Sisdilmastoseminaari 2019 179

MALDI-TOF-MASSASPEKTROMETRIA
MIKROBITUNNISTUKSESSA: OIKOTIE PAREMPAAN
ASUMISTERVEYSDIAGNOSTIIKKAAN?

A-M. Pessi !, S. Kankaanpaa !, I. Harju?, E. Eerola?, A. Saarto! ja A. Hakanen?

L Turun yliopiston biodiversiteettiyksikko, Aerobiologian laboratorio
2 Varsinais-Suomen sairaanhoitopiiri, TYKS kliinisen mikrobiologian laboratorio

THVISTELMA

MALDI-TOF massaspektrometrialla voidaan luokitella ja tunnistaa mikro-organismeja
niiden proteiiniprofiilin mukaan. Tdméa kustannustehokas ja nopea menetelmé on otettu
lagjasti kdyttoon mikrobiologisessa analytiikassa. Artikkelissa kuvataan aloitettua
selvitystytd menetelmén hyddynnettavyydesta asumisterveystutkimuksissa. Esikokeissa
menetelmaé testattiin 10 Aspergillus-kannalla sek& 50 asumisterveysnéytteista eristetylla
aktinomykeettikannalla. Aspergillus-lajien tunnistus onnistui tyydyttavasti.
Aktinomykeetit tunnistettiin kdytetyn tietokannan suppeuden vuoksi padosin vain
sukutasolle. Menetelmén kayttodnotto edellyttaisi MALDI-TOF MS kirjastotietokantojen
laajentamista DNA-sekvensoinnilla tunnistetuilla ymparistémikrobikannoilla

TAUSTAA

Kosteusvauriota indikoivat mikrobit ja viljelymenetelméan rajoitukset

Asumisterveysasetuksen soveltamisoppaassa /1/ ohjeistetut mikrobiologiset analyysit
perustuvat viljelymenetelmiin, joissa maarén lisaksi arvioidaan havaittua lajistoa. NKk.
kosteusvaurioindikoivien mikrobien poikkeavan esiintymisen perusteella voidaan
materiaalin epdilld vaurioituneen tai osoittaa ilmanéyte tavanomaisesta poikkeavaksi,
vaikka mikrobipitoisuus olisikin alittanut toimenpiderajat. Nailla menetelmilla ei homeita
voida tunnistaa lajitasolle. Esim. Aspergillus-suvun tunnistus jaa viljelyyn ja
mikroskopiaan perustuen nykytietdmyksen mukaan yleensé ryhmatasolle /2/.

Aktinomykeettien osalta edes sukutason tunnistus ei ole mahdollista pelkalla viljelylla
/3/. Asumisterveystutkimuksissa niiden tyypitys perustuu rihmaston olemassaoloon seké
pidennetyn viljelyajan (THG, 25 °C) jélkeen havaittaviin ominaisuuksiin (’alustaan
kiinnittynyt, jauhoinen, kuiva pesike”) /1/2/4/. Pelk&stédén kosteusvaurioindikoivuutta
ajatellen menettely on toimiva: saksalaisen useita tunnistusmenetelmié kdyttaneen
tutkimuksen mukaan rakennusten mikrobivaurioissa yleisimmin esiintyvat
aktinomykeettisuvut ovat Streptomyces, Amycolatopsis, Nocardiopsis, Nocardia,
Pseudonocardia, Saccharopolyspora ja Promicromonospora /3/. Néista ainoastaan
viimeisin ei vastaa y.o0. kuvausta.

Lajitasolle meneva tunnistaminen voisi auttaa rakenteista havaitun vaurion ja sisétiloista
havaittujen mikrobien (ilma, poly) valisen yhteyden selvittdmisessa. Toisaalta mikrobien
metaboliittituotto riippuu lajeista, niiden keskinaisista yhdysvaikutuksista seka
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ympéristdoloista. Esimerkiksi Chaetomium-suvun eri lajien tuottamat sekundaari-
metaboliitit vaihtelevat voimakkaasti /5/, jolloin potentiaalisen toksiinituotannon
arvioiminen pelkén sukutason tunnistuksen perusteella johtaisi harhaan.

MALDI-TOF MS (matriisiavusteinen laser-desorptio-ionisaatio-lentoaika
massaspektrometria) menetelmé

MALDI-TOF massaspektrometrialla voidaan mikro-organismeja luokitella taksono-
misesti niiden proteiiniprofiilin mukaan. Tama kustannustehokas, nopea ja helppo-
kayttdinen menetelma on yleistynyt vaihtoehtoiseksi tunnistusmenetelmaksi
mikrobiologisessa rutiinidiagnostiikassa, etenkin kliinisen mikrobiologian alalla mutta
myds mm. ymparistévalvonnassa seka elintarvikkeiden laadunvalvonnassa. /6/7/. Vaikka
molekyylibiologiset menetelmét ovat mahdollistaneet lajitason tunnistamisen ja
taksonomisen tutkimuksen, eivat ne kustannusten tai analyysien keston vuoksi monesti
sovellu rutiinimenetelmiksi.

Menetelméa on sovellettavissa niin bakteerien kuin homeiden tunnistamiseen /8/9/.
Etenkin monien bakteerin kohdalla luotettava lajintunnistus voidaan tehdd muutamissa
minuuteissa /6/ ja menetelmaa on sovellettu myds viljelymenetelmillé vaikeasti
tunnistettavien Streptomykeettien osalta /10/. MALDI-TOF-laitteet ovat pitkalle
automatisoituja ja siten helppokayttoisia. Verrattuna bioinformatiikan tietotaitoa vaativiin
DNA-menetelmiin tai viljelymenetelmilld tehtdvéan lajitason tunnistamiseen
biokemiallisine testeineen /11/ ovat menetelmén néytekohtaiset kustannukset pienié.

MALDI-TOF MS menetelméssa lajinmaaritys perustuu organismin molekyylimassa-
spektriin, joka viitetietokannan avulla yhdistetdan tiettyyn lajiin /12/. Naytteend voidaan
kayttadad kokonaisia soluja tai niista uutettua proteiinisuspensiota, jotka sekoitetaan
matriisin kanssa naytelevylla. Matriisilla kiteytettyd naytettd pommitetaan laserpulsseilla,
jolloin erikokoiset molekyylit irtoavat (desorptio) naytelevyltd, kaasuuntuvat ja
ionisoituvat. Sahkokentan avulla kiihdytetyt ionit lentavat laitteen sisélla tyhjidssa
detektoriin hiukkasen massasta riippuvalla nopeudella. Lentoajan perusteella saadaan
mitattua ndytteen massaspektri. /11/

MALDI-TOF MS -tietokannat tunnistuksen tukena

Valmistajien ja laboratorioiden kokoamat spektritietokannat koostuvat padosin kliinisesti
tarkeistd mikrobeista. Brukerin (Bruker Daltonics, Saksa) valmistamaa laitteistoa
tukevassa tietokannassa on jonkin verran ympéristomikrobeja, rakennusympariston
homeista useita tyypillisid Aspergillus, Penicillium ja Cladosporium lajeja, seka
Chaetomium globosum, Pseudogymnoascus (. Geomyces) pannorum, Scopulariopsis
brevicaulis, Stachybotrys chartarum ja Trichoderma longibrachiatum. Vaikka bakteerien
osalta tietokanta on huomattavan laaja, on aktinomykeettien osuus pieni: Streptomyces -
lajeja tietokannassa on vain 17 ja Nocardiopsis, Pseudonocardia ja Saccharopolyspora
suvuista vain 1-2 lajia.

Brukerin lisaksi MALDI-TOF MS laitteistoja valmistaa VITEK MS (bioMeérieux,
Marcy I’Etoile, Ranska), joka tietokannassa on ympéristdmikrobeja ehk& hieman
suppeammin kuin Brukerilla. Liséksi Andromas SA (Pariisi, Ranska) on kehittda
tietokantoja talla hetkelld kliinisiin tarkoituksiin /13/. Kaupallisten tietokantojen liséksi
laboratoriot ovat kehittdneet tietokantoja sisdiseen kayttoonsa.

Asumisterveystutkimuksia ajatellen MALDI-TOF MS menetelmé edellyttaisi
ympéristomikrobeja paremmin edustavaa tietokantaa, jossa olisi maantieteellisesti ja eri
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rakennusmateriaaleilta eristettyjd, tunnistettuja ja DNA-menetelmin varmistettuja
mikrobikantoja. Tunnistuksen onnistuminen ja sen tarkkuus riippuvat kéytetyn
tietokannan kattavuudesta. Bakteereilla tehdyn tutkimuksen /6/ mukaan tarvitaan
véhint&én 10 eri kannoista saatavaa spektrid, jotta vertailu olisi luotettava.

MENETELMAT

Mikrobikannat

Nyt kasitellyissa kokeissa kaytettiin paéasiassa Aerobiologian laboratorion maksullisen
palvelutoiminnan yhteydessa (2011-2017) rakennusmateriaaleista tai ilmasta eristettyja
aktinomykeettikantoja. Testatut Aspergillus-kannat (Taulukko 1.) olivat sienipankeista
hankittuja tai Aerobiologian laboratoriossa eristettyja. Aktinomykeettikannat oli
tyypitetty Asumisterveysoppaan /4/ kuvauksen mukaan. Kantoja oli yllapidetty toistetuin
jatkokasvatuksin agaralustalla (THG, M2) ja sailyttdmalla kylmidssé tai pakastamalla.
Liséksi menetelma4 testattiin 10 Nocardia-kannalla TYKS:n kantakokoelmasta.

Esikasvatus ja kasittely MALDI-TOF MS ajoa varten

MALDI-TOF MS mittausta varten tarvitaan tuoretta mikrobimassaa. Naytteind kéytettiin
sieni- tai bakteerimassaa joko yli 7 vrk vanhalta kiinte&n alustan viljelmalt4 tai 1-4 vrk
kasvatuksesta ravintoliuoksessa.

Homeet siirrettiin M2 agarilta esikasvatetukseen Sabouraud-dektroosi rikasteliemessé
(Lab M; 30 °C, pyororavistelija) ja uutettiin Schulthessin menetelmalla /13/.

Aktinomykeetit: Laitevalmistajan (Bruker Daltonics, Saksa) bakteereille suosittelema
etanolikasittely-muurahaishappouutto /6/ tuotti heikkolaatuisen massaspektrin agarilla
kasvatetuista pesakkeistd. Mykobakteereille kehitetty uuttomenetelma, jossa solu-
rakenteen hajotusta tehostetaan silikahelmilla /12/, toimi verrokkina olleilla
mykobakteereilla, mutta muilla aktinomykeeteilla spektrit jaivat heikkolaatuisiksi.

Kéyttoon otettiin menetelmd, joka sovelsi Schulthessin homeilla kéytettdvad menetelméaa:
nesteviljelyd ja sitd seuraavaa ja etanoli-muurahaishappouuttoa /13/. Aktinomykeetit
kasvatettiin THG rikasteliemessé (5 g tryptoni, 1 g glukoosi ja 2,5 g hiivauute, 12000 ml
vettd) ravistelussa huoneenldmmassa. Solut kerdattiin nesteviljelmésta sentrifugoimalla,
pestiin ultrapuhtaalla vedelld ja etanoli-muurahaishappouuttoa jatkettiin Schulthessin /13/
menetelman mukaisesti. Osa kannoista osoittautui THG-viljelyssé hyvin hidaskasvuiseksi
eikd 4 vrk kasvatuksessa syntynyt rihmastomassa riittanyt luotettavaan analyysiin. Naita
kantoja esikasvatettiin kayttden FAB-rikasteliemed (Fastidious anaerobe broth, Lab M),
30 °C.

MALDI-TOF MS —mittaus, lajintunnistus ja kirjastotietokannan luonti

Kéytetyn laitteiston, ohjelmiston ja tietokannan valmistaja on Bruker Daltonics (Bremen,
Saksa). Uutetut ndytteet liséttiin teréksiselle ndytelevylle 1 pl erissé triplikaattina ja
paalle lisattiin 1 ul HCCA-matriisia. Naytespektrit mitattiin (MBT Smart —laite,
MBT_AutoX-mittausohjelma) ja tunnistettiin vertaamalla spektreja tietokannan
referenssispektreihin (MBT Compass Biotyper Library, MALDI BioTyper Compass
Explorer 4.1 ohjelma). Spektrien yhtenevyytta verrataan kdyttden havaittujen piikkien
tiheyden, sijainnin ja voimakkuuden perusteella luotavia pistearvoja (Taulukko 1.)
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Taulukko 1. Brukerin esittdma luotettavuusasteikko ja sité vastaava pistearvo:

Tunnistustaso Symboli / pistearvo
Erittdin todenndkdinen lajitason tunnistus +++ /2,30-3,00
Varma sukutason tunnistus, todennakdinen lajitason tunnistus ++ /2,00-2,29
Todenndkdinen sukutason tunnistus + /1.70-1.99
Ei tunnistustulosta. - /0-169

Aktinomykeettikannoille, jotka eivat tunnistu kéytetylla tietokannalla, pyritaan I6ytamaan
yhtenevyyksid muiden tunnistumattomien kantojen vélilla ja luomaan laboratorion
sisainen tietokanta. Tassd nyt aloitetussa tyypitystutkimuksessa samasta nesteviljelmésta
tehdaén 8-12 rinnakkaista naytetta ndytelevylle, jotka mitataan kolmesti. Tietokantaan
hyvéksyttavadn mittaukseen tarvitaan véhintaan 20 spektrid, joiden laatu tarkistetaan
FlexAnalysis 3.4 -ohjelmalla. Onnistuneesti luotua kirjastospektrid voidaan tdman jélkeen
verrata muihin ndytteisiin vertailuspektrin.

TULOKSET JA POHDINTA

Aspergillus-homeiden tunnistettavuus

Pienen lajiotoksen perusteella Aspergillus-homeiden MALDI-TOF MS-tunnistaminen
onnistui Brukerin tietokannan avulla tyydyttavasti (Taulukko 2.). Kliinisissa naytteissa
yleiset Aspergillus fumigatus ja A. niger saivat erittdin todennakdisen lajitason tunnistus-
tuloksen. A. flavus tunnistui hyvin A. flavus-oryzae -ryhméén (hyvé yhtenevyys seka

A. flavus ettd A. oryzae -lajien spektreihin). Laboratoriossamme mikroskooppisesti tun-
nistettu A. usti —sektioon uuluva kanta tunnistui A. ustus lajiksi, kun taas saman sektion
A. puniceus —pankkikanta sai vain sukutason tunnistuksena pidettavan pistearvon. Ainoa
tietokannassa ollut Iaji, jolle ei saatu tunnistustulosta, oli kserofiilinen A. penicillioides.
Laji ei ehka tuottanut normaalia rihmastoa nestekasvatuksessa. Muut testatut lajit
puuttuivat tietokannasta (A. restrictus, A. creber ja Eurotium repens), joten lajitason
tunnistamattomuus oli oletettua; naista ei saatu kuitenkaan edes heikkoa sukutason
tunnistusta.

Taulukko 2. Testattujen Aspergillus-kantojen tunnistettavuus Brukerin tietokannalla.
DB = laji on Brukerin tietokannassa. Pistearvojen tulkinta, ks. Taulukko 1.

Testattu kanta Tunnistustulos Luojcettavuus/
pistearvo

Aspergillus fumigatus ! | bB | A. fumigatus +++ /2,59
A. flavus IHEM 932 2 | pB | A.flavus +++ [2,43

A. oryzae +++ /2,50
A. niger 1 | pB | A niger +++ [2,44
A. ryhma Usti 1 | pB | A.ustus +++ /2,31
A. puniceus IHEM 1637 3| - A. ustus + 11,74
A.terreus MUCL 614 DB | A.terreus + /1,85
A. creber IHEM 2646 3| - - /<17
A. penicillioides IHEM 2476 DB - /<17
A. restrictus IHEM 818 - - /<17
Eurotium repens  MUCL 15977 - - /<17

1 Testattava kanta on tunnistettu laboratorion sisalla mikroskooppisesti

2 Laji tunnistuu A. flavus—oryzae —ryhmaén lajiksi

3 Kannat A. puniceus IHEM 1637 on hankittu lajina A. ustus, ja A. creber IHEM 2646 lajina
A. versicolor, uudelleen nimedminen on tehty sienipankissa.
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Aktinomykeettien tunnistettavuus

Aineistossa ei ollut ennalta tunnettuja aktinomykeettej& vaan se koostui rakennuksista
eristetyisté kannoista. Tutkituista 50 kannasta lajilleen tunnistettiin vain nelja
(Streptomyces badius ja S. violaceoruber). Naiden lisdksi 19 kantaa luokiteltiin
Streptomyces —sukuun ja 1 Kocuria —sukuun (“todenndkdinen sukutason tunnistus™).

Taulukko 3. Rakennusympéristosta eristettyjen aktinomykeettikantojen tunnistettavuus
Brukerin tietokannalla. Pistearvojen tulkinta, ks. Taulukko 1.

L - . Luotettavuus /
Testattu kanta ja eristysmateriaali Tunnistustulos pistearvo
a/486; mineraalivilla Streptomyces badius ++ /2,03
a/560, finn foam S. violaceoruber ++ /2,01
a/582, mineraalivilla Streptomyces violaceoruber ++ /2,06
a/434, polyuretaani Streptomyces violaceoruber ++ /2,02
a/589, mineraalivilla Kocuria sp. * + /1,92
19 kpl kantoja Streptomyces sp. 2 + /1,7-1,96
26 kpl kantoja ei tunnistustulosta - /<17

L 1&hin tunnistus lajiin Kocuria rhizophila
2 |&hin tunnistus lajeihin S. badius, S. griseus, S. scabiei tai S. violaceoruber

Aloitetussa tyypitystutkimuksessa pyritddn luomaan oma spektrikirjasto, johon liitetdan
suuntaa antavasti tunnistettujen seka tunnistamatta jaéneiden kantojen spektreja. Jo
alustavissa kokeissa on voitu havaita osan kannoista jakautuvan spektreiltdan hyvin
samankaltaisiin ryhmiin. Ryhmien sisélta valittiin kantoja, joille mitattiin laatutarkasteltu
kirjastospektri. Naiden spektrien perusteella osa ryhmén muista kannoista tunnistuisi
Brukerin pistearvoluokittelun perusteella ”samaksi lajiksi” eli spektrien vélinen pistearvo
on ylittdnyt 2,3 (Taulukko 1). N&inkin pienen aineiston perusteella voi olettaa, ett4 on
16ydettavissd rakennusmateriaaleille tyypillisid aktinomykeetteja, “tyyppilajeja”.

Aineistosta valittuja "tyyppilajikantoja” pyrittiin tunnistamaan 16S-rRNA
geenisekvensoinnilla siind taysin onnistumatta. T&mé& johtunee ainakin osin siitd, etta
néitd aktinomykeetteja ei ole l1oydettavissa myodskaan tdamén menetelman referenssi-
kokoelmista. Kantojen kuitenkin todettiin kuuluvan sukuihin Stretomyces, Nocardia ja
Pseudonocardia. Rakennusperéisten aktinomykeettien MALDI-TOF kirjaston luomiseen
tarvittaisiinkin paitsi kattavampi aineisto rakennusmateriaaleista eristettyj, jo
tunnistettuja ja sekvensoituja kantoja.

Osa kannoista kasvoi THG-liuoksessa hyvin heikosti. Vaihtoehtona kokeiltu FAB-liuos
nopeutti selvésti kasvua ja FAB-kasvatetuista soluista saatu spektri oli selva.
Rikkaamman ravintoliuoksen mahdollista vaikutusta verrattuna THG-liuokseen ei vield
vertailtu.

YHTEENVETO

MALDI-TOF MS menetelma on hyvin sovellettavissa asumisterveystutkimuksiin ja jo
nyt menetelmdlld voidaan tunnistaa osa rakennusympéristén homeista ja aktino-
mykeeteistd. Esitutkimuksen perusteella suuri osa rakennusperéisista aktinomykeeteist4
on tunnistettavissa sukutasolle, mutta on huomattava, etté aineisto oli eristetty tiettyja
sukuja suosivalla menetelmalld. Menetelmén soveltaminen rutiinianalytiikkaan edellyttaa
laajaa esitydté soveltuvien referenssitietokantojen luomiseksi.
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