa 24 tunnin inkuboinnin jalkeen, jatket-

tiin kasvatusta toiset 24 tuntia.
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Bakteeriviljelmien inkuboinnin jalkeen suoritettiin niiden MALDI-TOF MS -analyysi.
Naytteen kasittelyssa kaytettiin suoraa siirrostusmenetelméé. Maljalta otettiin hammas-
tikulla yksi yksittéaginen bakteeripesake, joka levitettiin huolellisesti naytelevyn kahteen
spottiin. Naytelevyn annettiin kuivua, jonka jalkeen jokaisen spottiin pipetoitin 1 pl
HCCA -matriisia. Taméan jalkeen matriisin annettiin kuivua, jonka jalkeen naytelevy siir-
rettiin laitteen sisaan ja analysoitiin MALDI-TOF MS -laitteella.

Kaikki varmistetut seka muut bakteerikannat (115 kpl) ajettiin tavanomaisella tunnis-
tusajolla MALDI Biotyper RTC -ohjelmassa kahdessa rinnakkaisessa spotissa. Kannat
ajettiin valmistajan bakteerikirjastoa vasten (Bruker Taxonomy). Kahdesta rinnakkai-
sesta naytespotin spektrista valittiin se, joka antoi korkeammat vastaavuuspisteet (sco-

re value) ja tata spektria kaytettiin myds seuraavassa ajossa.

Kirjaston laajennuksen jalkeen kannat ajettiin uudestaan vasten laajennettua kirjastoa,
johon valittiin valmistajan kirjaston lisaksi kaikki tietokantaan itse lisattyjen bakteerikan-
tojen MSP:t. Ajot suoritettin MALDI Biotyper OC -ohjelmalla, jossa Biotyper RTC -
ohjelmalla saadut, ajotiedostoihin tallennetut spektrit oli mahdollista hakea ja ajaa néai-
hin tallennetut spektrit uudestaan offline-tilassa haluttuja kirjastoja vasten. Kirjastoksi
valittiin Projects-kirjasto, jonne itse lisatyt bakteerikannat oli MSP:n tekovaiheessa vie-
ty. Biotyper OC -ohjelmalla saatuja tuloksia verrattiin aikaisemmin Biotyper RTC -
ohjelmalla saatuihin tunnistusajojen tuloksiin ja katsottiin, onko Pasteurellaceae-

heimon bakteerien tunnistus parantunut.

7.3 MSP-dendrogrammit

MSP-dendrogrammien avulla on mahdollista tarkastella, kuinka laheista sukua vertail-
tavat bakteerilajit tai -suvut ovat keskendan [32, s. 139]. Dendrogrammit luotiin MALDI
Biotyper OC -ohjelman avulla ja lahtédatana kaytettiin kirjastossa olevien bakteerikan-
tojen MSP:ita.

7.4 Mannheimia-suvun bakteerien identifikaatio perinteisilla menetelmilla

Mannheimia-suvusta valittin muutamia bakteerikantoja, joiden tunnistumista tutkittiin

myds perinteisin Eviran laboratorioiden nykyisin kayttdmin biokemiallisin menetelmin.



34

Tutkittaviksi valittin sellaisia kantoja (11 kpl), joiden kohdalla MALDI-TOF MS -
menetelma ei antanut tyydyttavaa tulosta. Tamén lisaksi mukaan otettiin yksi tyossa
kaytetyista tyyppikannoista, jonka avulla perinteisen menetelman toimivuutta voitiin
tarkastella.

Eviran laboratoriossa Mannheimia-suvun tunnistukseen on kaytdéssa Mannheimia -
testisarja, joka koostuu 14:sta biokemiallisesta testistd. Taman lisaksi kannoille tehtiin

gram-varjays. Mannheimia-testisarjan tydohje on esitetty liitteessa 1.

7.5 Pasteurella-suvun bakteerien identifikaatio perinteisilla menetelmilla

Myds Pasteurella-suvun tunnistumista tutkittiin biokemiallisin menetelmin. Tutkittavaksi
valittiin viisi eri Pasteurella-kantaa, joihin kuului nelja eri Pasteurella-lajia: P. canis (2

kpl), P. dagmatis, P. multocida sek& P. pneumotropica.

Eviran laboratorioissa Pasteurella-suvun tunnistukseen on kaytdssa tunnistettavasta
kannasta riippuen joko APl 20NE -testi (bioMérieux) tai Pasteurella-testisarja, joka
koostuu kymmenesta biokemiallisesta testista. API -testilla tutkittin P. multocida seka
P. pneumotropica -kannat. Testin tydohje on esitetty liitteesséa 2. Loput kannoista tutkit-

tiin Pasteurella-testisarjan avulla.
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8 Tulokset jatulosten tarkastelu

8.1 MALDI-TOF MS -laitteen kirjastosta [6ytyvat bakteerikannat

Kuvassa 11 on esitetty kaikki MALDI Biotyper -laitteen kirjastosta (Bruker Taxonomy)
Idytyneet Pasteurellaceae-heimon bakteerisuvut seka -lajit. Bakteerilajin nimen jalkeen
on merkitty sulkuihin kyseisesté lajista 16ytyvien kantojen lukumaara.

A. actinamycetemeomitans (5)
A. pleuropreumonioe (2)

A suls (2) A aphrophilus (3) A gl p
A, delphinicaia (1) . gallinarum (1]

A, ureoe (1) A (1) As 2
A. equuli ssp equuli (1) - rossif (1] - segnis (2) A. volantium (1)

A. lignieresif (1)

P. preumatropica (2)
P. stomatis (2}
P bettyae (4)

I P. multocide ssp multocide (1)

. haemalytica (4) M. varigena (1) H. haemelyticus (21] . H. paraphrohaemolyticus (1)
H. ducreyi (1)

A avium (1)
Aggregatibacter

Avibacterium

Actinobacillus

B. trehalosi (4)

Bibersteinia

Pasteurella

Pasteurellaceae

G. onatis (2)
Gallibacterium

Mannheimia
H. parasuis (3)

Histophilus Haemophilus
H. pittmaniae (2)

M. granulomatis (1)

M. glucosida (1) H. somni (2) H. influenzae (8) . .
H. hoemoglobinophilus (1)

H. parahaemolyticus (6) H. parainflienzae (7)

Kuva 11. MALDI Biotyper -laitteen kirjastosta |10ytyvéat Pasteurellaceae-heimon bakteerisuvut seka -lajit.

Kirjastossa oli edustettuna heimosta yhdeksan eri bakteerisukua. Useiden sukujen
kohdalla kirjasto koostui ainoastaan yhdestéa tai muutamasta eri lajista, joissa kantojen
lukumaara oli pieni. Tallaisia sukuja olivat muun muassa Bibersteinia, Gallibacterium

seka Histophilus.
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Laitteen kirjastoon liséttiin onnistuneesti kaikki tyota varten saadut, varmennetut bak-

teerikannat, joita oli yhteensa 25 kappaletta. Taulukossa 12 on esitetty kaikki kirjastoon

lisatyt bakteerikannat seké spektrien lukumaara, josta kyseisen bakteerikannan luotu

MSP koostuu. Uusia, kirjastosta alun perin puuttuvia bakteerilajeja oli yhteensa kah-

deksan ja ne on merkitty taulukkoon lihavoituina.

Taulukko 12. MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon lisatyt bakteerikannat.

Bakteerikanta Tunniste Varmistusmenetelma | Spektrien maara
Nicoletella semolina DSM 16380 Tyyppikanta 20
Avibacterium paragallinarum DSM 18554 Tyyppikanta 23
Actinobacillus equuli ssp haemolyticus | DSM 22436 Tyyppikanta 23
Mannheimia ruminalis DSM 21141 Tyyppikanta 21
ATCC 15768,
Actinobacillus seminis DSM 22263 Tyyppikanta 24
Histophilus somni KBAK-1493/3 | PCR 23
Histophilus somni KBAK-1914/1 |PCR 19
Histophilus somni KBAK-1890/3 | PCR 19
Histophilus somni KBAK-1691/2 | PCR 18
Histophilus somni KBAK-1589/3 | PCR 21
Actinobacillus porcinus ba-1263 Sekvensointi 23
Bibersteinia trehalosi ba-375 Sekvensointi 21
Nicoletella semolina KBAK-7985 Sekvensointi 20
Actinobacillus equuli KBAK-2940/1 | Sekvensointi 23
Actinobacillus equuli KBAK-2955/1 | Sekvensointi 23
Mannheimia sp. KBAK-787/2 | Sekvensointi 24
Haemophilus felis KBAK-2876 Sekvensointi 22
Pasteurella multocida ba-4121/1 Sekvensointi 23
Pasteurella multocida ba-4122/2 Sekvensointi 23
Pasteurella multocida ba-4123 Sekvensointi 23
Pasteurella multocida ba-4124/1 Sekvensointi 23
Pasteurella multocida ba-4120/2 Sekvensointi 21
Histophilus somni ba-368 Sekvensointi 21
Pasteurellaceae Bisgaard taxon 26 | KBAK-485 Sekvensointi 23
Avibacterium sp. KBAK-9521 Sekvensointi 23

Kirjastoon vietiin kantoja yhteensa 13:sta eri bakteerilajista. Useista lajeista lisattiin

kirjastoon useampi saman lajin eri kanta.
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Suurin osa kannoista saatiin lisattya laitteen kirjastoon ensimmaiselld yrittAmalla, muu-
tama Histophilus somni -bakteerikanta (KBAK-1914/1, KBAK-1890/3, KBAK-1691/2)
jouduttiin uuttamaan toiseen tai kolmanteen kertaan, silla spektreissa oli sen verran
hajontaa, etta spektrien kasittelyvaiheessa spektreja jouduttiin poistamaan niin monta,
ettei MSP ollut enda edustava. Tasta johtuen kyseisten kantojen MSP:t koostettiin lo-
pulta alle 20:sta spektrista huolimatta siitd, ettd valmistajan suosituksena oli koostaa
MSP vahintaan 20 spektrista.

8.3 Pasteurellaceae-heimon bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysi

MALDI-TOF MS -analyysi suoritettiin kaikille tydssa kaytetyille 115:sta bakteerikannal-
le. MALDI Biotyper RTC- sek&d OC -ohjelmilla saatuja bakteerikantojen tunnistustulok-

sia verrattiin kesken&an ja tarkasteltiin bakteerisuvuittain.
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8.3.1 Actinobacillus

Actinobacillus-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty
taulukossa 13. Vasemmanpuoleisessa sarakkeessa on esitetty kyseisen bakteerikan-
nan identifikaatiotulos, joka on saatu kayttamalla perinteisia biokemiallisia identifikaa-
tiomenetelmia. Keskimmaisessd sarakkeessa néakyy identifikaatiotulos, joka on saatu
ajettaessa kanta valmistajan kirjastoa (Bruker Taxonomy) vasten MALDI-TOF MS -
laitteella Biotyper RTC -ohjelmalla ja oikeanpuolimmaisessa sarakkeessa kanta on
ajettu valmistajan kirjastoa sek& kirjastoon itse lisattyja kantoja (Projects) vasten
Biotyper OC -ohjelmalla. Identifikaatiotuloksen (ID) perassa tummennetulla on esitetty
kanta, jota vasten saatiin parhaat vastaavuuspisteet (score value). Bakteerin nimi on
merkitty tummennetulla vasemmanpuoleiseen sarakkeeseen, mikali kyseessa on tyyp-

pikanta tai muu varmennettu kanta, joka lisattiin laitteen bakteerikirjastoon.

Taulukko 13. Actinobacillus-suvun MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio | Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) | Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)
ID Tunniste Score|ID
A. equuli KBAK-2940/1 Actinobacillus equuli ssp equuli DSM 19655T DSM Actinobacillus equuli ssp haemolyticus DSM 22436 Evira
A. equuli KBAK-2955/1 Actinobacillus equuli ssp equuli DSM 19655T DSM Actinobacillus equuli ssp haemolyticus DSM 22436 Evira
A. equuli KBAK-968 Actinobacillus suis DSM 19774 DSM Actinobacillus equuli ssp haemolyticus DSM 22436 Evira
A. equuli KBAK-70 Actinobacillus equuli ssp equuli DSM 19655T DSM Actinobacillus equuli ssp haemolyticus DSM 22436 Evira
A. equuli HBAK-2379/1 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus equuli ssp haemolyticus DSM 22436 Evira
A. equuli ssp haemolyticus|DSM 22436 Haemophilus parahaemolyticus DSM 21417T DSM Actinobacillus equuli ssp haemolyticus DSM 22436 Evira
A. seminis DSM 22263 |1.731 |Pasteurella multocida FI FLR Actinobacillus seminis DSM 22263 Evira
A. porcinus ba-1263 Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL
A. lignieresii KBAK-6883 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. lignieresii KBAK-10208 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
A. lignieresii HBAK-1424/1 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. lignieresii HBAK-2561/2 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. pleuropneumoniae KBAK-9121 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. pleuropneumoniae KBAK-482 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. pleuropneumoniae KBAK-519 Actinobacillus pleuropneumoniae DSM 13472T DSM Actinobacillus pleuropneumoniae DSM 13472T DSM
A. pleuropneumoniae KBAK-520 1.973 | Actinobacillus pleuropneumoniae DSM 13472T DSM Actinobacillus pleuropneumoniae DSM 13472T DSM
A. pleuropneumoniae KBAK-2172 |1.954 |Actinobacillus pleuropneumoniae DSM 13472T DSM (1.954 | Actinobacillus pleuropneumoniae DSM 13472T DSM
A. pleuropneumoniae HBAK-284/2 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. pleuropneumoniae HBAK-518/1 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
A. pleuropneumoniae HBAK-2120/2 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL

Actinobacillus-suvun bakteerikantoja analysoitiin tyén aikana 20 kappaletta ja kantoja
oli viidestéa eri bakteerilajista. A. equuli sekd A. pleuropneumoniae -bakteerikantoja oli
maarallisesti eniten ja muutamista lajeista oli saatavilla vain yksi bakteerikanta. Nelja
bakteerikantaa lisattin MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon.

A. equuli -kannan (DSM 22436) lisays kirjastoon selvasti paransi lajin tunnistumista,
silla kaikkien kantojen tunnistustulos parani kannan lisddmisen jalkeen. Aikaisemmista
tutkimuksista tiedettiin, ettda MALDI-TOF MS -menetelma ei kykene luotettavasti tunnis-
tamaan A. equuli -bakteerin alalajeja (ssp equuli & ssp haemolyticus) eikd my6dsk&an

A. suis -kantaa naista kahdesta, silla lajit ovat fylogeneettisesti hyvin samanlaisia. Ala-
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lajit pystytd&n kuitenkin usein erottamaan toisistaan muutaman biokemiallisen testin
avulla. Rutiinidiagnostiikassa ei kuitenkaan usein ole tarvetta identifioida lajeja alalaji-
tasolla asti, joten alalajien virheellinen tunnistuminen ei yleensa ole ongelma. [4, s.
242.]

A. seminis -bakteeria ei 16ytynyt alkuperaisesta valmistajan kirjastosta ja tydn aikana
sinne lisattiin yksi kyseisen lajin kanta (DSM 22263). Lajin tunnistumisesta MALDI-TOF
MS -menetelmélla ei kuitenkaan pystytd antamaan luotettavia tuloksia, koska muita

lajin kantoja ei ollut saatavilla.

MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon itse lisatyista bakteerikannoista A. porcinus -kanta
(ba-1263) tunnistui virheellisesti H. parasuis -bakteeriksi. Virheellisen identifikaation on
voinut aiheuttaa esim. kontaminaatio, kannan pakastuksessa sattunut virhe tai sitten

MSP:n luonti ei ole kyseisen kannan kohdalla onnistunut.

A. lignieresii -bakteerin kannat eivat tunnistuneet MALDI-TOF MS -menetelmélla. Ylla
olevasta taulukosta huomataan, etta lahes kaikki A. lignieresii -bakteeriksi perinteisin
menetelmin identifioidut kannat tunnistuvat MALDI-TOF:lla A. pleuropneumoniae -
bakteereiksi. Aikaisemmin tehdyista tutkimuksista kavi kuitenkin ilmi, ettéa A. lignieresii
sekd A. pleuropneumoniae -bakteerit tunnistuvat usein ristin MALDI-TOF MS -
analyysilla, silla kyseiset kannat ovat hyvin laheistd sukua keskenaan. A. lignieresii on
marehtijoiden ja A. pleuropneumoniae sikojen patogeeni, joten eristyskohteesta pystyy
paattelemaén kummasta bakteerista on kyse. Koska kaikki tydssa kaytetyt A. lignieresii
-kannat oli eristetty naudoista, voidaan paatella, ettda MALDI-TOF MS -menetelméan
antama tulos on suurella todennakoisyydella virheellinen laitteen tunnistaessa kannat
ristiin. Bakteerit on mahdollista erottaa myds NAD-riippuvuutta tarkastelemalla; A.
pleuropneumoniae -bakteerin Suomessa tavattava tyyppi (biotyyppi 1) on NAD-

riippuvainen toisin kuin A. lignieresii -bakteeri.

A. pleuropneumoniae -bakteeri tunnistui menetelmalla suhteellisen hyvilla vastaavuus-
pisteillda muutamaa kantaa lukuun ottamatta (KBAK-519, KBAK-520, KBAK-2172).
Huomattava asia oli myos, ettd sikojen NAD-riippuvaiset taudinaiheuttajabakteerit (A.
pleuropneumoniae seka H. parasuis) kyetaan erottamaan toisistaan MALDI-TOF MS -
analyysilla luotettavasti. Tasta on paljon hyotya, silla kyseisten bakteerien erottaminen

perinteisilla biokemiallisilla menetelmill& on usein haasteellista.
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8.3.2 Avibacterium

Avibacterium-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty
taulukossa 14.

Taulukko 14. Avibacterium-suvun MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)

ID Tunniste Score |ID Score|ID
A. paragallinarum | DSM 18554 Avibacterium endocarditidis DSM 18224T DSM [2.254 | Avibacterium paragallinarum DSM 18554 Evira
Avibacterium sp. |KBAK-9521 Haemophilus haemolyticus DN624 SLH 2.302 | Avibacterium sp. KBAK 9521 Evira

Avibacterium sp.  |OBAK-2529/3 |1.871 |Avibacterium endocarditidis DSM 18224T DSM [1.871 |Avibacterium endocarditidis DSM 18224T DSM

Avibacterium sp HBAK-2585 [2.096 |Avibacterium endocarditidis DSM 18224T DSM |2.096 | Avibacterium endocarditidis DSM 18224T DSM

Avibacterium-suvun bakteerikantoja analysoitiin tyon aikana ainoastaan nelja kappalet-
ta. Kannosta kolme oli alun perin identifioitu ainoastaan sukutasolle (Avibacterium sp.)
ja neljas kanta (A. paragallinarum, DSM 18554) liséttiin MALDI-TOF MS -laitteen kirjas-

toon.

A. paragallinarum -bakteeri puuttui MALDI-TOF MS -laitteen kirjastosta kokonaan, jo-
ten sen lisddmisella saatiin lajin identifikaatiomahdollisuutta parannettua. Tydssa kay-
tettiin kuitenkin vain yhtd kantaa, silla itse eristettyja kantoja ei ollut saatavilla, koska
lajia ei ole eristetty Suomessa. Evira on kuitenkin lupautunut suorittamaan kyseisen
lajin diagnostiikkaa tarvittaessa, joten kanta haluttiin lisdtd MALDI-TOF MS -laitteen
kirjastoon. Avibacterium-suvun identifikaation parempi tarkasteleminen vaatisi MALDI-
TOF MS -menetelman testaamista suuremmalla maaralla kyseisen suvun kantoja, silla

nain pienella otannalla luotettavia ja kattavia tuloksia ei pystyta esittdmaan.

Tyon aikana tehtyjen MSP-dendrogrammien avulla voitiin lajin tunnistumisesta kuiten-
kin paatella, ettei se luultavasti tunnistu muiksi Pasteurellaceae-heimon lajeiksi kovin

herkasti, silla se erottuu dendrogrammissa selkedsti omaan haaraansa.
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8.3.3 Bibersteinia

Bibersteinia-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty

taulukossa 15.

Taulukko 15. Bibersteinia-suvun MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)
ID Tunniste Score |ID Score|ID

B. trehalosi |ba-375 2.331 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG |2.331 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG
B. trehalosi |KBAK-19149 [1.987 [Mannheimia haemolytica 535 LAL 1.987 |Mannheimia haemolytica 535 LAL

B. trehalosi |KBAK-4628 |2.432 |Bibersteinia trehalosi CCUG 35739 CCUG [2.432 | Bibersteinia trehalosi CCUG 35739 CCUG
B. trehalosi |ba-664 2.351 | Mannheimia haemolytica GD44 GDD 2.351 | Mannheimia haemolytica GD44 GDD

B. trehalosi |SBAK-4330 |[2.426 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG [2.426 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG
B. trehalosi |HPBA-9 2.371 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG |2.448 | Bibersteinia trehalosi HBAK 963 Evira

B. trehalosi |HBAK-2289/1 |2.420 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG [2.420 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG
B. trehalosi |HBAK-2344/1 |2.477 |Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG [2.477 | Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG

Bibersteinia-sukuun ainoana bakteerilajina kuuluvan B. trehalosi -bakteerin kantoja
analysoitiin tydn aikana kahdeksan kappaletta. MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon

lisattiin niista yksi kanta.

B. trehalosi -bakteerikannat tunnistuivat MALDI-TOF MS -analyysilla hyvin. Kahden
kannan (KBAK-19149, ba-664) perinteisten menetelmien identifikaatiotulokset erosivat
MALDI-TOF MS -laitteen antamista tuloksista ja tunnistuivat Mannheimia-suvun bak-
teereiksi. Kyseiset kannat tutkittin mydhemmin tyon aikana Mannheimia -testisarjan

avulla. Muut kannat tunnistuivat kuitenkin luotettavasti ja korkeilla vastaavuuspisteilla.

Yksi B. trehalosi -bakteerikanta liséttiin MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon tyon aikana
(ba-375). Taméan kannan tunnistumista tarkastellessa huomattiin, etté vaikka tietysta
kannasta oli luotu MSP, jonka toimivuutta tarkasteltin ajamalla sama kanta MSP:n
luomisen jalkeen uudelleen, ei parhaat vastaavuuspisteet saanut kanta ollut valttamatta
identtinen ajetun kannan kanssa, vaikka kyseessa olikin tdysin sama bakteerikanta.
Tama voidaan selittda silla, etta bakteerikantojen tunnistumiseen vaikuttavat monet
tekijat kuten viljelméan ik&a, sen kunto sekd esimerkiksi naytteen levitys naytelevylle.
Tasta syysta mitd enemman kantoja laitteen kirjastossa on edustettuna, sitd todenna-
kodisempdaa kantojen tunnistuminen on, silléa laajempi kirjasto kattaa paremmin bakteeri-

kantojen sisaisen vaihtelun. [47.]
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8.3.4 Haemophilus

Haemophilus-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty

taulukossa 16.

Taulukko 16. Haemophilus-suvun MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)

ID Tunniste Score |ID Score |ID

H. felis KBAK-2876 Pasteurella stomatis V665 MCRF Haemophilus felis KBAK 2876 Evira

H. parasuis GNS 2675 Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL
H. parasuis GNS 2758 Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL
H. parasuis GNS 2874 Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL
H. parasuis HBAK-517/1 Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL
Haemophilus sp. [HBAK-264/3 Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL Haemophilus parasuis CIP 100918T CTL

Haemophilus-suvun kantoja analysoitiin tydn aikana yhteensa kuusi kappaletta ja kan-
toja oli kahdesta eri bakteerilajista. Naiden lisaksi yksi kanta oli identifioitu perinteisilla
menetelmilla ainoastaan sukutasolle. MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon lisattiin yksi

bakteerikanta.

H. parasuis sek& H. felis -kannat tunnistuivat samoiksi seka perinteisilla menetelmilla
ettd MALDI-TOF MS -analyysilla. Sukutasolle perinteisin menetelmin tunnistettu kanta
(HBAK-264/3) tunnistui H. parasuis -bakteeriksi MALDI-TOF MS -analyysilla. Yksi H.
felis -bakteerikanta (KBAK-2876) liséttiin itse laitteen kirjastoon. Kyseinen bakteeri
puuttui kokonaan alkuperéisesta kirjastosta, joten kaytetty kanta tunnistui ensimmai-
sessd ajossa virheellisesti. Kannan kirjastoon lisddmisen jalkeen kanta tunnistui, mutta
koska muita kyseisen lajin kantoja ei ollut saatavilla, ei kannan todellisesta tunnistumis-
ta voida arvioida luotettavasti. Tuloksista voidaan todeta se, etta nayttaa kuitenkin silta,
etta H. felis -kanta ei ainakaan sekoitu muiden Haemophilus-suvun bakteerilajien kans-
sa. H. parasuis -bakteerikannat tunnistuivat menetelmalla luotettavasti jo peruskirjastol-
la, eivatkd kannat tunnistuneet ristiin toisen sikapatogeenin, A. pleuropneumoniae -

bakteerin kanssa.
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Histophilus-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty tau-

lukossa 17.

Taulukko 17. Histophilus-suvun MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio| Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) | Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)
ID Tunniste Score(ID Score|ID

H. somni |KBAK-1914/1 Histophilus somni 512 LAL Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni |KBAK-1589/3 Histophilus somni 512 LAL Histophilus somni KBAK 1493 Evira
H.somni [KBAK-1890/3 Histophilus somni GD34 GDD Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni |KBAK-1493/3 Histophilus somni GD34 GDD Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni [KBAK-1691/2 Histophilus somni 512 LAL Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H.somni [ba-368 Histophilus somni 512 LAL Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni |OBAK-2077/2 Histophilus somni 512 LAL Histophilus somni 512 LAL

H. somni [OBAK-487/1 Histophilus somni GD34 GDD Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni [OBAK-671/4 Histophilus somni GD34 GDD Histophilus somni GD34 GDD

H. somni [T568 Histophilus somni GD34 GDD Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni |HBAK-1579 Histophilus somni GD34 GDD Histophilus somni KBAK 1589 Evira
H. somni [HBAK-2605/3 Histophilus somni 512 LAL Histophilus somni KBAK 1589 Evira

Histophilus-sukuun ainoana bakteerilajina kuuluvan H. somni -bakteerin kantoja analy-
soitiin tydn aikana yhteensa 12 kappaletta. MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon lisattiin
kuusi bakteerikantaa.

Kaikki H. somni -bakteerikannat tunnistuivat samoiksi sekad perinteisilla menetelmilla
ettd MALDI-TOF MS -analyysilla. Itse lisattyjen bakteerikantojen lisays kirjastoon pa-
ransi tunnistustuloksia lahes jokaisen kannan kohdalla. Useiden kantojen kohdalla pa-
ras tunnistustulos saatiin juuri itse lisatyilla kannoilla. Aikaisempien tutkimusten mu-
kaan [46.] on esitetty, ettd H. somni -bakteeri ei tunnistu luotettavasti MALDI-TOF MS -
analyysilla, joka on toteutettu suoralla siirrostusmenetelmalla. Tuloksista kuitenkin
huomataan, ettd tunnistuminen on riittavaa jokaisen kannan kohdalla suoralla siirros-
tusmenetelmalld. Nain uuttomenetelmia voidaan hyddyntaa siina tapauksessa, mikali

suora menetelma ei anna haluttua tulosta.
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Mannheimia-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty

taulukossa 18.

Taulukko 18. Mannheimia-suvun MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)
ID Tunniste Score [ID Score |ID
M. haemolytica |KBAK-2231 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. haemolytica |KBAK-4425 Mannheimia haemolytica GD44 GDD Mannheimia haemolytica GD44 GDD
M. haemolytica |KBAK-5137 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. haemolytica |KBAK-8314 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. haemolytica |KBAK-10384 Mannheimia haemolytica GD44 GDD Mannheimia haemolytica GD44 GDD
M. haemolytica |SBAK-284 Mannheimia haemolytica GD44 GDD Mannheimia haemolytica GD44 GDD
M. haemolytica |SBAK-493 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
M. haemolytica |SBAK-2385 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
M. haemolytica |HBAK-2775/1 Mannheimia varigena DSM 19166T DSM Mannheimia varigena DSM 19166 T DSM
M. haemolytica |HBAK-430/2 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. haemolytica |HBAK-2228/1 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. varigena KBAK-2851 1.986 |Mannheimia varigena DSM 19166T DSM Mannheimia varigena DSM 19166 T DSM
M. varigena KBAK-8240 1.961 [Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
M. varigena KBAK-10600 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. varigena KBAK-122 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia ruminalis DSM 21141 Evira
M. varigena KBAK-124 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
M. varigena KBAK-732 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
M. varigena KBAK-763 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
M. varigena SBAK-696 Mannheimia varigena DSM 19166T DSM Mannheimia varigena DSM 19166 T DSM
M. varigena SBAK-719 Mannheimia haemolytica GD44 GDD Mannheimia haemolytica GD44 GDD
M. varigena HBAK-525/1 Mannheimia varigena DSM 19166T DSM Mannheimia varigena DSM 19166T DSM
M. varigena HBAK-2148/6 Mannheimia varigena DSM 19166T DSM Mannheimia varigena DSM 19166 T DSM
M. ruminalis KBAK-4628 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
M. ruminalis KBAK-2535 Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
M. ruminalis DSM 21141 Mannheimia haemolytica GD44 GDD Mannheimia ruminalis DSM 21141 Evira
M. granulomatis |KBAK-8287 Mannheimia ruminalis DSM 5283 BRB Mannheimia ruminalis DSM 21141 Evira
Mannheimia sp |KBAK-3791 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
Mannheimia sp |KBAK-4026 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
Mannheimia sp |KBAK-5256 Mannheimia haemolytica GD44 GDD Mannheimia haemolytica GD44 GDD
Mannheimia sp |KBAK-5301 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
Mannheimia sp |KBAK-5839 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia haemolytica 535 LAL
Mannheimia sp |KBAK-10404 Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB Mannheimia haemolytica DSM 10531T BRB
Mannheimia sp. |OBAK-740/1 Mannheimia haemolytica 535 LAL Mannheimia ruminalis DSM 21141 Evira
Mannheimia sp. |OBAK-364/1 Mannheimia granulomatis DSM 19156T DSM Mannheimia granulomatis DSM 19156T DSM
Mannheimia sp. |OBAK-1948/3 Haemophilus haemolyticus DN161 SLH Nicoletella semolina KBAK 7985 Evira
Mannheimia sp. |SBAK-1319 Haemophilus haemolyticus CCUG 12834T CCUG Haemophilus haemolyticus CCUG 12834T CCUG
Mannheimia sp. | KBAK-787/2 Mannheimia varigena DSM 19166T DSM Mannheimia sp. KBAK 787 Evira

Mannheimia-suvun bakteerikantoja oli saatavilla maarallisesti eniten ja kantoja analy-

soitiin tyon aikana 37 kappaletta. Analysoitavia kantoja oli neljasta eri bakteerilajista

sekd 11 sukutasolle perinteisin menetelmin identifioitua kantaa. MALDI-TOF MS -

laitteen kirjastoon lisattiin kaksi bakteerikantaa.

Lajitasolle identifioiduista kannoista 11 tunnistui eri lajeiksi verrattaessa perinteisia me-

netelmien antamaa tulosta MALDI-TOF MS -analyysin tuloksiin. Tuloksia tarkastele-

malla nayttaa silta, ettd M. haemolytica seka M. varigena -bakteerit saattavat tunnistua

laitteella ristiin lajien sukulaisuuden vuoksi. Alun perin sukutasolle tunnistetuista kan-



45

noista (11 kpl) kaksi ei tunnistunut MALDI-TOF MS -analyysilla Mannheimia-suvun
lajeiksi (OBAK-1948/3, SBAK-1319). On hyvin mahdollista, ettd kyseiset kannat olivat
esimerkiksi alun perin identifioitu virheellisesti, saastuneet tai pakastettu vaarin ja siksi
antoivat virheellisia tuloksia. Laitteen kirjastoon itse lisattyja bakteerikantoja oli kaksi
(M. ruminalis, DSM 21141 & KBAK-787/2), joista jalkimmainen oli identifioitu ainoas-
taan sukutasolle.

Mannheimia-suvun lajien tunnistuminen oli hyvin vaihtelevaa. Vaikka suurin osa kan-
noista tunnistui hyvaksyttavilla vastaavuuspisteilla, erosi tunnistustulos usean kannan
kohdalla verrattaessa aiemmin tehtyjen perinteisten menetelmien antamaa tulosta
MALDI-TOF MS -analyysin tuloksiin. Suurimpana ongelmana kaytettyjen kantojen
kanssa oli se, etta vaikka kantoja oli saatavilla runsaasti, oli niistd suurin osa identifioitu
perinteisilla menetelmilla ja saatavilla oli vain muutama varmistettu kanta. Talldin ei
voida olla varmoja, onko kannat alun perin identifioitu oikein, jolloin myds MALDI-TOF
MS -analyysin tuloksiin tulee suhtautua varauksella. Suvun lajien tunnistumista laitteel-
la tulisi tutkia lisd& esim. sekvensoiduilla kannoilla, silla osa ty6ssa tutkituista kannoista
oli vanhoja, eikd suvun eri lajeja pystytty silloin valttamatta luotettavasti erottamaan
toisistaan perinteisilla menetelmilla. Teoriassa MALDI-TOF MS -laitteen tulisi tunnistaa
Mannheimia-suvun lajit toisistaan, mutta Evirassa aiemmin saatujen kokemusten pe-

rusteella jotkin lajit saattavat silti kaytdnndssa tunnistua virheellisesti [31.]

8.3.7 Nicoletella

Nicoletella-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty tau-
lukossa 19.

Taulukko 19. Nicoletella-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)

N. semolina |KBAK-7985 Kandleria vitulina DSM 20405T DSM 2.009 |Nicoletella semolina KBAK 7985 Evira

ID Tunniste Score |ID Score |ID
N. semolina [DSM 16380 Haemophilus parasuis 11 00578 03 VAXM [2.634 | Nicoletella semolina DSM 16380 Evira

Nicoletella-sukuun ainoana lajina kuuluvan Nicoletella semolina -bakteerin kantoja ol
saatavilla kaksi kappaletta. Molemmat saatavilla olevista kannoista lisattin MALDI-TOF

MS -laitteen kirjastoon.
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Kumpikaan kanta ei ensimmaisessa ajossa tunnistunut oikein, silla kyseinen bakteerila-

ji puuttui alkuperéisesta kirjastosta. Kantojen kirjastoon lisddmisen jalkeen molemmat

tunnistuivat hyvaksyttavilla vastaavuuspisteilla. Kyseisen bakteerilajin tunnistumista on

hankala analysoida kattavasti saatujen tuloksien perusteella tutkittujen kantojen vahyy-

den vuoksi. Aikaisempien tutkimusten perusteella [46.] on kuitenkin havaittu, ettd N.

semolina -bakteeri tunnistuu MALDI-TOF MS -analyysill& hyvin ja erottuu selvasti muis-

ta Pasteurellaceae -heimon bakteereista. Tydssa sadut tulokset tukevat tata tutkimus-

tulosta.

8.3.8 Pasteurella

Pasteurella-suvun bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty tau-

lukossa 20.

Taulukko 20. Pasteurella-suvun bakteerien MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)
ID Tunniste Score |ID Score [ID
P. canis HBAK-1664/1 Pasteurella canis 26 PIM Pasteurella canis 26 PIM
P. dagmatis HBAK-1664/3 Pasteurella dagmatis V176 MCRF Pasteurella dagmatis V176 MCRF
P. multocida ba-4124/1 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida Evira
P. multocida ba-4122/2 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida Evira
P. multocida ba-4123 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida A244 07 FLR
P. multocida ba-4121/1 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida A244 07 FLR
P. multocida ba-4120/2 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida HBAK 966 Evira
P. multocida OBAK-650/2 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida HBAK 959 Evira
P. multocida OBAK-159/1 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida Evira
P. multocida OBAK-3201/1 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida Evira
P. multocida OBAK-3554/1|1.978 |Pasteurella canis VA 01363 0 09 ERL Pasteurella canis VA 01363 0 09 ERL
P. multocida OBAK-3533/1|1.812 [Pasteurella multocida besSt7 THL Pasteurella multocida Evira
P. multocida SBAK-2045 Pasteurella dagmatis V176 MCRF Pasteurella dagmatis V176 MCRF
P. multocida SBAK-2197 Pasteurella canis 26 PIM Pasteurella canis 26 PIM
P. multocida SBAK-2261 Pasteurella multocida A244 07 FLR Pasteurella multocida A244 07 FLR
P. multocida SBAK-2785 Pasteurella canis 26 PIM Pasteurella canis 26 PIM
P. multocida SBAK-1353 Pasteurella canis VA 01363 3 09 ERL Pasteurella canis VA 01363 3 09 ERL
P. multocida SBAK-2299 Pasteurella canis 26 PIM Pasteurella canis 26 PIM
P. multocida GNS 22 Pasteurella multocida FI FLR Pasteurella multocida HBAK 959 Evira
P. multocida HBAK-2314/1 Pasteurella multocida besSt7 THL Pasteurella multocida Evira
P. pneumotropica |HBAK-1578 Haemophilus haemolyticus DN161 SLH Pasteurella pneumotropica LDJ507-12
Pasteurella sp. SBAK-2183 Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG
Pasteurella sp. SBAK-2951 Pasteurella stomatis V655 MCRF Pasteurella stomatis V655 MCRF
Pasteurella sp. SBAK-3230 Pasteurella canis 26 PIM Pasteurella canis 26 PIM
Pasteurella sp. SBAK-423 Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG Bibersteinia trehalosi CCUG 46489 CCUG

Pasteurella-suvun bakteerikantoja analysoitiin tyon aikana 25 kappaletta ja eri bakteeri-

lajeja oli yhteensa neljd. TAman liséksi nelja bakteerikantaa oli identifioitu ainoastaan

sukutasolle. MALDI-TOF MS -laitteen kirjastoon liséttiin tyon aikana viisi P. multocida -

bakteerikantaa.
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Pasteurella-suvun bakteerien tunnistuminen MALDI-TOF MS -analyysilla oli suhteelli-
sen luotettavaa ja kannat tunnistuivat korkeilla vastaavuuspisteilla. Suurin osa kannois-
ta tunnistui luotettavasti jo peruskirjastolla. Kuitenkin useampi P. multocida -bakteeriksi
perinteisin menetelmin tunnistettu bakteerikanta tunnistui MALDI-TOF MS -analyysilla
P. canikseksi tai P. dagmatikseksi. Kaksi sukutasolle tunnistettua kantaa tunnistui
muiksi kuin Pasteurella -suvun lajeiksi (SBAK-2183, SBAK-423). Aikaisemmissa tutki-
muksissa [4, s. 240] on osoitettu, ettd MALDI-TOF MS -laitteella on mahdollista tunnis-
taa kaikki Pasteurella-suvun lajit luotettavasti toisistaan, ja saadut tulokset tukevat téta

vaitetta.

8.3.9 Muut

Muiden bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset on esitetty taulukossa 21.

Taulukko 21. Muiden bakteerikantojen MALDI-TOF MS -analyysin tulokset.

Perinteinen identifikaatio Biotyper RTC (Bruker Taxonomy) Biotyper OC (Bruker Taxonomy + Projects)
ID Tunniste |Score|ID Score |ID
P. Bisgaard taxon 26 | KBAK-485 |1.907 |Actinobacillus equuli ssp equuli DSM 19655T DSM [2.542 | Pasteurellaceae Bisgaard taxon 26 KBAK 485 Evira

Yksi tydhon kaytetyista bakteerikannoista, Pasteurellaceae Bisgaard taxon 26 (KBAK-
485), kuului vield tarkemmin luokittelemattomiin Pasteurellaceae-heimon bakteereihin.
P. Bisgaard taxon 26 -ryhmé&an kuuluu useita samankaltaisia, viela luokittelemattomia,
bakteereita, joista tiedetdan sen verran, ettéd ne on luokiteltu Actinobacillus-suvun tyyp-
pisiin bakteereihin [48.] Bakteerikanta oli kuitenkin identifioitu sekvensoimalla, joten
sita kaytettiin MALDI-TOF MS -laitteen kirjaston laajentamiseen. Taménkin lajin kohdal-
la luotettavia tuloksia on mahdotonta antaa, koska lisatyn bakteerikannan toimintaa ei
pystytty kattavasti testaamaan. Kyseinen bakteerikanta ei kuitenkaan nayta sekoittuvan

muiden Pasteurellaceae-heimon bakteerikantojen kanssa.
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8.4 MSP-dendrogrammit

Tyon loppupuolella luotiin kaksi MSP-dendrogrammia, joiden avulla tarkasteltiin bak-
teerisukujen seka -lajien valisia sukulaisuuksia. Ensimmaiseen dendrogrammiin valittiin
kaikki laitteen kirjastoon itse lisatyt bakteerikannat, ja dendrogrammi luotiin kayttaen
kantojen MSP:td. Kyseinen MALDI Biotyper OC -ohjelman avustuksella luotu dend-

rogrammi on esitetty kuvassa 12.

MSP Dendrogram

e Mannheimia sp. KBAK 787 Evira
| Mannheimia ruminalis DSM 21141 Evira

i ia trehalosi HBAK 963 Evira
porcinus HBAK 929 Evira

Nicoletella semolina KBAK 7985 Evira

]

Nicoletella semolina DSM 16380 Evira

P; Bisgaard taxon 26 KBAK 485 Evira

equuli subsp. lyticus DSM 22436 Evira
AEAc(incbacillus equuli KBAK 2955 Evira
Actinobacillus equuli KBAK 2940 Evira

DSM 18554 Evira

Histophilus somni KBAK 1914 Evira

Histophilus somni KBAK 1589 Evira
Histophilus somni KBAK 1493 Evira

i Histophilus somni KBAK 1890 Evira

[ Histophilus somni KBAK 1691 Evira

“{Histophilus somni HBAK 971 Evira
Haemophilus felis KBAK 2876 Evira
Avibacterium sp. KBAK 9521 Evira
Actinobacillus seminis DSM 22263 Evira
Pasteurella multocida HBAK 972 Evira
Pasteurella multocida HBAK 966 Evira
Pasteurella multocida HBAK 959 Evira
ir|Pasteurella multocida HBAK 968 Evira

“{Pasteurella multocida HBAK 967 Evira
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Kuva 12. Lisattyjen MSP:n pohjalta luotu MSP-dendrogrammi.

Dendrogrammista huomataan, etté l&hisukuiset bakteerikannat klusteroituivat l&hek-
kdin samaan haaraan ja samankaltaiset kannat on kuvattu samalla varilla. Kantoja yh-
distavan haaran pituus kertoo, kuinka laheista sukua kannat ovat keskendan; mita
kauempana haara yhtyy, sitd kaukaisempaa sukua kyseiset kannat ovat toisilleen.
Haaran pituus on kuitenkin suhteellinen ja se on normalisoitu maksimiarvoon 1000,

jonka takia eri dendrogrammit eivéat ole keskenaan vertailukelpoisia.
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Mannheimia, Nicoletella sekd Actinobacillus-suvuissa saman lajin eri kannat klusteroi-
tuvat odotetusti lahekk&in. Actinobacillus-suvun bakteereista poikkeuksen tekee A.
seminis -kanta, joka klusteroituu selvasti erilleen muista suvun bakteereista ja lahem-
mas Pasteurella-sukua. My6s H. felis -kanta klusteroituu lahekkain Pasteurella-suvun
kantojen kanssa. Histophilus- seka Pasteurella-suvun kannat nayttavat olevan hyvin
samanlaisia keskendaén muodostaen niin ikdan lahekkaisia klustereita.

A. paragallinarum -bakteerikannan huomataan olevan ainoa, joka ei muodosta haaraa
muiden bakteerilajien tai -kantojen kanssa, ei edes Avibacterium sp. -kannan kanssa.
Tasta voidaan paatelld etta kyseinen bakteerikanta eroaa huomattavasti muista muka-

na olleista Pasteurellaceae-heimon bakteerikannoista.

B. trehalosi sekd A. porcinus -kannat eivat kayttaytyneet dendrogrammissa odotetusti,
silla ne muodostivat suhteellisen lahekkéisen klusterin keskenaan, vaikka B. trehalosi -
bakteerin pitdisi muodostaa itsenainen, muista Pasteurellaceae-heimon bakteerikan-
noista eriava, klusteri. A. porcinus -kannan MSP:n toimivuutta tulisi tarkastella laajem-
min ja mikali MSP ei nayta toimivan, tulisi se poistaa kirjastosta kokonaan, jotta tulevai-
suudessa valtytaan virheellisiltd identifikaatioilta.
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Toiseen dendrogrammiin valittiin kirjastoon itse lisattyjen MSP:n liséksi suurin osa val-

mistajan kirjastosta jo |0ytyvistd Pasteurellaceae-heimon bakteerikannoista. Dend-

rogrammiin otettin mukaan jokaisesta bakteerilajista ainoastaan yksi bakteerikanta

jokaisesta lajista, jotta se olisi helpommin luettavissa. Luotu dendrogrammin on esitetty

kuvassa 13. ltse lisétyt bakteerikannat tunnistaa bakteerilajin nimen peréassé olevasta

Evira -sanasta.

MSP Dendrogram
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Haemophilus pittmaniae DSM 17240 DSM
Actinobacillus rossii DSM 17479T DSM
Mannheimia ruminalis DSM 21141 Evira
Mannheimia haemolytica 535 LAL

Mannheimia sp. KBAK 787 Evira

Mannheimia varigena DSM 19166T DSM
Mannheimia granulomatis DSM 19156T DSM
Mannheimia glucosida DSM 19638T DSM
Actinobacillus ureae DSM 5568T DSM
Haemophilus paraphrohaemolyticus CIP 102512T CTL
Haemophilus parahaemolyticus CIP 100082 CIP
Haemophilus ducreyi DSM 8925T DSM
Actinobacillus pleuropneumoniae 351 LAL
Actinobacillus suis DSM 19774 DSM
Actinobacillus lignieresii DSM 19770 DSM
Actinobacillus equuli ssp equuli DSM 19655T DSM
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Avibacterium endocarditidis DSM 18224T DSM
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Actinobacillus delphinicola DSM 11374T DSM
Avibacterium paragallinarum DSM 18554 Evira
Haemophilus parainfluenzae 21086307 MLD
Haemophilus haemolyticus CCUG 12834T CCUG
Aggregatibacter segnis DSM 21418T DSM
Aggregatibacter actinomycetemcomitans CCM 4688T CCM
Haemophilus parasuis 11_00501_1 VAXM
Actinobacillus porcinus HBAK 929 Evira
Pasteurella dagmatis V176 MCRF
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Kuva 13. Valmistajan kirjaston seka itse lisattyjen MSP:n pohjalta luotu MSP-dendrogrammi.

Toisessa dendrogrammissa eri bakteerilajien klusteroituminen ei ole enaa niin selvaa.

Kuitenkin useimpien bakteerisukujen kohdalla kunkin eri lajin kannat klusteroituvat

edelleen suhteellisen lahekkain. N&itd ovat mm. Mannheimia, Histophilus seka Avibac-

terium-sukujen kannat. Toisaalta taas esim. P. multocida -bakteerit klusteroituvat tiu-
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kasti yhteen, mutta suurin osa muista Pasteurella-suvun lajien kannoista on levittayty-

nyt ympari dendrogrammia hyvinkin laajalle.

Laajemmasta dendrogrammista voidaan ehk& péaatella, miksi useiden Pasteurellaceae-
heimon lajien diagnostiikka saattaa olla hankalaa niin perinteisilla menetelmilla kuin
mahdollisesti myos MALDI-TOF MS -menetelmalla. Monien heimon eri bakteerilajien
vdliset erot voivat olla hyvin pienid, jolloin lajien erottaminen toisistaan vaatii erittain
tarkkaa ja herkk&a tunnistus- ja erotusmenetelmaa tai esimerkiksi MALDI-TOF MS -

analyysin tuloksen varmistamista valituilla biokemiallisilla varmistustesteilla.

8.5 Perinteiset identifikaatiomenetelmat

Mannheimia seké& Pasteurella-bakteerisuvuista valittin muutamia kantoja, joita tutkittiin
MALDI-TOF MS -analyysin lisaksi myos Evirassa kaytettavilla perinteisilla menetelmil-

1&, ja molemmilla menetelmilla saatuja tuloksia verrattiin keskenaan.

8.5.1 Mannheimia-suku

Mannheimia-suvun bakteerikantoja tutkittin yhteensa 11 kappaletta. Mukaan valittiin
sellaisia kantoja, jotka eivat tunnistuneet luotettavasti MALDI-TOF MS -analyysilla tai
joiden MALDI-TOF MS -analyysin tulokset poikkesivat alkuperéaisesta, perinteisin me-
netelmin saadusta, tunnistustuloksesta. Kaikki kannat tutkittin Mannheimia-testisarjan
avulla, joka koostui 14:sta biokemiallisesta testista. Testit tulkittiin taulukon 22 mukai-

sesti.

Taulukko 22. Mannheimia-testisarjan tulosten tulkinta.
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Nro |M. haemolytica M. glukosida® | M. varigena® M.granulomatis | M. ruminalis®
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Biokemialliset testit suoritettiin kaytdssa olevien tytohjeiden mukaisesti. Testeista saa-

dut tulokset on esitetty taulukossa 23.

Taulukko 23. Mannheimia-testisarjan biokemiallisten testien tulokset.

Testi DSM 21141 |[KBAK-8240 | KBAK-10600 [ KBAK-122 |KBAK-763 |KBAK-124 |KBAK-732 [KBAK-4628 |KBAK-2535 |HBAK-19149] ba-664
Urea - - - - - - - - + _ N
Indoli - - - - N
Eskuliini - - - - B
NPG - - - - + -
ONPG ¥ ¥ R ¥ - " " .
oDC - - - - - - N
Arabinoosi + - + - + -
Xyloosi + + - + + + + + + +
Mannitoli + + + - + + + + + + +
Sorbitoli - + - + - + + N N +
Maltoosi + + - + + + + + + +
Trehaloosi - - - N - N

ONPF -testi jatettiin kokonaan tekemétta ja hemolyysi arvioitiin silmamaaraisesti. Kay-

tetyista naudanveriagareista oli osittain hankalaa arvioida hemolyysia, koska reaktio ei

aina nakynyt odotetulla tavalla. Saatuja tuloksia verrattiin taulukkoon 22, jonka pohjalta

kanta identifioitiin joksikin viidestd Mannheimia-lajista. N&itéa tuloksia verrattin MALDI-

TOF MS -analyysista saatuihin tuloksiin. Lopulliset tunnistustulokset on esitetty taulu-

kossa 24. Ensimmainen bakteerikanta (M. ruminalis, DSM 21141) oli tyyppikanta, jota
kaytettiin testissa kontrollina, ja kaksi viimeistd kantaa (HBAK-19149, ba-664) olivat
alunperin B. trehalosi -bakteeriksi ilmoitettuja kantoja, jotka MALDI-TOF MS -analyysi

kuitenkin identifioi Mannheimia-suvun lajeiksi ja jotka p&atettiin testata myés Mann-

heimia -testisarjan avulla.

Taulukko 24. Mannheimia-testisarjan sekd MALDI-TOF MS -analyysin tunnistustulokset.

Bakteerikanta MALDI-TOF MS -analyysi Mannheimia -testisarja
DSM 21141 M. ruminalis (2.249) M. ruminalis
KBAK-8240 M. haemolytica (1.932) M. varigena
KBAK-10600 M. haemolytica (2.305) M. haemolytica

KBAK-122 M. haemolytica (1.525) -
KBAK-763 M. haemolytica (2.389) M. haemolytica
KBAK-124 M. varigena (1.719) M. varigena
KBAK-732 M. haemolytica (2.289) M. haemolytica
KBAK-4628 M. haemolytica (2.478) M. haemolytica
KBAK-2535 A. pleuropneumoniae (2.307) -

HBAK-19149 M. haemolytica (1.894) M. varigena

ba-664 M. haemolytica (2.352) M. haemolytica
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Taulukon keskimmaisessa sarakkeessa on nakyvissa MALDI-TOF MS -laitteen antama
tunnistustulos seké suluissa bakteerikannan saamat vastaavuuspisteet. Kahdelle kan-
nalle ei saatu tunnistustulosta Mannheimia-testisarjalla, ja toinen naista kannoista tun-
nistui jo MALDI-TOF MS -analyysilla A. pleuropneumoniae -bakteeriksi. On mahdollis-
ta, ettd testisarjalla Mannheimia-suvun lajeiksi tunnistumattomat bakteerikannat ovat
sellaisia Mannheimia-suvun lajeja, jotka puuttuvat MALDI-TOF MS -laitteen kirjastosta
viela kokonaan ja siksi eivat tunnistu menetelmalla. Kirjastosta puuttuu kokonaan esim.
M. caviae -bakteeri. Kontrollina kaytetty M. ruminalis -bakteerikanta (DSM 21141) tun-

nistui testisarjalla hyvin.

Tuloksista huomataan, etta sellaiset kannat, jotka ovat saaneet korkeat vastaavuuspis-
teet MALDI TOF MS -analyysilla, ovat tunnistuneet samoiksi lajeiksi my6s testisarjan
avulla, kun taas useat heikommat vastaavuuspisteet MALDI-TOF MS -analyysilla saa-

neet kannat tunnistuivat testisarjalla selvasti huonommin.

Vertailun tuloksena voidaan todeta, ettd Mannheimia-suvun identifikaatio on viela epéa-
varmaa sekéa Mannheimia -testisarjan ettd MALDI-TOF MS -menetelmén avulla. Katta-
vampien tuloksien saaminen vaatisi menetelmien vertailua suuremmalla maaralla var-
mennettuja bakteerikantoja. Kuitenkin MALDI-TOF MS -menetelma vaikuttaisi soveltu-
van paremmin suvun lajien identifikaatioon, silla se on yksinkertaisempi toteuttaa, hal-
vempi ja identifikaatiotuloksen saaminen vie selvasti vahemman aikaa. Testisarjaa ei
pidetd kovin luotettavana Mannheimia-suvun lajien tunnistuksessa, silla eri lajien vali-
set erot ovat usein pienia eivatka testitulokset néain ollen anna valttamatta luotettavia

tuloksia.

8.5.2 Pasteurella-suku

Pasteurella-suvun bakteerikantoja tutkittin yhteensa 5 kappaletta. Kaksi kantaa (P.
multocida (OBAK-650/2) & P. pneumotropica (HBAK-1578/1)) identifioitiin APl 20 NE -
testilla ja testien tuloksia verrattiin saatuihin MALDI-TOF MS -analyysin tuloksiin. Tes-

tien tulokset on esitetty taulukossa 25.

Taulukko 25. MALDI-TOF MS -analyysin sek& APl 20NE -testin tulokset.

Bakteerikanta | MALDI-TOF MS -analyysi | API ID
OBAK-650/2 P. multocida (2.521) P. multocida 96.0 % ID
HBAK-1578/1 | P. pneumotropica (2.282) | P. pneumotropica 99.9 % ID
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Molemmat kannat tunnistuivat sekd MALDI-TOF MS -analyysilla etta APl 20NE -
testilla. API -testeissa saatu prosenttiluku kertoo testin luotettavuudesta. Kahden kan-
nan analyysin perusteella testin todellisesta kyvystad erottaa Pasteurella-suvun lajeja
toisistaan ei voida antaa luotettavia tuloksia. Nayttdd kuitenkin silta, ettd sekd MALDI-
TOF MS -menetelma ettd API 20NE -testit soveltuisivat P. multocida sekd P. pneumot-
ropica -bakteerilajien identifikaatioon. MALDI-TOF MS -menetelmén avulla identifikaa-

tio on kuitenkin huomattavasti nopeampaa, yksinkertaisempaa seka halvempaa.

Loput kolme (P. canis (2 kpl) & P. dagmatis) kantaa testattiin kymmenen biokemiallisen
testin sarjalla, silla API 20NE -testi ei kata kyseisia bakteerilajeja, joten niita ei pystytty

luotettavasti testilla tunnistamaan. Testit tulkittiin taulukon 26 avulla.

Taulukko 26. Pasteurella-testisarjan tulosten tulkinta.

Table 34: Differentiation between species of Pastewrella  Tabelle 34: Differenzierung von Arten der Gatung Pa-

(after MUTTERS et al., 49) seeurella (nach MuTTERS et al,, 49)
Species NAD Species
require- D- L- affected
ment ODC Ind Wre Tre Mal Xyl Ara Man Sor Dul
P. multocida mammals, birds
ssp. multocida - - - - v - v - +, + - and man
ssp. septica - + + - + - + - - - -
ssp. gallicida - + - - - - + v + + +
P. dagmauis - - + kS + Ee - - - - ~ dog, cat, trans-
3 mitted through
) bites to man
P, gallinarum - - - - + + -~ - - - - poulery
P.canis - + v - v - v - - - - biotype 1
(Indole +): dog,
cat and man
biotype 2

(Indole =): calf

P. stomagjs - - - - + - - - - - ~  respiratory tract
of dog and cac

P, anatis - - - - - - + - - - - duck
P.langaa - - - - - - - - + - - fowl
P, avium v - - - 4 - v - - - ~ poultry, previous

name Haemo-
philus avium

P.volantium - v - - + - v - + v - poultry, previous
name Haemo-
philus avium
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Biokemialliset testit suoritettiin kaytdssa olevien ty6ohjeiden mukaisesti. Testeista saa-

dut tulokset on esitetty taulukossa 27.

Taulukko 27. Pasteurella-testisarjan biokemiallisten testien tulokset.

Testi HBAK-1664/1 | HBAK-1664/3 | OBAK-3554/1
oDC - - +
Indoli + + +
Urea - + -
Trehaloosi + + +
Maltoosi + + -
Xyloosi - - +
Arabinoosi - - -
Mannitoli - - -
Sorbitoli - - -
Dulsitoli - - -

Saatujen tuloksien perusteella bakteerikannat identifioitiin ja tuloksia verrattiin MALDI-
TOF MS -analyysista saatuihin tunnistustuloksiin. Lopulliset tunnistustulokset on esitet-

ty taulukossa 28.

Taulukko 28. MALDI-TOF MS -analyysin sek& Pasteurella-testisarjan tulokset.

Bakteerikanta | MALDI-TOF MS -analyysi | Pasteurella -testisarja
HBAK-1664/1 P. canis (2.344) P. canis
OBAK-3554/1 P. canis (1.978) P. canis
HBAK-1664/3 P. dagmatis (2.329) P. dagmatis

MALDI-TOF MS -analyysin tulokset olivat yhtélaisia Pasteurella-testisarjan tunnistustu-
losten kanssa. Analysoitujen kantojen vahyyden vuoksi luotettavia testituloksia ei pys-
tyta esittdmaan. Saatujen tulosten osalta nayttaa kuitenkin silta, ettd seka MALDI-TOF
MS -menetelmé ettéd Pasteurella-testisarja kykenevét luotettavasti tunnistamaan P.
canis- seka P. dagmatis -bakteerit. Kahta identifikaatiomenetelmaa verrattaessa MAL-
DI-TOF MS -menetelméa on kuitenkin huomattavasti nopeampi toteuttaa, halvempi seka
yksinkertaisempi, joten sen soveltuvuus Pasteurella-suvun bakteereiden identifikaati-

oon on parempi kuin Pasteurella -testisarjan.
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9 Yhteenveto

Insin6oritydn tarkoituksena oli kartoittaa MALDI-TOF MS -menetelman soveltuvuutta
Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifioinnissa tutkimalla heimon eri sukujen tun-
nistuvuutta seka laajentamalla laitteen olemassa olevaa bakteerikirjastoa. Taméan li-
saksi menetelmaa verrattiin kaytdssa oleviin perinteisiin biokemiallisiin identifikaatio-

menetelmiin valituilla bakteerisuvuilla.

MALDI Biotyper -laitteen kirjaston laajennus onnistui hyvin. Alkuperéinen kirjasto oli
tiettyjen elainlaéketieteellisten Pasteurellaceae-heimon bakteerien osalta puutteellinen
ja sieltd puuttui useita heimon bakteerilajeja. Monien lajien osalta kirjasto koostui aino-
astaan yhdestd tai muutamasta kyseisen lajin kannasta. Kirjastoa laajennettiin tyon
aikana 25:11& bakteerikannalla, joihin siséltyi kahdeksan sellaista bakteerilajia, joita ei
alkuperaisessa kirjastossa ollut lainkaan edustettuina.

Osa tutkituista Pasteurellaceae-heimon bakteerilajeista tunnistui luotettavasti jo alkupe-
raisella bakteerikirjastolla. Téallaisia lajeja olivat mm. Bibersteinia-suvun B. trehalosi,
Pasteurella-suvun P. multocida seka Haemophilus-suvun H. parasuis. Bakteerikirjaston
laajennuksen huomattiin liséaksi parantavan useamman lajin identifikaatiota. Naihin la-

jeihin kuuluivat mm. A. equuli, H. somni sekd P. multocida.

Bakteerikirjaston laajentamisen avulla MALDI Biotyper -laitteen tunnistuskapasiteettia
saatiin tyon aikana parannettua lisddmalla kirjastoon sieltd puuttuvien bakteerilajien
kantoja. Lajeja, joiden identifikaatio tuli mahdolliseksi kirjaston laajennuksen myo6ta
olivat A. seminis, A. paragallinarum, H. felis, M. ruminalis, N. semolina seka P. Bis-
gaard taxon 26. Lajien tunnistumista tulisi kuitenkin testata useammilla varmennetuilla

bakteerikannoilla, jolloin lajien tunnistumisesta saataisiin taysi varmuus.

Bakteerilajeja, joiden identifikaation onnistumisesta MALDI Biotyper -laitteella ei tydn
aikana saatu tayttd varmuutta olivat mm. A. porcinus, A. lignieresii, M. varigena seka
M. granulomatis. N&iden lisaksi monet muut bakteerilajit, joita analysoitiin tyon aikana
vain muutama, vaativat lisdtestausta useammilla bakteerikannoilla kuin mita tyota var-

ten oli saatavilla, jotta lajien tunnistumisesta saataisiin taysi varmuus.

Lajeja, jotka ovat laitteella hankalammin identifioituvia, tulisi testata sellaisilla bakteeri-

kannoilla, jotka on varmistettu vahintdan PCR:n tai mieluummin sekvensoinnin avulla,
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jotta identifikaation onnistumisesta voidaan laitteella voidaan olla varmoja. Lahisukuis-
ten lajien, jotka tunnistuvat laitteella helposti ristiin (esim. A. lignieresii & A. pleurop-
neumoniae, M. haemolytica & M. varigena), tunnistumisen voidaan usein lisaksi var-
mistaa kasvuominaisuuksien (pesakkeen ulkonakd, hemolyysi), kasvuvaatimuksien
(esim. NAD-riippuvuus), elainlajin alkuperan tai muutaman biokemiallisen lisétestin

avulla.

MALDI-TOF MS -menetelman seka perinteisten biokemiallisten menetelmien vertaami-
nen Mannheimia seka Pasteurella-bakteerisuvuilla osoitti, ettda MALDI-TOF MS -
menetelma on usein yksinkertaisempi, kustannustehokkaampi seka huomattavasti tar-
kempi ja nopeampi menetelma kyseisten bakteerisukujen lajien identifioimiseen. Kat-
tavampien tulosten saamiseksi tulisi bakteerisukujen tunnistumista testata molemmilla

menetelmilla suuremmalla maaralla varmistettuja bakteerikantoja.

Tulevaisuudessa Pasteurellaceae-heimon bakteerien identifikaatiota MALDI-TOF MS -
menetelmalla on yh& mahdollista parantaa laajentamalla laitteen bakteerikirjastoa sielta
viela puuttuvilla bakteerilajeilla seka uusien bakteerikantojen lisaamisella sellaisista
bakteerilajeista, jotka ovat jo edustettuina laitteen kirjastossa. Kirjastoa tulisi erityisesti
paivittaa itse eristetyilla paikallisilla kannoilla, jolloin laitteen identifikaatioteho saadaan

kohdennettua juuri Suomessa tavattaviin elaintautipatogeeneihin.
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Elgintautib gian tutkimusy

Mannheimia-testisarja

Mannheimia-testisarja .
Kaytto

Kaytetaan Mannheimia—bakteerin tunnistamiseen. Bakteeri on yleensa hemolyyttinen,
gramnegatiivinen sauva, likkumaton, katalaasipositiivinen ja useimmiten oksidaasipositiivinen.

Tarvikkeet f
Ureaasi—putki
O Indoli—putki
.~ Roscon Diatabs Diagnostic Tablets—kiekkoja ja niille koeputket:
NPG (B-glucosidase)
ONPF (a-fucosidase)
ONPG (fB-galactosidase)
L-arabinose (ARA)
D-xylose (XYL)
Mannitol (MAN)
D-sorbitol (SOR)
Maltose (MAL)
Trehalose (TRE)
10 Esculin hydrolysis (ESC)
11 Ornithine decarboxylase (ODC)

CoO~NOODWN =

ARA- ja XYL-kiekkoja sailytetdan 2-8 °C lampétilassa.
Suoritus

Ureaasikoe ja indolikoe tehd&an erillisten tydohjeiden mukaisesti.

aivitettava kop

Q_ Roscon diagnostisia kiekkoja varten tehd&an tutkittavasta bakteerista vahva, vahintaan McFarland
4 vahvuinen suspensio fysiologiseen suolaliuokseen (n.3-4 ml). Putkiin laitetaan 0.25 ml
«= Suspensiota. Tutkittava testikiekko tiputetaan putkeen ja putki suljetaan. ODC—putkeen laitetaan
LL| kuitenkin 3 tippaa parafiiniéljya ennen putken sulkemista. Loppususpensiosta viljelldaadn hantamalja.
Putkia inkuboidaan +35-37°C —asteessa yon yli.

Tulkinta

NPG -, ONPF- ja ONPG-putket:
- positiivinen: keltainen
- negatiivinen: varitén

Sokeriputket:
- positiivinen: keltainen / keltaisen oranssi

- negatiivinen: punainen / oranssin punainen

ESC-—putki:
- positiivinen: musta / harmaa
- negatiivinen: varitén / heikosti harmaa
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Elaintautibakteriologian tutkimusyksikk
Mannheimia-testisarja
ODC—putki:
4h
- positiivinen: sininen / violetti ¥
- negatiivinen: keltainen / vihrea
18-24h
- positiivinen: voimakkaan violetti
- negatiivinen: keltainen / vihrea / harmaa / vaalean sininen
Ureaasikoe ja indolikoe tulkitaan erillisten tytohjeiden mukaan.
Mannheimia—bakteeri tunnistetaan oheisen taulukon mukaan.
Testi o ) b L o
Nro |M. haemolytica M. glukosida® | M. varigena M.granulomatis | M. ruminalis
Hemolyysi + + + - =
Urea -. - - - _
Indoli - - d - -
NPG 1 = + d + =
ONPF 2 + +° d - =
ONPG 3 d + d d +
ARA 4 - d + = _e
XYL 5 + + + d d
MAN 6 + + + + +
SOR 7 + + - + d
MAL 8 + + + + d
TRE 9 - - - — =
ESC 10 - + £ d -
oDC 11 - d d — 2
" M. glucosida can be separated into biovars A-l based on differences in ornithine decarboxylase, ONPF, ONPX and

fermentations of L-arabinose and gentiobiose.

® M. varigena can be separated into biovar 1 and 2 based on differences in ornithine decarboxylase.
° M. ruminalis can be separated into biovar 1 and 2 based on differences in fermentation of maltose.
@ M. granulomatis is haemolytic on sheep blood agar.

® Deviating strains exist.

Léhteet

Veterinary Microbiology 84 (2002), 103-114, Oystein Angen, Peter Ahrens, Magne Bisgaard:
"Phenotypic and genotypic characterization of Mannheimia (Pasteurella) haemolytica —like strains
isolated from diseased animals in Denmark

User's guide: Diatabs Diagnostic Tablets for bacterial identification, ROSCO

Paivityshistoria

Tama ohje korvaa tyéohjeen EELA KUO ba 44 versio 2, johon on tehty teknisid muutoksia.

15.9.2008: Ohje on paivitetty uuden organisaation mukaiseksi. Tdma ohje korvaa ohjeen KUTU
136/1.
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Eldintautibakteriolgia

API-tyéohje

3 API 20 NE

Tee suspensio 0.5 McF 2ml:aan steriilia fys. NaCl (1-4 pesakettad). Tata suspensiota
pipetoidaan taskuihin NO3 -> PNPG. S

Pipetoi edellista suspensiota 200 pl APl AUX —mediumiin hyvin sekoittaen, vaita
ilmakuplien muodostumista. Tayta GLU -> PAC -taskut ja suuaukko tasaiseksi.
Merkitse oksidaasin tulos liuskaan. S

Inkuboidaan +29°C + 2°C 24 + 2 h. Usein inkubointia pitaa jatkaa toiset 24 h.
Tarkista inkuboinnin jélkeen ensin taskut valilla GLU -> PNPG.

Lisaa reagenssit NO;- ja TRP-testeihin (vapautuu kaasuja, jotka haittaavat muita
reaktioita, varsinkin loppupaan ns. assimilaatiotesteja GLU -> PAC; tee
vetokaapissa!)

Jos laitat APIn inkuboitumaan vield 24 h:ksi, ime pipetilld pois NIT 1- ja NIT 2 — seka

(@) JAMES-reagenssit. Peita ko taskut mineraaliéljylla.
% TESTI TULOS
X NEGATIIVINEN | POSITIIVINEN
L NIT 1 + NIT 2 (2-5 min.)
> NO;3 variton [ vaal.pun./pun.
<L ZN (5 min.)
l: vaal.pun. | Variton
L JAMES (tulkinta heti)
= TRP varitén, haalean vaal.pun.
> vihrea/keltainen
<L GLU sinisesta vihreaan keltainen
a. ADH keltainen oranssi/vaal.pun./pun.
o URE keltainen oranssi/vaal.pun./pun.
L ESC keltainen harmaa/ruskea/musta
GEL ei pigmentin diffuusiota | mustan pigmentin diffuusio
PNPG varitén keltainen
GLU lapikuultava opalisoiva
ARA lapikuultava opalisoiva
MNE lapikuultava opalisoiva
MAN lapikuultava opalisoiva
NAG lapikuultava ,_opalisoiva
MAL lapikuultava opalisoiva
GNT lapikuultava opalisoiva
CAP |&pikuultava opalisoiva \
ADI lapikuultava opalisoiva [
MLT I&pikuultava opalisoiva ‘
CIT lapikuultava opalisoiva ‘
PAC lapikuultava opalisoiva \

IS toimir sekéd ittava ohjeen

Evirgn ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteessa www.evira fi
|



