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Sammendrag

Sammendrag

Legionella pneumophila er fakultativ intracelluleere bakterier som lever naturlig i
akvatiske habitater. De kan replikere i makrofager og protozoer, bli overfart til
mennesker gjennom areosoler og fare til smitte. Ved eventuelle utbrudd er det viktig &
kunne identifisere kilden, noe som i dag bli gjort ved & typebestemme L. pneumophila
med sekvensbasert typing (SBT). Samtidig har matrix-assisted laser
desorption/ionization — time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) vist
seg a kunne brukes til rask og effektiv identifisering av en rekke mikroorganismer pa
artsniva, deriblant Legionella. Hos enkelte andre mikroorganismer har MALDI-TOF
MS ogsa vist @ kunne skille mellom underarter. MALDI-TOF MS ble i denne
oppgaven benyttet for & undersgke om det var mulig a skille L. pneumophila fra

hverandre pa stammeniva ved hjelp av MALDI Biotyper 3.0 programvare.

Standardprotokollen anbefalt av Bruker Daltonics for proteinekstraksjon fra
mikroorganismer ble tilpasset/optimalisert for bruk pa L. pneumophila, slik at
reproduserbare massespektre ble oppnadd. Evalueringen viste at proteinekstraksjon
fra ca 2 pl biologisk materiale med 10 ul acetonnitrill og 10 pl maursyre, ga best
scoreverdi opp mot Bruker Daltonics referansebibliotek. Den optimale temperaturen
og varigheten for dyrkning ble vist & veere henholdsvis 37 °C og 48 + 2 timer. Det ble
vist at lagring av skaler/kolonier med L. pneumophila ved 37 °C farte til forandringer
i massespektrene, mens lagring ved 20 °C ikke medferte slike forandringer og at
stabile massespektre ble oppnadd etter seks dagers lagring.

Det ble bygget opp et referansebibliotek i MALDI Biotyper 3.0 bestdende av
referansespekter/referansetopplister (MSP) fra til sammen 48 Legionella spp. hvorav
41 var L. pneumophila -isolater. Med referansebiblioteket ble det vist at MSP (dannet
ved standard innstillinger) for mange L. pneumophila var for like hverandre til & gi

identifisering mot egne MSP.

En klyngeanalyse ble brukt i sammenligning av L. pneumophila mellom SBT og MSP
fra referansebiblioteket dannet med MALDI-TOF MS. Sammenligningen viste at
diversiteten i proteinsammensetningen hos L. pneumophila, representert som MSP,
ikke ga samme opplaselighet som gjennom sekvensvariasjonene fra genene i SBT -

analysen.



Summary

Summary

Legionella pneumophila is facultative intracellular bacteria that live naturally in
aquatic habitats. They can replicate in macrophages and protozoa, may be transmitted
to humans through aerosols and cause infection in humans. In the event of an
outbreak, it is important to identify the source, which is currently being done by
determining the type of L. pneumophila with sequence based typing (SBT).
Meanwhile, matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight (MALDI-
TOF) mass spectrometry (MS) has been shown to be useful for rapid and efficient
identification of a number of microorganisms at the species level, including
Legionella. In some other micro-organisms MALDI-TOF MS also been shown to
distinguish between subspecies. MALDI-TOF MS was used in this paper to
investigate whether it was possible to distinguish L. pneumophila from each other on

the strain level using MALDI Biotyper 3.0 software.

The standard protocol recommended by Bruker Daltonics for protein extraction from
micro-organisms was adapted/optimized for use on L. pneumophila, allowing
reproducible mass spectra to be created. The evaluation showed that protein extraction
from about 2 ul biological material with 10 pl formic acid and 10 pl acetonitrile, gave
the best score value against Bruker Daltonics reference library. The optimum
temperature and duration of cultivation was shown to be respectively 37 °C and 48 +
2 hours. It was shown that storage of colonies of L. pneumophila at 37 °C led to
changes in the mass spectra, while storage at 20 “C did not lead to such changes and

that stable mass spectra was reached after six days of storage.

It was built up a reference library in the MALDI Biotyper 3.0 consisting of the
reference spectra/reference peak list (MSP) from a total of 48 Legionella spp. 41 of
which were L. pneumophila isolates. With the reference library, it was shown that the
MSP (formed by default) for many L. pneumophila was too similar to each other to

provide identification with their own MSP.

A cluster analysis was used in the comparison of L. pneumophila between SBT and
MSP from the reference library created with MALDI-TOF MS. The comparison
showed that the diversity in protein composition in L. pneumophila, represented as
MSP, did not give the same resolution as the sequence variations of genes in the SBT

analysis.
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Introduksjon

1. Introduksjon

1.1 Legionella

Legionella er aerobe, Gram-negative, stavlignende, gammaproteobakterier. De er
kjemoorganotrofe og bruker aminosyrer som karbon- og energikilde og krever L-
cystein og jernsalter for & kunne vokse optimalt. | kultur er den optimale
veksttemperaturen 36 °C = 1°C. Legionella lever naturlig i akvatiske habitater og er
allestedsnaerveerende i miljger med temperaturer mellom 5 og 50 °C. Mer enn femti
arter er blitt funnet. De er fakultative intracelluleere parasitter som infiserer
makrofager og protozoer og de assosieres naturlig med frittlevende amgber (figur 1.1),

som kan fungere som overfaringsvektorer til mennesker. (Garrity et al. 2005).

Figur 1.1: Lysering av amgben er Acanthamoeba castellanii (ATCC 30234) infisert med
Legionella pneumophila. Foto: Tone Aarskaug ved FFI.
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1.1.1 Legionella pneumophila

Den mest vanlige patogene arten for mennesker er L. pneumophila og derfor ogsa den
mest studerte (Garrity et al. 2005). Sykdom forarsaket av Legionella kalles gjerne
legionellose, hvor de to mest utbredte sykdommene er legionarsyken og pontiacfeber.
L. pneumophila har etter et utbrudd i 1976 vert kjent for & forarsake legionaersyken
hos mennesker. Navnet pneumophila, som kan oversettes til lungeelskende, kommer
av infeksjonen som ofte kan ha utspring i de alveolaere makrofagene og monocyttene
(Degré et al. 2008). L. pneumophila er vist & ha 17 serogrupper (sg), hvor majoriteten
av sykdom hos mennesker er rapportert & stamme fra sgl (Sobral et al. 2011).

Bakterien smitter ikke mellom mennesker (Degré et al. 2008).

| de fleste tilfeller av Legionella — utbrudd skjer overferingen til mennesker gjennom
inhalering av aerosoler som inneholder bakteriene. Aerosolene har blitt rapportert a
stamme fra ulike aerosolproduserende innrettinger som dusj, kjgletarn, boblebad,
fontener (Gomez-Valero et al. 2009), hvor spredingen utendgrs kan bli bestemt av

meteorologiske pavirkninger (Blatny et al. 2008).

In vitro studier i kultur har vist at livssyklusen til L. pneumophila bestar av minst to
adskilte faser. En overfgringsfase; utenfor en vertscelle, hvor bakteriene er flaggelerte,
bevegelige og virulente, og en reproduserende fase; hvor bakteriene er funnet i
reproduserende vakuoler, hvor de er natriumresistente og uflaggelerte (Molofsky &
Swanson 2004). Overgangen fra en reproduserende fase til overfgringsfasen skjer som

falge av aminsosyre- og/eller fettsyremangel (Gomez-Valero et al. 2009).

1.2 Motiv for oppgaven

Forsvarets forskningsinstitutt (FFI) er et nasjonalt kompetansesenter innenfor
trusselforstaelse, sarbarhetsanalyser og beskyttelsestiltak. Ved instituttet arbeides det
kontinuerlig med a forbedre eller se etter nye metoder for pavisning og identifisering

av biologiske trusselstoffer.

| 2003 og 2008 ble det rapportert om tre utbrudd av legionaersyken i forbindelse med
et biologisk behandlingsanalegg ved Borregaard Ind. Ltd., hvor FFI bidro til
identifiseringen av kilden til utbruddet (Olsen et al. 2010).
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For & kunne identifisere kilden til utbrudd av biologiske trusselstoffer er det viktig a
kunne skille mellom stammer innenfor samme art av mikroorganismer
(typingsmetoder). En typingsmetode ber ideelt sett veere rask a utfare, gi et robust
resultat og danne objektive data. En rekke ulike typingsmetoder blir benyttet og deles
gjerne inn etter om de undersgker fenotypiske trekk eller genotypiske trekk.
Fenotypiske typingsmetoder som for eksempel serotyping eller biotyping har fordelen
av at de er relativt billige & utfare og resultatene kan sammenlignes og kategoriseres i
et bibliotek. Bakdelene med dem er hovedsakelig hva som undersgkes, som kan
pavirkes ved regulering, variabelt uttrykk og gir ikke ngdvendigvis palitelige
identifiseringer av kilder til f. eks et utbrudd. Genotypiske typingsmetoder er til
motsetning mer palitelige og baserer seg pa sammenligning av f. eks DNA -sekvenser
eller DNA -mgnster (Hallin et al. 2012). Dagens internasjonale standard for typing av
L. pneumophila er en sekvensbasert typingsmetode (SBT) utarbeidet av The
European Working Groupe for Legonella Infections” (EWGLI) (The Health
Protection Agency 2012). SBT er en metode basert pa polymerase kjedereaksjon
(PCR) som krever sekvensering av PCR — produktene, noe som gjgr metoden
tidkrevende og kostbar (Hallin et al. 2012).

Matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry (MS) har de seneste arene vist seg a veere en billig og effektiv metode
for rask identifisering av mikroorganismer. MALDI-TOF MS har derfor blitt et viktig
verktgy i mange kliniske mikrobiologiske laboratorier (Bizzini & Greub 2010). Det
har tidligere blitt vist at det er mulig & gjere palitelige identifiseringer av Legionella
pa artsniva med MALDI-TOF MS (Moliner et al. 2010). Opplgselighetene til
MALDI-TOF MS har for L. pneumophila vist seg & veere sammenlignbar med
pulsfelt gelelektroforese (PFGE) (Fujinami et al. 2011).

Formalet med denne masteroppgaven var a danne et MALDI-TOF MS
referansebibliotek pa bakgrunn massespekter av L. pneumophila — isolater, ved hjelp
av. MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen Tyskland). Med
referansebiblioteket skulle det bli undersgkt om det er mulig a skille mellom ulike
stammer av L. pneumophila. Opplgselighetene av typingen ble sammenlignet med
SBT gjennom en klyngeanalyse basert pa en fylogenetisk fremstilling av dataene.
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| tillegg ble det gjort forsgk for & tilpasse den  generelle
proteinekstraksjonsprotokollen som produsenten av Microflex MALDI-TOF MS
instrumentet (Bruker Daltonics, Bremen, Tyskland) har foreslatt, slik at protokollen
ble optimalisert spesifikt for L. pneumophila -isolater.

1.3 MALDI-TOF MS

Massespektrometeret har lenge veert et viktig instrument innen kjemien, men det var
lenge et problem & male massen til makromolekyler som proteiner og nukleinsyrer.
Grunnen var at “masse til ladning” -forholdet (m/z) ma bli malt av molekyler i
gassfase. For a fa makromolekylene i gassfase krevde det tidligere gjerne
varmebehandling eller andre typer behandling, noe som ofte farte til en rask
dekomposisjon av de store molekylene. | 1988 kom det to forskjellige teknikker som
lgste problemet med makromolekylene (Nelson & Cox 2008). Den ene av dem var
MALDI — teknikken, utviklet av Koichi Tanaka (Tanaka et al. 1988) og i 2002 mottok
han Nobelprisen i kjemi. Prisen mottok han sammen med John B. Fenn for hans
utvikling av elektrospray ionisering og Kurt Withrich for hans arbeid med
kjernemagnetisk resonans i strukturbestemmelse av biologiske makromolekyler
(Kungliga Vetenskapsakademien 2002).

1.3.1 Grunnprinsippene ved analyse med MALDI-TOF MS til identifisering av
mikroorganismer

Ved MALDI-TOF MS blir analytten (ca 1 pl med hele bakterieceller eller
proteiner/peptider) som er applisert pa en metallflate (targetplate) ionisert ved hjelp av
en pulserende laser (frekvens = nanosekunder) (Hortin 2006). For at ioniseringen skal
finne sted, ma analytten veere dekket av en lysabsorberende matriks (Griffin & Smith
2000). Matriksen absorberer energien fra laseren og overfgrer den eksplosivt videre til
analytten, slik at molekylene blir ionisert i gassfasen (Watson & Sparkman 2007).
Vanligvis blir hvert av molekylene ionisert med en positiv ladning (z = 1). De
ioniserte molekylene blir overfgrt som en gass/partikkelsky til et time-of-flight — rar
(flyvergr). | vakuum blir partikkelskyen akselerert i et elektrisk felt mot en detektor

(figur 1.3.1). Fordi dannelsen av ioner skjer i vakuum, er analysen uavhengig av andre
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faktorer enn massen, sa lenge ladningen er z = 1. loner med lav m/z (M,+, i figur
1.3.1) vil bli akselerert til en hgyere hastighet og vil nd detektoren far ioner med
hgyere m/z forhold (Mi+ i figur 1.3.1). Dette kan beskrives med formelen; tid =
k(m/z)®?, hvor k er en konstant bestemt ved kalibrering opp mot en proteinstandard.
lonene nar detektoren etter 0,01-1 ns for hvert enkelt laserskudd. Analyseringstiden
vil derfor veere kort for hver prave, selv om flere laserskudd er ngdvendig for a bygge
opp et massespekter (Griffin & Smith 2000). MALDI-TOF — teknikken omtales
derfor som en “high — throughput” - analyseringsmetode (Brown & Lennon 1995;
Hortin 2006).
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Figur 1.3.1: Skjematisk fremstilling av MALDI-TOF MS (Griffin & Smith 2000). M+
0g M+ representerer analytter med henholdsvis hgy og lav masse.

1.3.2 Massespekter generert med et massespektrometer

Et massespekter fra MS kan dannes nar ionepartikler blir separert med hensyn pa
massen og antall ladninger, m/z forholdet (IUPAC 2011). Partikler som ikke er
ionisert blir fjernet fra massespektrometer -systemet av pumpene som opprettholder
vakuumet. X-aksen av et massespekter har benevningen m/z (figur 1.3.2), som er

basert pa en atomisk skala. | den atomiske skalaen tilsvarer én masseenhet én

5
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tolvtedel av isotopen *2C, som tilsvarer én dalton (Da). Dette vil si at dersom z = 1, vil
én m/z tilsvare én Da. Toppene i massespektrene er representert som intensiteten av
mengden ioner som blir detektert ved en viss m/z i massespektrometret, y-aksen.
Intensiteten (figur 1.3.2) har benevningen ™ arbitrary units” (a. u.), som indikerer at
intensiteten ikke er et helt ngyaktig mal pa mengden ioner, men samsvarer tilnaermet

med dem (Watson & Sparkman 2007).
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Figur 1.3.2: Raspekter av L. pneumophila (ATCC 33152) dannet i den oppgaven med
MALDI-TOF MS. Hentet i flexAnalasys 3.3.

1.3.3 Identifisering og klassifisering av mikroorganismer med MALDI-TOF MS
MALDI-TOF MS -“fingerprinting” har vist seg a veere en effektiv metode for
identifisering av mikroorganismer pa slekts-, arts- og i noen tilfeller underartsniva.
Metoden baserer seg pa molekyler som er tallrike i en organisme og som derfor vil
fremsta som klare topper i et massespekter. Massespektrene fra en organisme blir

benyttet til & danne referansespekter og i et bibliotek vil de fungerer som et
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fingeravtrykk i en sammenligning med et massespekter (Maier et al. 2006; Ryzhov &
Fenselau 2001).

Referansespekterene vil i denne oppgaven vil bli omtalt som “Main Spectrum” (MSP).
Et MSP er mer ngyaktig en referanse topp-liste som blir et molekyleert fingeravtrykk
av proteinsammensetningen for en art eller stamme. | programvaren MALDI Biotyper
3.0 danner MSP grunnlaget for klassifisering av organismer. Ved identifiseringen og
klassifisering av ukjente prgver vil de massespektrene som blir dannet bli
sammenlignet med referansebiblioteket (figur 1.3.3). Sammenligningen skjer ved

hjelp av algoritmer for magnstergjenkjenning (Bruker Daltonics 2011).

Bacterial sample
// e _\J\\ ™ \\’..

[ 1 ) )
O Sl

l Chemical treatment

Cluster analysis

Nature Reviews | Microbiology

Figur 1.3.3: Identifisering og klassifisering av mikroorganismer med MALDI-TOF MS
(Sauer & Kliem 2010).
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Ved en identifisering i MALDI Biotyper 3.0, vil massespektrene som er dannet fra
analytten bli omregnet til en massetoppliste. | massetopplisten vil informasjonen om
hvor massetoppene befinner seg og intensiteten av dem. Massetoppene under en
definert terskelverdi vil ikke bli tatt med i listen. Massetoppene som overlapper
mellom MSP og det eksperimentelle massespekteret vil telles. Deretter telles
massetoppene som overlapper mellom det eksperimentelle massespekteret og MSP.
Videre vil intensiteten av massetoppene som overlapper hverandre bli forbundet med
hverandre gjennom en korrelasjonsmatrise. Totalt dannes tre verdier mellom 0 og 1
som multipliseres med hverandre og normaliseres til tusen. Scoreverdiene som blir
dannet blir vist som logaritmen av resultatet. Den logaritmiske verdien som blir
dannet ved sammenligningen blir behandlet av MALDI Biotyper 3.0 og satt opp mot
definerte terskelverdier. Analytten blir gitt en scoreverdi, mellom 0 og 3 hvor 3 er
ngyaktig likt, basert pa sannsynligheten for korrekte klassifisering. En scoreverdi pa
>2 til 2.299 blir av MALDI Biotyper 3.0 bestemt til & veere en sikker identifisering av
slekt og antagelig identifisering av art. En scoreverdi >2.3 er bestemt til & veere en hgy
sannsynlighet for korrekt artsidentifisering. Ved identifiseringen genereres en rapport
over de 10 beste sammenligningene mot MSP i referansebiblioteket med tilhgrende
klassifiseringer. Ved sammenligning av neert beslektede underarter kan det i tillegg bli
gitt en vekting av seregne topper i referansespektrene (Sauer et al. 2008) Dette blir i
MALDI Biotyper referert til som subtyping” (Bruker Daltonics 2011).
Referansebiblioteket fra Bruker Daltonics inneholder 4110 MSP fra ulike
mikroorganismer i tillegg til 109 MSP i sikkerhetsdatabasen (12 Mars 2012).

1.3.4 Preparering av analytt til MALDI-TOF MS identifisering

Molekylene som blir detektert ved MALDI-TOF MS identifisering kommer
hovedsakelig fra cytosol og deler generelle trekk som sterk basisitet, medium
hydrofilitet og at de er tallrike. Studier har vist at i analyser av mikroorganismer ved
bruk av MALDI-TOF MS, genereres store deler av massespektrene fra signaler fra
ribosomale proteiner. Disse er ofte godt konservert, men sma sekvensvariasjoner
forekommer ogsa pa underarts og stammeniva som kan bidra til at masseprofilene blir
forskjellige (Ryzhov & Fenselau 2001; Teramoto et al. 2007).
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Ulike prosedyrer for prgveopparbeidelse har blitt utviklet for ulike bakterieslekter
(Claydon et al. 1996; Holland et al. 1996). Vanligvis er en enkelt bakteriekoloni
tilstrekkelig analysemateriale ved MALDI-TOF MS -analyse. Studier har vist at ved
bruk av forskjellig typer dyrkningsvilkar eller forskjellige kjemiske
ekstraksjonsmetoder, kan samme bakterie gi forskjellige massespekter. Chen et al.
2008 mener forskjellene som ble sett ved ulik lengde pa dyrkningen, kan skyldes et
gkt behov for ribosomale proteiner med lav masse i de tidlige stadiene av
bakterieveksten”. Standardiserte prepareringsmetoder og godt kontrollerte vekstvilkar
er derfor essensielt for & danne reproduserbare massespekter (Chen et al. 2008;
Williams et al. 2003). Proteinekstraksjonsprotokollen som blir presentert i denne
oppgaven er godt utprevd og har tidligere blitt brukt til identifiseringen av blant
annet; Listeria (Barbuddhe et al. 2008); gjer — isolater (Marklein et al. 2009);
Prototheca (Murugaiyan et al. 2011). Protokollen har ogsa vist, i sammenligninger
med andre prepareringsmetoder til MALDI-TOF MS -analyse, a gi et hgyt utbytte i
konsentrasjon av ekstraherte proteiner (Drevinek et al. 2012).

1.3.5 Analyser med MALDI Biotyper 3.0

| tillegg til identifisering med referansebiblioteket, er det i MALDI Biotyper 3.0
mulig & gjere tre forskjellige analyser med massespektrene; klassifisering med
trestruktur, “Composite Correlation Index” (CCI) -matrise og “Principal Component

Analysis” (PCA) (Bruker Daltonics 2011).

Med MSP er det i MALDI Biotyper 3.0 mulig & danne fylogenetiske trestrukturer.
Trestrukturene gjer det mulig a vise hvor neert beslektet organismene er til hverandre
med bakgrunn i de masseprofilene som er dannet i referansebiblioteket. Slektskapet i

trestrukturen blir reflektert med et vilkarlig avstandsniva (Bruker Daltonics 2011).

| likhet med trestrukturen, illustrerer CCI -matrisen hvor nert beslektet organismene
som sammenlignes er hverandre. CCI -matrisen baserer seg ikke pa MSP, men pa
massespekter og kan brukes til statistisk analyse av forholdet mellom
massespektrene. ”CCI -matrisen blir i MALDI Biotyper 3.0 beregnet ved a dele
spektrene inn 1 diskree intervaller og sammenligne disse intervallene over et datasett”
BrukerDaltonics 2011. Awvstanden mellom spektrene blir bestemt av hvordan

intervallene overensstemmer med hverandre. CClI -analyse i MALDI Biotyper 3.0 kan
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hovedsakelig bli brukt til & undersgke forholdet mellom nart beslektede organismer
(Bruker Daltonics 2011).

PCA i MALDI Biotyper 3.0 gir informasjon om hetero/homogeniteten av et
datasett. "Hvor hensikten med PCA er & redusere dimensjonaliteten av datasettet hvor
det er mange variabler knyttet til hverandre, samtidig som variasjonen opprettholdes”
BrukerDaltonics 2011. Hensikten er & identifisere trender og sammenhenger i
datasettet, som ellers kan veere skjult, ved et koordinatsystem. PCA analysen kan i
MALDI Biotyper 3.0 visualiseres i en trestruktur (Bruker Daltonics 2011).

1.4 Sekvensbasert typing av L. pneumophila

SBT er en universell betegnelse for en genotypingsmetode, hvor EWGLI har utviklet
en spesifikk protokoll for L. pneumophila (Gaia et al. 2005). Metoden er basert
pd “Multilocus sequencing typing” (MLST) forst beskrevet for Streptococcus
pneumoniae (Enright & Spratt 1998). SBT av L. pneumophila skiller seg fra MLST
ved hvilke type gener som blir brukt. En MLST analyse er basert pa
husholdningsgener, mens SBT — protokollen som er brukt i denne oppgaven ser pa
gener med varierende selektivt press. Hensikten med SBT - metoden er & ha en
standardisert genotypingsmetode og danne en database slik at kliniske og
miljgisolater av L. pneumophila kan bli sammenlignet. DNA - sekvensen til
spesifikke genfragmenter gir informasjon om bakteriens identitet (sekvenstype (ST)),
og kan benyttes til smitteoppsporing ved utbrudd. ST bidrar ogsa til at ulike

laboratorier kan utveksle data uten & matte utveksle isolater (Gaia et al. 2005).

SBT av L. pneumophila baserer seg pa sammenligning av PCR -produkter fra genene
flaA, pilE, asd, mip, mompsS, proA og neuA. Hvor de amplifiserte PCR produktene blir
sekvensert med bade forroverrettede (F) og bakoverrettede (R) primere.
Nukleotidsekvensene som amplifiseres ved PCR har en lengde pa mellom 245 og 648
basepar (bp) avhengig av hvilke gen det blir sett pa (tabell 1.4.1). | EWGLI —
databasen kan overensstemmende sekvenser bli angitt og sekvensene bli gitt
individuelle allelnummer (sekvensene som blir angitt i databasen er forhandshestemte
deler av PCR-produktene). Dette danner en profil basert pa allelene (figur 1.4.1),
sammensatt av 7 nummer separert av komma (eks. 3,4,1,1,14,9,1 for L. pneumophila
ATCC 33152) i en forhandshestemt rekkefglge (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA og
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neuA). ST kan bli bestemt nar alle de syv allelene er tilstede. Dersom et allelnummer
ikke kan bli bestemt, blir det angitt med en 0 og det kan da heller ikke bli gitt en ST
(eks. 3,4,1,1,14,9,0 = STO) (The Health Protection Agency 2012). Allikevel kan
allelprofilen med de allelnummerene som er bestemt veere sveert informativt (Ratzow
et al. 2007).

Tabell 1.4.1: Informasjon om SBT — logi (The Health Protection Agency 2012)

Gen Sgrrelse pa GeneBank- Region av allel ~ Sterrelse pa
PCR-produkt  nummert til som blir angitt ~ malregion
(bp) referansesekvens til EWGLI - (nukleotider)

databasen*

flaA 245 X83232 653-834 182

pilE 459 AF048690 103-435 333

asd 575 AF034213 538-1010 473

mip 558 AJ496269 117-518 402

mompS 648 AF078136 523-874 352

proA 480 M32884 1134-1538 405

neuA 459 AJ007311 229-582 354

*med bakgrunn i referansesekvensen

Genene brukt i karakteriseringen av L. pneumophila med SBT er valgt ut pd bakgrunn
av den samlede genetiske diversiteten SBT- logi gir. Sa langt har EWGLI — databasen
6002 innfgringer, med 1167 ulike ST (april 2012) (The Health Protection Agency
2012).
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Figur 1.4.1: Skjematisk fremstilling av stegene i en SBT — analyse (Tveten 2008).
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2. Materialer og Metoder

2.1 Dyrkingsforhold

Legionella spp. som ble benyttet under forsgkene, ble dyrket opp pa BCYE- agar
(Oxoid 2010) ved 37 °C i 48 + 2 timer. Dette ble gjort for & sikre at nok biologisk
materiell var tilgjengelig og for & serge for at bakteriene var i den reproduserende
fasen (1.1.1).

Bacillus cereus og Vibrio cholerae som ble benyttet ble dyrket opp pa Brain Heart
Infusion (BHI) — agar (tabell 2.1.1) ved 37 °C i 24 timer.

Tabell 2.1.1: Innhold i BHI - agar

Forbindelse g/L Instruksjon
Brain Heart Infusion (CM1135) 37 BHI ble blandet med dH,O og
Agar 15 Agar ved omrgring.

Autoklavert ved 120 °C i 20 min
pH74+0.2

2.2 Bakteriestammer

| denne studien ble totalt 46 Legionella spp. (tabell 2.2.1) benyttet, hvorav 41 var L.
pneumophila. I tillegg ble isolater fra artene L. bozemanii, L. brunensis, L. dumoffii, L.
longbeachae, L. maceachernii, L. micdadei benyttet i MALDI-TOF MS —arbeidet. |
de innledende forsgkene ble et isolat fra B. cereus og V. cholerae benyttet til

sammenligning mellom ulike bakteriarter.
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Tabell 2.2.1:Stammeliste av Legionella spp.

Materialer og metoder

Art Kode/alias Serogruppe Fatt/ kjept fra: ST Allelprofil Allelprofil funneti:  Antall
massespekter i
MSP
L. pneumophila ATCC 33152 1 CRBIP 36 34111491 Denne oppgaven 34
L. pneumophila ATCC 33154 2 CRBIP 39 3,5,1,7,14,9,8 Denne oppgaven 32
L. pneumophila ATCC 33155 3 CRBIP 395 7,6,17,20,13,11,3 Denne oppgaven 33
L. pneumophila ATCC 33156 4 CRBIP 0 11,14,16,25,7,13,0 (Visca et al. 2011) 32
L. pneumophila ATCC 33216 5 CRIBP 0 11,14,16,18,15,13,0 Denne oppgaven 33
L. pneumophila ATCC 33215 6 CRBIP 30 3,10,1,3,14,9,9 Denne oppgaven 36
L. pneumophila ATCC 33823 7 CRBIP 0 2,6,17,14,12,8,0 Denne oppgaven 34
L. pneumophila ATCC 35096 8 CRBIP 0 8,1,22,30,6,10,0 Denne oppgaven 33
L. pneumophila ATCC 35289 9 CRBIP 390 1,4,3,28,1,1,6 (Visca et al. 2011) 35
L. pneumophila ATCC 43283 10 CRBIP 17 2,10,3,28,9,4,6 Denne oppgaven 36
L. pneumophila ATCC 43130 11 CRBIP 0 12,17,11,10,5,12,0 Denne oppgaven 34
L. pneumophila ATCC 43290 12 CRBIP 187 3,10,1,28,14,9,3 (Visca et al. 2011) 29
L. pneumophila ATCC 43736 13 CRBIP 0 6,10,5,10,9,1,0 (Visca et al. 2011) 34
L. pneumophila ATCC 43703 14 CRBIP 0 2,10,3,28,9,4,0 Denne oppgaven 36
L. pneumophila FFl-Leg 321 1 EWGLI 78 2,3,6,25,2,1,15 FFI 34
L. pneumophila FFI-Leg 322 1 EWGLI 1 1431111 FFI 35
L. pneumophila FFl-Leg 323 1 EWGLI 22 2,3,6,10,2,1,6 FFI 35
L. pneumophila FFl-Leg 324 1 EWGLI 152 1,4,3,1,1,1,3 FFI 36
L. pneumophila FFI-Leg 461 1 EWGLI 59 7,6,17,3,13,11,11 FFI 32
L. pneumophila FFI-Leg 462 3 EWGLI 93 3,10,1,28,14,9,13 FFI 29
L. pneumophila FFI-Leg 463 5 EWGLI 70 7,6,17,8,13,11,3 FFI 30
L. pneumophila FFI-Leg 464 6 EWGLI 187 3,10,1,28,14,9,3 FFI 29
L. pneumophila FFI-Leg 470 1 EWGLI 42 4,7,11,3,11,28,9 FFI 32
L. pneumophila FFl-Leg 471 5 EWGLI 0 32
L. pneumophila FFl-Leg 472 1 EWGLI 481 4,7,11,13,11,12,9 FFI 31
L. pneumophila FFl-Leg 475 EWGLI 93 3,10,1,28,14,9,13 FFI 35
L. pneumophila FFl-Leg 476 EWGLI 75 2,3,18,13,25,5,6 FFI 36
L. pneumophila FFl-Leg 477 EWGLI 575 2,3,18,13,25,1,6 FFI 30
L. pneumophila FFI-Leg 479 EWGLI 0 33
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Tabell 2.2.1:Stammeliste av Legionella spp. (fortsettelse)

Materialer og metoder

Art Kode/alias Serogruppe Fatt/ kjept fra: ST Allelprofil Allelprofil funneti: Antall
massespekter i
MSP
L. pneumophila B111 Rikshospitalet 40 3,6,1,14,14,9,11 Denne oppgaven 34
L. pneumophila B607 Rikshospitalet 40 3,6,1,14,149,11 Denne oppgaven 36
L. pneumophila B1094 Rikshospitalet 42 4,7,11,3,11,12,9 Denne oppgaven 33
L. pneumophila B1481 Rikshospitalet 0 4,7,11,3,11,12,0 Denne oppgaven 28
L. pneumophila B2639 Rikshospitalet 0 6,10,14,1,33,1,0 Denne oppgaven 36
L. pneumophila B2760 Rikshospitalet 581 1,10,1,1,149,1 Denne oppgaven 33
L. pneumophila B2802 Rikshospitalet 583 7,6,17,28,13,11,3 Denne oppgaven 35
L. pneumophila B3760 Rikshospitalet 1045  4,10,11,10,11,12,28 Denne oppgaven 35
L. pneumophila B5329 Rikshospitalet 1 1431111 Denne oppgaven 35
L. pneumophila 15 Borregaard (2005) 15 12,9,26,5,26,17,15 FFI 35
L. pneumophila 458 Borregaard (2007) 458 24,6,3,3,13,11,11 FFI 35
L. pneumophila 462 Borregaard (2008) 462 12,9,2,5,50,17,15 FFI 36
L. bozemanii B1456 Rikshospitalet 31
L. bozemanii ATCC 33217 CCUG 34
L. dumoffii ATCC 33279 CCUG 32
L. brunensis ATCC 43878 CCUG 36
L. maceachernii ATCC 35300 CCUG 35
L. micdadei ATCC 33218 1 CCUG 35
L. longbeachae ATCC 33462 1 CCUG 34
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2.3 Pragvepreparering til MALDI-TOF -analyse

I denne oppgaven benyttes to prepareringsmetoder til MALDI-TOF MS -analyse,
anbefalt av leverandgren av Microflex -instrumentet (Bruker Daltonics, Tyskland); en
proteinekstraksjonsbasert prosedyre og en direkteoverfgring — metode. Ved begge
prosedyrene ble prgvene overfert til en targetplate med 96 spotter (figur 2.3.1) far

analysen.

Figur 2.3.1: MALDI targetplate i polert stal med 96 spotter (Bruker Daltonics 2012).

2.3.1 Protokoll for Proteinekstraksjon

En standard ekstraksjonsprosedyre, foreslatt av Bruker Daltonics GmbH, ble tilpasset
og brukt til & preparere prgvene fgr de ble applisert pA MALDI targetplatene.
Tilpasningen i protokollen ble gjort gjennom de innledende forsgkene (2.5).

Ca 2 pl med celler fra enkeltkolonier, ble suspendert i 300 pul sterilt ionefritt vann
(LC-MS Chromasolv) i 1,5 pl eppendorfrgr. Lgsningen ble homogenisert ved risting i
1 min med Reax top vortexmaskin (Heidolph, Tyskland). Suspensjonen ble tilsatt 900
pl absolutt etanol, og deretter ristet i 1 min. Lasningen ble sentrifugert med Heraeus
Pico 17 — sentrifuge (Thermo Scientific, Tyskland) ved 13000 RPM i 2 min og
supernatanten fjernet ved forsiktig pippetering. Sentrifugeringen og pippeteringen ble
gjentatt for & sikre at all etanol ble fjernet. Pelleten ble tgrket i 5 min slik at mulig
gjenveerende etanol fordampet. 10 ul med 70 % maursyre ble tilsatt og pelleten

resuspendert til en homogen lgsning ved risting i 1 min. Deretter ble et likt volum av
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100 % acetonitril tilsatt forsiktig langs kanten av eppendorfrgret, for & unnga
oksidering av preven. Prgvene ble sentrifugert ved 13000 RPM i 2 min, fgr 1 pl av
supernatanten ble applisert pd MALDI targetplaten. Prgvene tgrket sa ved
romtemperatur fgr 1 pul med a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA)- matrix (tabell
2.3.1) ble applisert pa spottene. Dette farte til en co-krystallisering mellom HCCA og
preven. De ferdig preparerte targetplatene tarket i avtrekkskap i ca 5 min, for de var
klare for analyse med MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics 2011).

Tabell 2.3.1: HCCA — matrix

Forbindelse Volum Instruksjon

(%)
Sterilt ionefritt vann (LC-MS 47,5 Tilsett TFA og acetonitril til
Chromasolv) vannet og bland ved risting.
Trifluoroacetic acid (TFA) 2,5 Tilsett 250 pl av lgsningen til
99,9 % porsjonert HCCA.
Acetonitril 100 % 50 Rist til lgsningen er homogen.

HCCA (porsjonert) (Bruker 2,5mg
Care Online 2012b)
Ferdig HCCA - matrix lagres mgrkt*

*Ved evt. utfelling under lagring eller oppbevaring over 14 dager, ble Igsningen kastet.

2.3.2 Protokoll for Direkte — metode
Bakterieceller fra agarplaten kan overfgres direkte til targetplaten uten

proteinekstraksjon.

En tannpirker ble dyppet forsiktig i en enkeltkoloni og smurt tynt utover pa hver
enkelt spott pa targetplaten for & danne et tynt homogent lag med celler. Innen 10
minutter etter at prgven hadde tarket, ble 1 ul HCCA — matrix tilsatt hver spott. Nar

matrixen hadde tarket kunne analytten analyseres (Bruker Daltonics 2011).

MALDI-TOF analysen er meget falsom for mengden prgvemateriale applisert pa
targetplaten. Denne prepareringsmetoden kan derfor gi feilaktige resultater dersom for

mye eller for lite biologisk materiale blir tilsatt (Bruker Daltonics 2011).
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2.4 Malinger med MALDI-TOF MS

MALDI-TOF instrumentet brukt i denne oppgaven er en Microflex (Bruker Daltonics,
Bremen, Tyskland). Instrumentet er designet for automatisert proteinidentifisering og
-karakterisering, biomarkgrdeteksjon, oligonukleotid kvalitetskontroll, og SNP (singel
nucleotide polymorphism) genotyping (Bruker Daltonics 2004).
Instrumentinnstillingene for Microflex -instrumentet ble ikke endret ved arbeidet med
oppgaven (tabell 2.4.1).

Tabell 2.4.1: Instrumentinnstillinger, Microflex MALDI-TOF MS.

Instrumentparameter

Laserfrekvens 60 Hz
Masserekkevidde 2000 til 20137 m/z
lonekilde 1 20,04 kV

lonekilde 2 16,73 kV

Linse 8,02 kV
Forsinkningstid pa ekstraksjon 120 ns

Begynnende laserstyrke 30 %

Maksimal laserstyrke 40 %

Laserattenuator offset 23 % (rekkevidde 30 %)

Pravene som ble analysert ble overfart til en 96 spott targetplate. Hvert massespekter
ble automatisk dannet ved hjelp av AutoXecute i programmet Flex control 3.3
(Bruker Daltonics, Leipzig, Tyskland). Programmet genererte et massespekter ved a
summere massespektrene fra 240 laserskudd (et massespekter fra hvert skudd, 40
skudd i ulike posisjoner pa hver spott, ved “random walk movment”).

Ekstern kalibrering av maskinen ble gjort med en bakteriell teststandard (BTS)
(Bruker Care Online 2012a) (tabell 2.4.2) som dekket en masse av molekyler pa

mellom 2 tusen til 20 tusen m/z (Bruker Daltonics 2011).
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Tabell 2.4.2: BTS

Forbindelse Volum Instruksjon
(%)
Sterilt ionefritt vann LC- 47,5 Tilsett TFA og acetonitril til
MS Chromasolv vannet og bland ved risting.
Trifluoroacetic acid (TFA) 2,5 Tilsett 50 pl av lgsningen til
99,9 % porsjonert BTS.
Acetonitril 100 % 50 Pipeter forsiktig opp og ned 20
ganger for & unnga oksidering.”
BTS (porsjonert) Gjenta pipeteringen etter 5 min
BTS -lgsningen ble lagret mgrkt ved -18 °C * dersom Igsningen ikke er
blakket.

* Kastes etter tredje opptining.

2.5 Innledende forsgk

Far arbeidet med & danne biblioteket ble pabegynt ble tre separate forsgk utfart for a
evaluere henholdsvis; hvilke volum av biologisk materiale som ga hayest scoreverdi
ved MALDI-TOF MS identifisering; hvilke volum av acetonitril og maursyre ved
proteinekstraksjonen som ga hayest scoreverdi ved MALDI-TOF MS identifisering;
og stabiliteten av lagrede proteinekstrakter og kolonier pa agarplatene. Ved alle
forsgkene ble MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard i programvaren
MALDI Biotyper Version 3.0 (Bruker Daltonics GmbH) brukt til a danne
massespekter og klassifisere prgven opp mot det eksisterende referansebiblioteket i
programvaren. Totalt ble tre massespekter dannet for hver prgve, hvor scoreverdien

fra sammenligningene med best treff mot MSP ble brukt i vurderingen av resultatet.

2.5.1 Evaluering av optimal mengde biologisk materiale
Proteinekstraksjonsprotokollen (2.3.1) ble brukt i utferelsen av forsgket, hvor de
eneste parametrene det ble justert pa var volumet av biologisk materiale fra
agarplatene. Til forskjell fra nevnte protokoll var ogsa volumet av acetonitril og
maursyre satt til 20 ul. Volumene av biologisk materiale som ble brukt tilsvarer ca %,
1, 2 og 6-8 kolonier, hvor koloniene hadde en diameter pa ca 3-4 mm. Tre parallelle
proteinekstraksjoner ble dannet for hvert volum hvorav tre pseudoparalleller fra hver
ekstraksjon ble overfgrt pa targetplaten. Forsgket ble utfgrt med B. cereus, V.
cholerae og L. pneumophila (ATCC 33823 og ATCC 33152).
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2.5.2 Evaluering av optimalt volum maursyre og acetonitril

| evalueringen av acetonitril- og maursyrevolumet ble proteinekstraksjonsprotokollen
(2.3.1) brukt, de eneste parametrene det ble justert pa var de nevnte volum. Volumene
som ble brukt var 2, 5, 15, 30 og 50 pl. Tre parallelle proteinekstraksjoner ble dannet
for hvert volum hvorav tre pseudoparalleller fra hver ekstraksjon ble overfert til

targetplaten. Evalueringen ble gjort med L. pneumophila (ATCC 33823).

2.5.3 Stabilitet av proteinekstrakter og kolonier ved lagring

For & teste stabiliteten av proteinekstrakter og kolonier ved lagring, ble det bade gjort
en  proteinekstraksjon  (2.3.1) og en direkteoverfgring (2.3.2). Ved
proteinekstraksjonen ble et volum pa 30 pl av acetonitril og maursyre brukt. Forsgket
ble utfgrt med B. cereus, V. cholerae og L. pneumophila (ATCC 33823) over
henholdsvis 9, 8 og 7 dager. Hver bakterie ble dyrket opp pa to agarplater ved 37 °C
og ved 20 °C, og lagret videre ved samme temperaturer til forsgket var over. For hver
dag ble det gjort tre parallelle proteinekstraksjoner for hver agarplate, hvor totalt tre
pseudoparalleller fra hver ekstraksjon ble overfgrt pa targetplaten. Samtidig ble tre
paralleller fra hver agarplate overfart pa targetplaten ved hjelp av direktemetoden.
Proteinekstraksjonen fra dag én ble lagret videre ved 4 °C og overfort pa targetplaten
hver dag, for a teste stabiliteten ved lagring.

For & illustrere endringene i massespektrene ble ett massespekter fra hver av dagene
plukket ut og sammenlignet. Massespektrene (totalt 5) ble hentet fra MALDI-TOF
MS -identifiseringen fra L. pneumophila -koloniene dyrket ved 37 °C og preparert
med proteinekstraksjon. Sammenligningen ble gjort i Flex Analysis 3.3 (Bruker

Daltonics, Bremen, Tyskland).

2.6 Generering av massespekter med MALDI-TOF MS til MSP - dannelse
For a preparere prgver til dannelse av massespekter til MSP - referansebiblioteket, ble
ekstraksjonsprotokollen (2.3.1) benyttet. Massespektrene ble direkte dannet i Flex
control 3.3.
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For hver bakterie ble det gjort 3 proteinekstraksjoner og for hver ekstraksjon ble 4
paralleller overfert pa targetplaten, til totalt 12 spotter. Av disse ble det dannet 3

massespekter per spott som totalt ga 36 massespekter per isolat.

2.6.1 Analysering av massespekter og generering av MSP

Kvaliteten til hvert massespekter ble analysert og manuelt bestemt gjennom
programvaren FlexAnalysis 3.3. 36 “ra-massespekter” fra hvert isolat ble farst
behandlet med en algoritme for grunnlinjesubstitusjon og en algoritme for a jevne ut
massespektrene. Deretter ble avvikende massespekter i massespektersettene fjernet,
basert pa variasjon rundt toppene. | denne oppgaven var variasjonen bestemt til a

veere 500 deler per million (ppm), etter anbefaling fra Bruker Daltonics.

Et minimum av 20 massespekter var ngdvendig for & danne ett MSP. Programvaren,
MALDI Biotyper 3.0, konstruerte en peak/topp-liste fra hele datasettet og danner
MSP ved & bruke informasjonen om massene til toppene, frekvensen av topper og
intensitetsfordelingen til toppene (Bruker Daltonics 2011).

2.6.2 Blindtest — identifisering av L. pneumophila med MSP i referansebibliotek
For & undersgke om det var mulig en god identifisering med MSP i
referansebiblioteket som ble konstruert, ble det satt opp en blindtest. 14 av L.
pneumophila isolatene (tabell 2.2.1) ble tilfeldig valgt ut og blindet. Tre
proteinekstraksjoner (2.3.1) ble utfert for hvert isolat, hvor 3 paralleller fra hver
ekstraksjon ble overfort til targetplaten (totalt 9 spotter for hvert isolat).

Identifiseringen ble utfert i MALDI Biotyper 3.0 opp mot det konstruerte
referansebiblioteket (41 L. pneumophila oppferinger, tabell 2.2.1) og mot 11 L.
pneumophila MSP som var oppfert i referansebiblioteket til Bruker Daltonics
(Vedlegg A, tabell Al) (totalt 52 MSP). Ett massespekter ble dannet for hver spott
som totalt ga ni identifiseringer per isolat. | vurderingen av resultatene ble den
hgyeste scoreverdien for hvert massespekter i identifisering vurdert og treff mot eget
MSP ble telt for hver identifisering.
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Massespektrene fra blindtesten ble gjennom MALDI Biotyper 3.0 brukt til & danne
nye MSP. MSP fra massespektrene ble identifisert mot referansebiblioteket for a
undersgke om en bedre sammenligning ble oppnadd, enn det massespektrene hver for
seg oppnadde. MSP fra massespektrene ble dannet slik beskrevet (2.6.1), med unntak

av at totalt ni massespekter ble brukt i dannelsen av hver MSP.

2.6.3 Fylogenetisk fremstilling av MSP og massespekter

En fylogenetisk klassifisering basert pA MSP som var blitt dannet ble konstruert i
Biotyper 3.0 programvaren. Programvaren konstruerte en trestruktur etter standard
innstillinger (tabell 2.6.1). Trestrukturen ble behandlet og tilpasset i Adobe Photoshop
Elements 8 (Adobe, California, USA).

Tabell 2.6.1: Standardinnstillinger ved dannelse av trestruktur fra MSP i MALDI
Bioptyper 3.0

Score Oriented Dendrogram

Distance Measure Correlation
Linkage Average
Score Threshold Value for a Single Organism 300

Score Threshold Value for a Related Organism 0

Samtidig ble det dannet et fylogenetisk tre basert pa PCA (1.3.4) for a undersgke om
det ble sett noen nye trender. PCA -analysen kan i MALDI Biotyper 3.0 bare utfares
pa massespekter. Det ble derfor valgt ut et massespekter fra hvert av L. pneumophila -
isolatene som var benyttet til dannelsen av MSP (2.6). Massespektrene som ble valgt
var analysert og behandlet slik det er forklart (2.6.1). Alle massespektrene var
generert fra posisjon 6 pa targetplaten (A6 — H6). Standard innstillinger (tabell 2.6.2),
foreslatt av Bruker Daltonics ble brukt til dannelsen av treet. Trestrukturen ble

behandlet og tilpasset i Adobe Photoshop Elements 8.
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Tabell 2.6.2: Standardinnstillinger ved dannelse av trestruktur med PCA i MALDI

Biotyper 3.0

Method Hierarchical
Distance Measure Correlation
Linkage Algorithm Average
Maximal Cluster 4

Maximal Number of Top Level Noedes All

| den fylogenetiske fremstillingen fra bade MSP og PCA ble det observert to tydelige
forgreninger (figur 3.2.3 b og figur 3.2.4) hvor grenene er markert i rgdt og blatt. Den
bla forgreningen besto i begge de fylogenetiske treene av de samme L. pneumophila -
isolatene. Ett massespekter fra tre av isolatene i hver klynge ble valgt ut for undersgke
om det kunne observeres en sammenheng i massetoppene. L. pneumophila -isolatene
som ble valgt ut fra bla forgrening var; BRG-ST458; BRG-ST462; ATCC 33154, og
fra red forgrening; BRG-ST15; ATCC 33152; ATCC 33215 (tabell 2.2.1).
Massespektrene som ble benyttet var pa forhand analysert i dannelsen av MSP (2.6.1)
og brukt i dannelsen av PCA — treet som forklart ovenfor. Massespektrene ble

illustrert gjennom FlexAnalasys 3.3 -programvaren.

2.1 SBT
En SBT protokoll fra EWGLI til epidemiologisk typing av L. pneumophila ble

benyttet til & bestemme ST av isolatene i en 7-nummer allel-profil. Allel - profilene

ble videre brukt til & gjare en fylogenetisk sammenligning av isolatene.

2.7.1 DNA isolering

DNA fra 19 L. pneumophila isolater (markert; Denne oppgaven, tabell 2.2.1) ble
isolerte ved a danne kokepreparater. En suspensjon av 0,7 ml sterilt GIBCO-vann
(DNase- og RNase — fritt) og ca 3 pl med celler fra enkelkolonier ble laget i
eppendorfrgr, og ristet. Suspensjonen ble varmet med Thermomixer comfort —
varmeblokk (Eppendorf, Tyskland) ved 99 °C i 15 min. Suspensjonen ble sentrifugert
og lysatet brukt i PCR amplifiseringen. Kokepreparatene ble lagret ved -18 °C.
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2.7.2 SBT gen og primere

Primerene brukt (tabell 2.7.1) rettet seg mot syv gener, flaA, pilE, asd, mip, momps,
proA og neuA. Primerene var alle M13 — primere, slik at de direkte kunne bli klonet
inn i M13 — vektorer og gjare sekvenseringen lettere.

Tabell 2.7.1: SBT primere brukt i denne studien.

Primer-navn Mal-gen  Nukleotidsekvens (5°-3)

flaA-619F flaA TTTCTCTGG CGC AAG CTT CC
flaA-846R flaA GCT GCT TTG GCATAG GCAG

pilE-12F pilE CAC AAT CGG ATG GAA CAC AAACTA
pilE-453R pilE GCT GGC GCACTCGGT ATCT

asd-487F asd CCCTAATTGCTCTACCATTCAGATG
asd-1039R asd CGA ATG TTATCT GCG ACT ATC CAG
mip-58F mip GCT GCA ACC GAT GCC AC

mip-595R mip CAT ATGCAAGACCTGAGGGAAC

mompS-430F mompsS TTG ACC ATG AGT GGG ATT GG
mompS-1116R  mompS  TGG ATA AAT TAT CCAGCC GGACTTC
proA-1090F proA GAT CGC CAA TGC AAT TAG

proA-1553R proA ACC ATA ACA TCA AAA GCC

neuA-196F neuA CCG TTC AAT ATG GGG CTT CAG
neuA-611R neuA CGATGT CGATGG ATT CACTAATAC

2.7.3 PCR amplifisering

En LightCycler® 480 Real-Time PCR System ble brukt sammen med LightCycler®
480 SYBR Green | Master Kit (Roche applied science) ved PCR amplifiseringen.
PCR amplifiseringen ble gjort med 18 pl reaksjonsblanding (tabell 2.7.2) sammen
med 2 pl templat DNA fra kokepreparatet (2.7.1) (utgjorde en 1:10 fortynning av det
totale reaksjonsvolumet), totalt 20 pl reaksjonsvolum. Amplifiseringen ble utfart

under forholdene som er beskrevet (tabell 2.7.3).
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Tabell 2.7.2: Innhold i reaksjonsblanding for PCR amplifiserinig (for hver
reaksjonsbrgnn)

Reagens Volum (pl)
dH,O (GLYCO)* 4

Enzym miks** 10

Primer miks (S5uM) *** 4

(blanding av bade F og R primer)

*DNase- og RNase- fritt.

**Bestar av FastStart Taq DNA Polymerase, reaksjonsbuffer, ANTP miks (med dUTP i stede
for dTTP), SYBR Green | dye, og MgCl..

***K onsentrasjonen utgjer 1 umol i det totale reaksjonsvolumet pa 20 .

Tabell 2.7.3: Programmet brukt ved PCR amplifiseringen.

Trinn Temperatur ("C) Sykluser Tid
Denaturering 95 1 300 sek

Denaturering 95 30 sek
Amplifisering Avspenning 55 35 30 sek

Forlenging 72 30 sek
Forlengning 72 1 420 sek
Smeltekurve 58 2> 95 1 0,11 °Cl/sek
Avkjgling 37

2.7.4 Verifisering av PCR produkt
Smeltepunktskurven som ble dannet under PCR amplifiseringen (2.7.3) ble brukt til a
indikere spesifisiteten til PCR produktet, ved & se etter dannelser av dimerer mellom

primerene.

| tillegg ble Aligent 2100 BioAnalyzer® (Aligent Technologies) brukt til & utfare
elektroforese, med DNA 1000 series 11 kit, ved & falge instruksjonene fra fabrikanten.
Dette ble gjort for & bestemme om det var ett PCR produkt og om nukleotidelengden
tilsvarte det som var forventet, slik at ikke ufullstendige PCR produkter ble sendt til

sekvensering.

2.7.5 Sekvensering og analysering av sekvenseringsdata
Rensingen og sekvenseringen av PCR produktet ble utfgrt av Eurofins MWG Operon,
Tyskland.
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Analyseringen av sekvenseringsdataene ble utfgrt i gratisprogramvaren Staden —
Package, verson 1.7 (Staden 1996a). | Staden Pacakage ble de radataen fra de
komplementare F og R sekvensene, som var sekvensert, lastet opp som abl-filer til
programmet Pregap4 versjon 1.5. Pregap4 gjorde en automatisk kvalitetskontroll av
de komplementere sekvensene ved & klippe bort deler av sporingsdataen
(kromatogrammene som ble dannet ved sekvenseringen) som la under
kvalitetsgrensen. Utputt — filene fra Pregap4 ble dannet som AUX - format og ble
videre brukt i programmet Gap4. | Gap4 ble det gjort en manuell analyse og
bearbeiding av de sammenstilte komplementzare sekvensene. Det ble sjekket at
konsensussekvensene stemte overens med kromatogrammene for de komplementaere

sekvensene og at det ikke var innfart gap eller baseendringer (Staden 1996b).

Konsensussekvensene fra hvert av isolatene ble sortert inn i txt-filer og omgjort til
FASTA — format, én fil for hvert av SBT — genene (1.4), og analysert i programmet
MEGA 5 (Tamura et al. 2011). | FASTA-filene ble ogsa referansesekvensen (Vedlegg
B, tabell B1) inkludert for hvert av SBT — genene. MEGA 5 er et program som ved
hjelp av det innebygde programmet ClustalW gjer det mulig & sammenstille sekvenser.
MEGA 5 tillater ogsa bearbeiding av sekvenser ved; innsetting og sletting av baser,
og fjerning av ugnskede ender. Ved sammenstillingen ble sekvensen orientert etter
referansesekvensen (5°-3’) og alle forlengninger pa konsensussekvensene ble fjernet
for & gjere alle sekvensene like lange. Sekvensene ble lagret i FASTA — format for

videre analyse.

Allel — numrene (1.4) ble bestemt fra sekvensene i FASTA — filene ved hjelp av
EWGLI sitt ” Check a sequence for its allele number” -verktay, tilgjengelig pa
EWGLI sin nettside (The Health Protection Agency 2012). BioNumerics versjon 6.6
(Applied Maths, Ghent, Belgium) ble brukt til & danne en database av L. pneumophila
isolatene (tabell 2.2.1). BioNumerics er en databaseplattform med ulike verktay for
analyser av biodata. |1 denne oppgaven ble et MLST-plugin brukt til & gjere en
klyngeanalyse av allel — profilene (Applied Maths 2012). Allel — profilene funnet i
denne oppgaven ble sammen med allel — profilene allerede tilgjengelig fra FFI og
litteratur (tabell 2.2.1), lastet inn og koblet til isolatene i databasen. Deretter ble det
dannet trestrukturer basert pa diversiteten i alle allel — profilene. Ikke alle
allelprofilene hadde informasjon om neuA — genet, derfor ble de fylogenetiske treene

dannet med allelnummerene fra flaA, pilE, asd, mip, mompS og proA — genene.
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Treene ble dannet med algoritmene; “Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean” (UPGMA), “minimum spanning tree” (MST); og “neighbor joining”
(NJ). UPGMA er en hierarkisk klustringsmetode hvor det antas en konstant hastighet
pa evolusjonen. Et MST — tre representerer den korteste avstanden mellom dataen,
den korteste evolusjonere veien. | NJ antar minst mulig evolusjon mellom dataen og

vises som den totale lengden i treet.
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3. Resultat

| denne oppgaven ble det utfert tre innledende forsgk (3.1) for a
standardisere/optimalisere protokollen for proteinekstraksjon fra L. pneumophila for
bruk i MALDI-TOF MS -analyse(r). Det ble bygget opp et referansebibliotek i
MALDI Biotyper 3.0 bestaende av MSP fra til sammen 48 Legionella spp. hvorav 41
var L. pneumophila -isolater. Referansebiblioteket ble evaluert i en blindtest. En
klyngeanalyse ble brukt i sammenligningen mellom typingen med MALDI-TOF MS
og SBT -analysen (3.2).

3.1 Innledende forsgk

3.1.1 Evaluering av optimal mengde biologisk materiale

Evalueringen ble utfert for & undersske om mengden biologisk materiale i
proteinekstraksjon kunne endre massespektrene som igjen kunne pavirke
identifiseringen med MALDI Biotyper RTC (2.5.1). Scoreverdiene som er presentert
er de gjennomsnittlige logaritmiske scoreverdiene ved MALDI-TOF MS -
identifisering, for de tre proteinekstraksjonene som ble ekstrahert for hvert isolat.
Standardavviket illustrerer variasjonen mellom de ulike proteinekstraksjonene utfart

ved hvert forsgk.

Proteinekstraksjonene fra % - 1 koloni av V. cholerae (figur 3.1.1 a) resulterte i de
hgyeste scoreverdiene nar isolatene ble sammenlignet mot V. cholerae i Bruker
Daltonics -referansebibliotek. Variasjonen mellom hver ekstraksjon illustrerte liten

forskjell i massespektrene ved de fire volumene som ble undersgkt.

Hos B. cereus (figur 3.1.1 b) ble det observert hgyest scoreverdi (>2,3) for

massespektrene dannet med biologisk materiale tilsvarende 6 — 8 kolonier.

Sammenligningen av massespektrene dannet fra L. pneumophila ATCC 33823 (figur
3.1.1-c) resulterte i starre variasjon sammenlignet med V. cholerae og B. cereus. 1 — 2
kolonier med biologisk materiale resulterte i de hgyeste scoreverdiene sammenlignet

med L. pneumophila i Bruker Daltonics -referansebibliotek.
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Da vi observerte at massespektrene mellom de ulike artene ble pavirket av mengden
biologisk materiale gnsket vi & undersgke om dette ogsa gjaldt mellom ulike stammer
av L. pneumophila. L. pneumophila ATCC 33152 (figur 3.1.1 d) viste hgyest
scoreverdi for massespektrene dannet ved proteinekstraksjon med biologisk materiale

tilsvarende 1 — 2 kolonier.

a) V. cholerae b) B. cereus
2,10 2,40
2,05 I I 2,35 T
2,00 2,30
5 1,95 = 5 2,25
(5] [«}]
3 1,90 2,20
o o
3 1,85 - @ 2,15
1,80 - —— 2,10
1,75 - 2,05
1,70 - 2,00
i 1/4 koloni &1 koloni k1/4 koloni &1 koloni
L 2 kolonier & 6-8 kolonier 12 kolonier 6-8 kolonier
c) L. pneumophila d) L. pneumophila
(ATCC 33823) (ATCC 33152)
2,30 2,25
2,25 2,20 I I
S 2,20 - T 2,15 ‘ l
(5] [«5]
> >
3215 - 3210
2,10 - 2,05 -
2,05 - 2,00 -
M 1/4 koloni &1 koloni kM 1/4 koloni & 1 koloni
L1 2 kolonier 6-8 kolonier L2 kolonier  6-8 kolonier

Figur 3.1.1: Scoreverdiene som funksjon av mengden biologisk materiale. a) V. cholerae
b) B. cereus ¢) L. pneumophila (ATCC 33823) d) L. pneumophila (ATCC 33152).
Usikkerhetene er angitt som standardavviket av tre proteinekstraksjoner.
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3.1.2 Evaluering av optimalt volum maursyre og acetonitril

Evalueringen ble utfert for a undersgke om ulike volum av maursyre og acetonitril
ville endre massespektrene som igjen kunne pavirke identifiseringen med MALDI
Biotyper RTC (2.5.2).

Forsgket ble utfart med 2 — 50 pl av hver reagens pa L. pneumophila ATCC 33823
(figur 3.1.2). Proteinekstraksjonen med 5 — 15 ul av maursyre og acetonitril ga
massespektre med hgyest scoreverdi mot L. pneumophila i Bruker Daltonics -
referansebibliotek. Variasjonen mellom scoreverdiene (<0,1) viste en liten forskjell

mellom massespektrene.

L. pneumophila (ATCC 33823)

2,30

2,25

2,20 |S0uL
S 30 L
(<5
2,15 L15 L
uSa M5puL

2,10 L2 L

Figur 3.1.2: Scoreverdi som funksjon av tilsatt maursyre/acetonitril -volum i
proteinekstraksjonsprosedyren. L. pneumophila (ATCC 33823). Forsgk utfart med 2, 5, 15,
30 og 50 pl av hver reagens.
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3.1.3 Stabilitet av massespekter ved lagring av proteinekstrakter og kolonier

Evalueringen ble utfart for & undersgke om lagring av kolonier pa skal og lagring av
proteinekstrakter ville endre massespektrene som igjen kunne pavirke identifiseringen
med MALDI Biotyper RTC (25.3). Forsgket ble utfgrt med
proteinekstraksjonsprotokollen (2.3.1) og direkteoverfarings — metoden (2.3.2) for a

undersgke om de to metodene pavirket massespektrene forskjellig.

For V.cholerae (figur 3.1.3 a) resulterte direkteoverfgrings — metoden i de hgyeste
scoreverdiene for massespektrene i sammenligningen med V.cholerae i Bruker
Daltonics referansebibliotek. Scoreverdiene som ble oppnadd viste at massespektrene
fra koloniene dyrket ved 20 °C (merket; 20 °C direkte, i figur 3.1.3 a) ga stabile
massespektre med en scoreverdi >2,2 frem til dag tre ved dyrkningen. Massespektrene
fra koloniene dyrket ved 37 °C (merket; 37 °C direkte, i figur 3.1.3 a) sank jevnt i
scoreverdi fra >2,2 pa dag én til <1.3 pa dag atte. Variasjonen mellom overfaringene
per dag illustrerte en usikkerhet i massespektrene, nar direktemetoden ble brukt.
Usikkerheten i massespektrene ble stgrre etter hvert som koloniene ble eldre.

Massespektrene fra proteinekstraksjonen dannet fra koloniene dyrket ved 20 °C hos
V.cholerae (merket; 20 °C ekstraksjon, i figur 3.1.3 a) resulterte i en scoreverdi >2,0
frem til dag tre. Stabiliteten til massespektrene fra proteinekstraksjon dannet fra
koloniene dyrket ved 37 °C (merket; 37 °C ekstraksjon, i figur 3.1.3 a) resulterte i en
scoreverdi >2,0 frem til dag to, og sank til en scoreverdi pa 1,5 etter tre dager lagret pa

skal.

De lagrede proteinekstraktene (merket; 37 °C lagret og 20 °C lagret, i figur 3.1.3 a)
resulterte begge i massespekter med scoreverdi >2,0 etter én dags lagring, og

stabiliserte seg pa en scoreverdi rundt 1,8 etter fem dagers lagring.

Hos B. cereus resulterte massespektrene fra proteinekstraksjonen fra kolonier dyrket
ved 20 °C (merket; 20 °C ekstraksjon, i figur 3.1.3 b) i en scoreverdi pa >2,2 frem til
dag fire. Massespektrene fra proteinekstraksjon fra koloniene dyrket ved 30 °C
(merket; 30 °C ekstraksjon, i figur 3.1.3 b) oppnadde hgyest scoreverdi (>2,2) etter at

koloniene var lagret i to dager og sank jevnt i scoreverdi til rundt 1,9 ved dag ni.
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De direkteoverfarte koloniene (merket; 20 °C direkte og 30 °C direkte, i figur 3.1.3 b)
resulterte i massespektre med en scoreverdi rundt 2,1 frem til dag to og sank jevnt i

scoreverdi (<1,8) frem til dag ni.

Massespektrene fra de lagrede proteinekstraktene (merket; 20 °C lagret og 30 °C
lagret, i figur 3.1.3 b) oppnadde hgyest scoreverdi (>2,2) ved dag én, scoreverdien var
hgyere enn den dagen ekstraksjonen fant sted (merket; 20 °C ekstraksjon og 30 °C
ekstraksjon, dag én, i figur 3.1.3 b). Massespektrene sank deretter jevnt ned til en

scoreverdi pa rundt 1,9 og stabiliserte seg ved dag seks.

Fra L. pneumophila ATCC 33823 (figur 3.1.3 c), oppnadde massespektrene hgyest
scoreverdi (>2,2) fra proteinekstraksjon dannet fra kolonier lagret pa skal i to dager
(merket; 20 °C ekstraksjon og 37 °C ekstraksjon, i figur 3.1.3 ¢). Massespektrene fra
koloniene dyrket ved 20 °C hadde en scoreverdi >2,3 ved to dagers lagring og var

stabile med en scoreverdi >2,2 etter seks dager lagring.

Massespektrene fra koloniene dyrket ved 20 °C som var direkteoverfart (merket; 20 °C
direkte, i figur 3.1.3 c) oppnadde den hgyeste scoreverdien fra koloniene dyrket ved
dag én og hadde en scoreverdi like over 2,0 frem til dag seks. Massespektrene fra
koloniene dyrket ved 37 °C og var overfert direkte (merket; 27 °C direkte, i figur 3.1.3
c) sank jevnt i scoreverdi fra >2,2 pa dag én til <1,9 pa dag fem. Variasjonen mellom

parallellen per dag gkte jevnt etter hvert som koloniene ble eldre.

De lagrede proteinekstraktene (merket; 20 °C lagret og 37 °C lagret, i figur 3.1.3 ¢) fra
L. pneumophila oppnadde massespektre med scoreverdi ved 2,1 etter én dags lagring

og sank jevnt i scoreverdi til <1,8 etter seks dager lagring.
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Figur 3.1.3: Scoreverdi som funksjon av lagringstid av bakterieceller pa
skal/proteinekstrakter lagret i kjgleskap. a) V. cholerae; b) B. cereus; ¢) L. pneumophila
(ATCC 33823). Variansen er oppgitt med standardavvik, n=3. De lagrede proteinekstraktene er
fra proteinekstraksjonene dannet fra kolonier pa dag én og lagret ved 4°C.
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For a illustrere tapet av informasjon i massespektrene ved lagring, ble massespektrene
som ble dannet fra proteinekstraksjon av kolonier fra L. pneumophila, sammenlignet.
Massespektrene er hentet fra koloniene dyrket ved 37 °C (merket; 37 °C ekstraksjon, i

figur 3.1.3 ¢) og er representer med ett massespekter per dag.

Massespekteret med den hgyeste scoreverdien mot Bruker Daltonics referansebibliotek
fra kolonier dyrket i to dager (figur 3.1.4 b) dannet tydelige definerte massetopper, slik
det er illustrert. Fra de eldre koloniene (figur 3.1.4 c-e) blir det observert tydelig
intensitetsforskjeller og forskyvninger i massetoppene i forhold til de massespektrene

fra én og to dager gamle kolonier (figur 3.1.4 a-b).
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Figur 3.1.4: Endringer i massespekter fra proteinekstraksjon av kolonier lagret pa skal
ved 37 °C. L. pneumophila (ATCC 33823): a) Dag 1; b) Dag 2; ¢) Dag 5; d) Dag 6; €) Dag 7.
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3.2 Typing av L. pneumophila

Formalet med oppgaven var a danne et referansebibliotek bestdende av MSP som
representerte proteinprofilene til L. pneumophila -isolatene (tabell 2.2.1). Hvor
referansebiblioteket kunne bli benyttet til & gjgre en klyngeanalyse og sammenlignet

med en klyngeanalyse basert pa SBT.

Hvert MSP ble i denne oppgaven dannet fra mellom 28 og 36 massespekter (tabell
2.2.1) avhengig av kvalitetskravet pa 500 ppm i variasjon rundt hver massetopp i
massespektrene (2.6). Et fylogenetisk tre (vedlegg C, figur C1) av alle Legionella —
isolatene det ble dannet MSP for illustrer hvordan L. pneumophila — isolatene klynger
seg sammen og er fylogenetisk forskjellig fra andre Legionella -arter. | det
fylogenetiske treet ble ogsa 11 L. pneumophila -MSP (Vedlegg A, tabell Al) fra
Bruker Daltonics referansebibliotek inkludert og viser at de klynger seg sammen med

de andre L. pneumophila -MSP dannet i denne oppgaven.

3.2.1 Blindtest -identifisering

For & undersgke om det var mulig & gjgre en korrekt identifisering med
referansebiblioteket som ble utarbeidet gjennom denne oppgaven, ble det utfart en
blind — identifisering (2.6.2). 14 av isolatene som ble brukt til dannelsen av MSP til
referansebibliotektet ble tilfeldig valgt ut og blindet, og identifisert mot

referansebiblioteket.

Ved en identifisering av et massespekter i MALDI Biotyper 3.0, genereres det en
rapport over de ti beste sammenligningene (1 til 10) mot de MSP som er tilstedet i
referansebiblioteket (1.3.3). Massespektrene som ble identifisert med beste
sammenligning (hgyest scoreverdi) mot et MSP som representerte sitt eget isolat i
referansebiblioteket, ble telt. Massespektre identifisert som andre til tiende beste
sammenligning mot et MSP som representerte eget isolat i rapportene, ble pa samme
mate telt. Scoreverdiene som er presentert er de gjennomsnittlige logaritmiske
scoreverdiene ved MALDI-TOF MS -identifisering, for de hgyeste scoreverdiene gitt
ved ni identifiseringer per isolat. Standardavviket viser variasjonen mellom hgyeste

scoreverdi fra ni identifiseringer per isolat.
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Massespektrene fra isolatene i blindtesten (tabell 3.2.1) oppnadde alle, med unntak av
massespektrene fra L. pneumophila ATCC 33216 (scoreverdi; 2,359) og ATCC 43130
(scoreverdi; 2,280), en gjennomsnittlig best scoreverdi >2,4. Variasjonen mellom
massespektrene i de ni identifiseringene per isolat varierte i scoreverdi mellom 0,052

0g 0,152 for de ulike isolatene i blindtesten.

Av de ni massespektrene som ble identifisert for hvert isolat ble L. pneumophila ATCC
33216 og ATCC 33823 identifisert med eget MSP henholdsvis syv og fem ganger med

hagyest scoreverdi mot eget MSP i referansebiblioteket.

Massespektrene fra ATCC 35096 — isolatet (scoreverdi; 2,423 i tabell 3.2.1) ble ikke
identifisert med eget MSP i referansebiblioteket en eneste gang, heller ikke i andre til

tiende beste sammenligning.

Massespektrene som ble dannet i blindtesten ble benyttet til & konstruere nye MSP for
a undersgke om det ville fere til en bedre identifisering mot referansebiblioteket.
Identifiseringen viser, med unntak for ATCC 43130, en gkning i scoreverdi sett i
forhold til den gjennomsnittlige scoreverdien ved identifisering mot massespektrene.
Kun MSP dannet fra L. pneumophila ATCC 33216 og B2760 ble korrekt klassifisert
med sitt MSP i referansebiblioteket.
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Tabell 3.2.1: MALDI-TOF MS -identifisering av 14 L. pneumophila -isolater ved
blindtest.

L. pneumophila  Massespekter ~ Massespekter ~ Gjennomsnitt ~ Standard MSP fra MSP fra Scoreverdi
-isolat identifisert identifisert -scoreverdi —avvikav  massespektre  massespektre  for beste
med MSP fra  med MSP fra  av beste scoreverdi identifisert identifisert identifisering
eget isolat eget isolat identifisering  * med MSP fra med MSP fra med MSP
som som mot eget isolat eget isolat mot
identifisering  identifisering  referanse - som som referanse -
nrlav10 2 til 10 biblioteket identifisering identifisering  bibliotek
(n=9) (n=9) nrlav10 21l 10
(n=1) (n=1)
ATCC 35096 0 0 2,423 0,073 0 0 2.553
ATCC33823 5 4 2,435 0080 0 1 2,511
ATCC 33215 3 6 2,475 0,044 0 1 2.633
ATCC 33216 7 2 2,359 0,066 1 0 2.487
ATCC 43130 1 5 2,280 0,131 0 1 2.237
ATCC 33152 1 7 2,466 0,059 0 1 2.623
ATCC 33155 1 5 2,410 0,069 0 0 2.552
B111 1 3 2,404 0,152 0 1 2.574
B607 0 2 2,349 0,055 0 0 2.355
B1094 1 7 2,415 0,103 0 1 2.490
B2760 3 5 2,428 0,052 1 0 2.603
B2802 0 2 2,428 0071 0 0 2.479
B3760 1 5 2,380 0,056 0 1 2.418
B5329 0 3 2,444 0,110 0 0 2514

*Standardavviket er vist som variasjonen mellom hgyeste scoreverdiene gitt ved ni
identifiseringer

3.2.2 Fylogenetisk sammenligning av SBT og MALDI-TOF MS

Fra referansebiblioteket som ble utarbeidet i denne oppgaven ble det gjort en
klyngeanalyse (2.6.3) av MSP - dataene ved a konstruere et fylogenetisk tre i MALDI
Biotyper 3.0. Klyngeanalysen ble sammenlignet med klyngeanalysen dannet fra et
fylogenetisk tre konstruert basert pa allelprofilene, analysert med SBT ved & benytte
BioNumerics (2.7.5). For L. pneumophila ATCC 33216, ATCC 33823, ATCC 35096,
ATCC 43130, ATCC 43703, B1481 og B2639 resulterte PCR analysen (i SBT —
analysen) ikke i amplifisering av neuA — genet. | henhold til EWGLLI, blir disse allelene
angitt med allelnummer 0 (1.4). For & oppna en god genetisk sammenligning hvor alle
isolatene har resultert i amplifisering av alle gener, ble den fylogenetiske analysen i
BioNumerics derfor gjennomfart for kun seks gener (flaA, pilE, asd, mip, mompS og
proA). Allelprofilene som ble funnet (markert; Denne oppgaven, figur 2.2.1) resulterte
I stabile fylogenetiske treer ved et NJ — tre (figur 3.2.1), UPGMA - tre (3.2.2 b) og
MST — tre (Vedlegg D, figur D1).

37



—
-

7@
4
—

_{

Key
ATCC43283
ATCC43703
FFl-Leg4d76
FFl-Legd77
FFl-Leg321
FFl-Leg323
ATCC33823
BRG-5T458
B2802
FFl-Leg461
ATCC33155
FFl-Leg463
BRG-5T15
BRG-5T462
ATCC43130
B3760
FFl-Leg472
B1094
B1481
FFl-Leg470
ATCC35096
ATCC33216
ATCC33156
ATCC35289
B5329
FFl-Leg322
FFl-Leg324
ATCC43736
B2639
B2760
ATCC33215
ATCC43290
FFl-Leg462
FFl-Leg464
FFl-Leg475
ATCC33152
ATCC33154
B111

B607

Genus

Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legicnella
Legionella
Legicnella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legicnella
Legionella
Legionella
Legicnella
Legionella
Legicnella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legicnella
Legicnella
Legionella
Legicnella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella
Legionella

Legicnella

Species

pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila
pneumophila

pneumophila
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Resultatene fra den fylogenetiske sammenligningen viser at L. pneumophila — isolatene
klynger seg sammen ulikt ved bruk av MALDI-TOF MS og SBT. SBT — analysen
(figur 3.2.2 a) resulterte i dannelse av fire starre klynger (A — D, figur 3.2.2 a). Isolater

med identisk allelprofil er presentert med en loddrett strek foran stammenavnene i
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trestrukturen. Fra trestrukturen konstruert fra MALDI-TOF MS MSP — data (figur
3.2.1 b), ble det dannet to hovedgrupper illustrert med bla og rade forgreninger. Disse
kan videre deles i fem klynger, angitt som A — E. Klyngene i de to treene viser enkelte
likhetstrekk mellom hverandre etter hvordan isolatene er fordelt, men samtidig noen

tydelige hovedforskjeller.

L. pneumophila stammene; FFI-Leg321, ATCC 43823, FFI-Leg322, FFI-Leg323,
ATCC 43703 og ATCC 35289 fra klynge C i MSP - treet (figur 3.2.2 b), er alle
representert i klynge B i UPGMA - treet (figur 3.2.2 a).

Alle stammene i klynge D i MSP - treet (figur 3.2.2 b); FFI-Leg464, FFI-Leg462,
ATCC 43290, ATCC 33152 og B607, med unntak av FFI-Leg470, er representert i
klynge C i UPGMA - treet (figur 3.2.2 a). | tillegg er ATCC 33215, B111 og B2760 i
klynge E i MSP - treet, avstandsmessig ikke langt fra klynge D (figur 3.2.2 b), som
ogsa representert i klynge C i UPGMA - treet (figur 3.2.2 a).

Stammene ATCC 33156, ATCC 33216 og ATCC 35096 ligger i SBT —treet (figur
3.2.2 a) som utliggere og roter treet. | MSP - treet (figur 3.2.2 b) har ATCC 33216 og
ATCC 33156 gruppert seg sammen i klynge B, men roter ikke treet pa samme mate.
ATCC 35096 har i MSP - treet (figur 3.2.2 b) lagt seg i klynge E.

Den tydelige inndelingen i rgd og bla forgrening i MSP - treet (figur 3.2.2 b) er ikke
representert i SBT — treet (figur 3.2.2 a). Stammene i bla forgrening (klynge A, figur
3.2.2 b) er fordelt mellom klynge A — D i SBT — treet (figur 3.2.2 a)

Av isolatene med samme allelprofil fra SBT — analysen (3.2.2 a) var det litt forskjellig
hvor neert hverandre de hadde gruppert seg i MSP — treet (3.2.2 b). B111 og B607 1a
avstansmessig nert hverandre (figur 3.2.2 b), men i hver sin klynge, i henholdsvis E og
D. ATCC 43290, FFl-Leg464 og FFI-Leg464 la tett inntil hverandre i klynge D av
MSP — treet (figur 3.2.2 b) mens FFI-Leg475 med den samme allelprofil fra SBT —
analysen hadde lagt seg i klynge A av MSP - treet. B5329 og FFI-Leg322 ligger begge
i red forgrening, men ikke i samme klynge (figur 3.2.2 b). FFI-Leg470, B1481 og
B1094 ligger avstandsmessig kort fra hverandre i klynge E og D (figur 3.2.2 b).
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Figur 3.2.2: Klyngeanalyser av L. pneumophila — isolater. a) UPGMA — tre av SBT allelprofiler; b) Scoringsorientert tre fra MALDI-TOF MS MSP. De
tydeligste klyngene markert (A — D (E)) illustrerer grupperingene som dannet seg.
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Det ble utfert PCA — analyse (2.6.3) av massespektrene fra L. pneumophila i tillegg til
analysen basert pa MSP, ved bruk av MALDI Biotyper 3.0 programvaren. Det var
gnskelig & undersgke om de resulterende trestrukturen fra de to analysen var
sammenfallende. PCA — analysen ble utfgrt pa ett massespekter fra hver av isolatene

som er representert i referansebiblioteket.

Trestrukturene utledet fra PCA analysen (figur 3.2.3) og MSP — dataene (figur 3.2.2
b) resulterte i dannelsen av en identisk klynge, A med L. pneumophila isolatene;
BRG-ST462, ATCC 33155, ATCC 33154, FFI-Legd75, FFI-Leg472, FFI-Leg477,
FFI-Leg476 og BRG-ST458. L. pneumophila isolatene i klyngene B til D viste ikke
noen tydelige likheter i forhold til mellom PCA trestrukturen (figur 3.2.3) og MSP
trestrukturen (figur 3.2.2 b), eller mellom PCA trestrukturen og SBT — trestrukturen
(figur 3.2.2 a).
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Figur 3.2.3: PCA tre fra MALDI-TOF MS massespekter. Hvert L. pneumophila —isolat er
representert med ett massespekter. De tydeligste klyngene er vist som A — D.

Bade MSP trestrukturen (figur 3.2.2 b) og PCA trestrukturen (figur 3.2.3) viste
tydelig inndeling i to overordnede forgreninger, markert med bla og rede grener. For a
undersgke om det var tydlige forskjeller mellom massespektrene i de to forgreningen,

ble tre massespekter fra hver forgrening sammenlignet (2.6.3).

Sammenligningen (figur 3.2.4) viste at massespekterene fra isolatene i den bla
forgreningen er like i forhold til hverandre, observert fra de mest tydelige

massetoppene, med en liten variasjon i intensitet. Det samme kan observeres mellom
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massespektrene fra isolatene i den rede forgreningen. Mellom massespektrene fra den
bla og rede forgreningen er det en tydelig forskjell. Mellom henholdsvis 4000 og
6000 m/z og mellom 8500 og 11000 m/z, viste massespektrene fra rgd forgreninger

flere klare massetopper i massespektrene i forhold til massespektrene fra bla

forgrening.
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Figur 3.2.4: Sammenligning mellom massespekter fra rgd og bla forgrening, observert i
figur 3.2.2 b og 3.2.3. Massetoppene er vist mellom 2000 og 20000 m/z

e
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4. Diskusjon

4.1 Innledende forsgk

| denne oppgaven ble det utfert tre innledende forsgk for & tilpasse/optimalisere
protokollen for proteinekstraksjon (2.3.1) fra L. pneumophila for bruk i MALDI-TOF
MS -analyse(r). Hensikten med disse forsgkene var a finne parametrene som ga
hagyest mulig scoreverdien i en identifisering mot Bruker Daltonics referansebibliotek.
Resultatene fra de inneledende forsgkene ble benyttet videre i arbeid med L.
pneumophila, hvor vi gnsket a bygge opp et eget referansebibliotek av MSP fra ulike

stammer av L. pneumophila.

Resultatene som er presentert i de innledende forsgkene (3.1) er alle basert pa
scoreverdien oppnadd ved MALDI-TOF MS -identifisering. En hgyere scoreverdi vil
vise til en bedre sammenligning mellom massespekter og Bruker Daltonics
referansebibliotek (1.3.1). Vurderingene som har blitt gjort vil derfor reflektere en
sammenligning med MSP fra Bruker Daltonics referansebibliotek og metoden de har

benyttet i preparering av prever, basert pa scoreverdiene.

Variasjonene i scoreverdi funnet (figur 3.3.1, a-d) ved proteinekstraksjon fra ulike
mengder biologisk materiale fra V. cholerae, B. cereus og L. pneumophila ATCC
33823 og ATCC 33152, indikerte at bade for mye eller for lite materiale kan pavirke
massespektrene og dermed klassifiseringen. Dette har ogsa blitt observert tidligere
(Drevinek et al. 2012). Det var derfor viktig & komme frem til en standardisert
mengde biologisk materiale for & oppna optimale scoreverdier nar massespektrene fra
kjente referansematerialer (V. cholerae, B. cereus og L. pneumophila ATCC 33823 og
ATCC 33152) ble sammenlignet mot MSP i Bruker Daltonics -referansebibliotek. For
ekstraksjonsprotokollen som ble benyttet videre i denne oppgaven ble volumet
bestemt til & veere ca en koloni (ca 3 mm i diameter) tilsvarende ca 2 pl. Dette ble
bestemt med bakgrunn i scoreverdiene som ble oppnadd for de to L. pneumophila
(ATCC 33823 og ATCC 33152) isolatene. Resultatene for B. cereus (figur 3.3.1, b)
indikerer imidlertid at mengden biologisk materiale som er optimalt for en organisme

(for eksempel L. pneumophila) ikke ngdvendigvis er optimalt for andre
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mikroorganismer. For andre mikroorganismer bgr det derfor vurderes & utlede et
lignende forsgk for & finne den optimale mengden biologisk materiale, for a oppna
optimal scoreverdi i forhold til Bruker Daltonics -referansebibliotek. MSP i
referansebiblioteket til Bruker Daltonics kan vare utviklet av ulike personer og/eller
med ulike metoder/prosedyrer som har variert over tid i forbindelse med

oppbyggingen av biblioteket.

Volumet av maursyre og acetonitril ble ogsa bestemt i forhold til det biologiske
materialet. Massespektrene ble pa samme mate som nevnt ovenfor noe pavirket ved
bruk av ulikt volum av maursyre og acetonitril, noe som er naturlig i forhold til det
biologiske materiale. Ut ifra resultatene ble det bestemt at volumet skulle tilsvare 10
ul fra hver reagens. Ved utviklingen av referansebiblioteket med massespektre for L.
pneumophila skulle fire overfgringer fra hver proteinekstraksjon (2.6) overfares til
targetplaten. Et volum pa totalt 10 pl av maursyre og acetonitril (som ga den hgyeste
scoreverdi) ble derfor vurdert til & vaere for lavt, om det skulle veere behov for

tilleggsanalyser.

Som det er nevnt i 1.3.4, vil lengde pa dyrkningstiden pavirke massespektrene. Ut ifra
resultatene (figur 3.1.3-c) og observasjoner gjort ved dyrking, ble det bestemt a gjere
en proteinekstraksjon etter to dagers (48 £ 2 timer) dyrking ved 37 °C for Legionella —
isolatene. Dette til tross for at resultatene viser at en proteinekstraksjon etter to dagers
dyrking ved 20 °C ga hayest scoreverdi for ATCC 33823. Grunnlaget for valget er at
ikke alle isolatene som det var gnskelig & benytte i dannelsen av MSP — biblioteket,
ville vokse ved 20 °C. Av de isolatene som vokste opp ved 20 °C etter to dager var det
ogsa en tydelig forskjell pa hvor mye bakteriene hadde vokst, ut ifra morfologien pa
koloniene. Den mangelfulle dataen pa to av dagene skyldes at det var helg, men det
ble vurdert til at det var tilstrekkelig med informasjon i datasettet til & se en trend i
forhold til stabiliteten som ble undersgkt. Den gradvise nedgangen i scoreverdi sett fra
de lagrede proteinekstraktene skyldes endringer i proteinsammensetningen i
bakteriene. Maursyre er en sterk organisk syre og bidrar til & lgse opp celleveggen
under ekstraksjonen. Acetonitrilen bidrar til ekstraksjonen av proteinene samtidig som
den senker reaksjonshastigheten til maursyren, men stopper den ikke (Segren
Lehmann, personlig meddelelse). Direktemetoden som ble brukt viste seg & gi best
scoreverdi mot V. cholerae. Dette kan komme av at MSP for V. cholerae (totalt 3)

som la i sikkerhetsdatabasen (1.3.4) var dannet med en TFA ekstraksjonsmetode. Fra
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direktemetoden ble det sett stgrre variasjon mellom massespektrene hos V. cholerae,
B. cereus og L. pneumophila ATCC 33823 -isolatene fra de ulike parallellene pa
targetplaten. Noe som bekrefter vanskeligheten med & danne et homogent tynt lag av
biologisk materiale pa targetplaten (2.3.2).

For a bekrefte at massespektrene faktisk endret karakter i form av massetopper etter
hvert som koloniene pa agarplaten ble eldre, ble massespektrene fra hver dag av
ekstraksjon ved 37 °C sammenlignet. Intensiteten i mange av massetoppene synker
kraftig. Noe som antagelig kan forklares som en nedgang i blant annet ribosomale
proteiner (1.3.4), tilgangen til naringsstoffer vil begrenses og endre
proteinsammensetningen i mikroorganismene (Alispahic et al. 2011). Dette bekrefter
hvor viktig standardisert dyrkningstid/lagring er for & danne reproduserbare
massespekter. Basert pa resultatene i oppgaven er det vanskelig & si akkurat nar
proteinsammensetningen til L. pneumophila begynner & forandre seg, pa grunn av
mangelfull data pa dag tre og fire. L. pneumophila -koloniene som ble lagret pa skal
ved 37 °C viste seg a endre karakter i form av proteinsammensetning. Mens
resultatene fra kolonien lagret ved 20 °C pa skal (figur 3.1.3 c), viser at
massespektrene til og med dag seks gir scoreverdier pad >2,2. Lagring av L.
pneumophila ved 20 °C i opp til seks dager ser derfor ikke ut til & pavirke
massespektrene for & oppnd en god identifisering mot Bruker Daltonics

referansebibliotek.

4.2 Evaluering av referansebibliotek

Blindtesten i denne oppgaven ble utfgrt for & undersgke om det var mulig & gjgre en
korrekt identifisering med referansebiblioteket som ble bygget opp. Fra resultatene
ble det sett at massespektrene som ble dannet fra L. pneumophila -isolatene, oppnadde,
med unntak av ATCC 43130 (tabell 3.2.1), en gjennomsnitts scoreverdi over 2,3, som
av Bruker Daltonics blir betegnet som hgy sannsynlighet for korrekt artsidentifisering
(1.3.3). Massespektrene som ble dannet fra hvert L. pneumophila -isolat viser med
dette en god sammenligning med referansebiblioteket. Tidligere studier har ogsa vist
at Legionella pa artsniva kan identifiseres ved bruk av MALDI-TOF MS (Moliner et
al. 2010).
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Ut ifra resultatene i blindtesten (3.2.2) ble det ogsa sett at isolatene, med unntak av
ATCC 33216 og ATCC 33823, i liten grad ble identifisert med sitt eget MSP fra
referansebiblioteket, ved hgyeste scoreverdi gitt ved hver identifisering. Derimot var
MSP fra isolatene ofte representert blant de ti beste sammenligningene som ble angitt
i rapporten (1.3.3) ved identifiseringen. Dette kan vere en indikasjon pa at
proteinprofilene til mange av L. pneumophila — isolatene benyttet i oppgaven er
veldig like hverandre i proteinsammensetning og derfor vanskelig a skille mellom ved
en identifisering. Avstandsnivaet i det fylogenetiske treet (3.2.2 b) dannet fra MSP —
data, bidrar til & stette denne indikasjonen. I det fylogenetiske treet er avstandsnivaet
normalisert i forhold til de MSP som bygger det opp og viser, spesielt i den rade
forgreningen, kort avstand mellom hver MSP. L. pneumophila ATCC 33216 og
ATCC 33283 oppnadde i blindtesten (3.2.1) best treff mot eget MSP (henholdsvis 7/9
og 5/9 ganger) viser et stgrre avstandsniva fra de andre MSP i treet (figur 3.2.2 b) og

kan forklare hvorfor de skiller seg ut ved en identifisering.

Blindtesten viste ogsa at ved & danne MSP fra massespektrene av isolatene som ble
undersgkt, ville scoreverdien gke i identifiseringen mot MSP - biblioteket.
Identifiseringen av MSP dannet fra massespektrene farte derimot ikke til en bedring i
identifisering mot MSP fra egen stamme (tabell 3.2.1). Hvorfor dette skjer, kan
skyldes endringen av informasjon mellom massespekter og MSP, men uten & vite
noen om algoritmen som benyttes av MALDI Biotyper 3.0 -programvaren i dannelsen
av et MSP er det vanskelig & vite hvilke endringer som oppstar. Det er ogsa viktig a
nevne at scoreverdien som blir gitt er en logaritmisk verdi (1.3.3). Endringene i
scoreverdi mellom intervallet fra ca 1,7 og 2,3 vil derfor tilsvare et en stgrre variasjon

i datasettet enn en endring fra f. eks 2,3 til 2,4.

Selv om forskjellene mellom MSP fra de ulike isolatene ikke klarer & gi korrekt
klassifisering i forhold til stammene med Biotyper 3.0 — programvaren, ble det ut fra
det fylogenetiske treet fra MSP — dataene (figur 3.2.2 b) vist at det er enkelte
forskjeller i proteinprofilene mellom stammene i L. pneumophila. En gkning i antall
MSP fra L. pneumophila i Bruker Daltonics biblioteket vil derfor antagelig gke
sannsynligheten for korrekt klassifisering pa artsniva. Dette har ogsa blitt sett og
foreslatt i Moliner et al. 2009 for Legionella. Diversiteten i forhold til andre
Legionella MSP er illustrert i vedlegg D, figur D1, selv om antallet av andre

Legionella -arter er lavt.
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Under arbeidet med oppgaven ble ’subtypings” - rutinen i programvaren Biotyper 3.0
testet ut, for & undersgke om Klassifiseringen mellom stammene ble
bedre. ”Subtypingen” tillater gkt vekting av seregne topper i MSP for & bedre kunne
differensiere mellom ulike stammer i en art (Bruker Daltonics 2011). Det ble valgt &
benytte standardinnstillingene som var foreslatt av Bruker Daltonics, hvor MALDI
Biotyper 3.0 automatisk velger ut toppene som skal vektes ulikt. ”Subtypingen” forte
til en hgyere scoreverdi ved identifiseringen, men viste ingen endring i forhold til
bedring i klassifiseringen. Pa lignende mate som det ble sett ved dannelsen av MSP
fra massespektrene i blindtesten. | MALDI Biotyper 3.0 er det ikke mulig & dannet et
fylogenetisk tre basert pa ’subtypings” — scoreverdiene. Det ble derfor valgt ikke & ga

videre med arbeidet med subtypingen”.

4.3 Sammenligning og vurdering av typingsmetodene
En klyngeanalyse ble utfart for & undersgke om opplgselighetene som blir oppnadd
fra MALDI-TOF MS var sammenlignbar med SBT -anlysen.

SBT, som er en vel utprevd epidemiologisk typingsmetode for L. pneumophila (1.4)
ble i denne oppgaven brukt som referansemetode. Den fylogenetiske fremstillingen i
resultatet ble bare utfgrt med flaA, pilE, asd, mip, mompS og proA — genene. neuA ble
i utgangspunktet inkludert av. EWGLI i sin SBT — protokoll for & bedre kunne
differensiere mellom sgl (Ratzow et al. 2007). Det har i etterkant vist seg at enkelte
stammer i sg 2 — 14 ikke blir amplifisert med primerene som er publisert for neuA,
noe som skyldes at neuA er vist a avvike kraftig pa bade DNA- og aminosyreniva i
enkelte av stammene i nevnte sg (Farhat et al. 2011). Dette blir ogsa bekreftet i denne
oppgaven for stammene i sg 4, 5, 7, 8, 11, 13 og 14 (tabell 2.2.1), hvor det ikke var
mulig & amplifisere neuA med nevnte primere hos enkelte av isolatene. Nye primere
er foreslatt i Farhat et al. 2011. En god genetisk sammenligning ble allikevel oppnadd

for alle L. pneumophila isolatene fra genene som resultert i amplifisering.

NJ — treet (figur 3.2.1) og UPGMA - treet (figur 3.2.2 a) som ble dannet fra
allelprofilene var sammenfallende etter hvordan L. pneumophila — isolatene klynget
seg sammen i forhold til hverandre, men enkelte forskjeller ble observert. NJ antar
minst mulig evolusjon mellom dataene mens UPGMA antar en konstant evolusjon i

dataene (2.7.5). Dette kan forklare hvorfor det ble observert enkelte rotasjoner rundt
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grenene i treene i forhold til hverandre, og at utliggerne som roter treene er forskjellig.
NJ — treet blir rotet av L. pneumophila ATCC 43283 og ATCC 43703 som i UPGMA
— treet ligger i klynge B, men som det kan observeres er den horisontale avstanden
stor i forhold til isolatene rundt. UPGMA — treet blir rotet av uteliggeren ATCC
35096 som i NJ treet pa samme mate viser en lang horisontal avstand fra de andre

isolatene.

| det fylogenetiske treet basert pA MSP - data (figur 3.2.2 b) av L. pneumophila er det
valgt & presentere trestrukturen ut fra standard innstillinger i MALDI Biotyper 3.0
programvaren. MALDI Biotyper 3.0 tillater i utgangspunktet justeringer i valg av
metode, men anbefaler standard innstillinger som utgangspunkt (Bruker Daltonics
2011). | arbeidet med oppgaven ble en rekke innstillinger testet ut, hvor de sterste
forandringene i trestrukturen som ble sett var endringer i avstandsniva og rotasjoner
rundt grener. Stammene i red og bla forgreningene var gjennomgaende de samme for
de ulike metodene testet, og viste ogsa i PCA -treet & veere konservert.
Standardinnstillingene ble derfor beholdt og er ogsa benyttet i andre undersgkelser
som har gjort analyser med MALDI Biotyper -programvaren (Murugaiyan et al.
2011).

Avstandsnivaet i MSP - treet mellom den bla og rgde forgreningen av isolater er
markant markert i forhold til forgreningene som skjer utover i treet. Noe som tydet pa
at MSP fra hver forgrening skilte seg tydelig fra hverandre. Derfor ble massespektre
fra bla og red forgrening sammenlignet (figur 3.2.4). Det ble i sammenligningen
antatt at ett massespekter kunne representere et MSP, siden hvert MSP ble dannet
med et kvalitetskrav pa 500 ppm i variasjon rundt hver massetopp (2.6.1), selv om
intensiteten i hver massestopp er sett & kunne variere litt mellom massespektrene.
Massespektrene som ble presentert i resultatet (figur 3.2.4) viste at det var store
likheter mellom massespektrene innad i rgd gruppe og innad i bla gruppe, men
mellom massespektrene i de to forgreningene er det visse forskjeller. Dersom
intensitetsforskjellene blir sett bort ifra er den tydeligste forskjellen i massespektrene,
massetoppene ved 3000 og 6000 m/z i bla forgrening som er borte fra massespektrene
i rgd forgrening. Ut ifra de to forgreningene, den korte avstanden mellom MSP i den
rede forgreningen og massespektrene undersgkt, kan det virke som L. pneumiophila —
isolatene deler seg inn i to "overordnede” proteinprofiler. Fra referansebiblioteket av

MSP og av L. pneumophila MSP i Bruker Daltonics sitt referansebibliotek (Vedlegg
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A, tabell Al) ble det konstruert en fylogenetisk tre (Vedlegg D, figur D1) som
illustrerer klyngene og diversiteten i forhold til andre Legionella spp. Fra det
fylogenetiske treet blir det observert at MSP fra L. pneumophila fra referansebibliotek
til Bruker Daltonics fordeler seg mellom de to markerte forgreningene som er
observert tidligere (rgd og blg, i figur 3.2.2 b).

Sammenligningen mellom SBT og MSP — typingen (3.2.2) viste at diversiteten i
proteinsammensetningen hos L. pneumophila, representert som MSP fra MALDI-
TOF MS, ikke er sammenlignbar med opplgseligheten som oppnas gjennom SBT.
MSP -treet viser gjennom det horisontale avstandsnivaet at mange MSP er for like til
a kunne representere hver stamme i forhold til slik det blir sett i sekvensvariasjonene
fra genene i SBT - analysen. Selv om det ble observert likheter mellom klynge C i
MSP — treet (figur 3.2.2 b) og klynge B i UPGMA — treet (figur 3.2.2 a) i forhold til
stammene som er representert i hver klynge, er det fortsatt tydelig forskjeller mellom
treene. Ut fra stammene med den samme allelprofil fra SBT — analysen (3.2.2), ville
det veere forventet at MSP fra de samme stammene la seg i samme klynge i MSP —
treet. Resultatene viser derimot at de ved de fleste tilfeller ikke gjer dette, noe som
kan bety at oppbygningen av trestrukturen kan veere tilfeldig i de delene hvor det

horisontale avstandsnivaet er kort.

| Molnier et al .2011 har det tidligere blitt vist at MALDI-TOF MS ikke viser noen
tydelig sammenheng med sg -fordeling hos L. pneumophila. Ut fra informasjonen
som var tilgjengelig om sg til L. pneumophila -stammene benyttet i denne
oppgaven(tabell 2.2.1), ble det heller ikke sett noen sammenheng med sg i forhold til
de fylogenetiske treene som ble konstruert.

4.4 Veien videre

| et forelgpig upublisert arbeid ble det pa ”22nd European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases” (ECCMID) presentert (02. april 2012) en
artikkel; ”Subtyping of Legionella pneumophila for epidemiological investigation by
matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry”. | sammendraget som forelgpig (12. mai 2012) er tilgjengelig, er det
presentert en sammenligning mellom SBT og MALDI-TOF MS subtyping av L.

pneumophila. Resultatene de vil presentere, viser til & kunne dele inn L. pneumophila
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inn i ni undergrupper med MALDI-TOF MS -analyse. Undergruppene ble
sammenlignet med den samme SBT -protokollen som ble benyttet i denne oppgaven
og viste 88 % likhet mellom resultatene fra MALDI-TOF og SBT. Massespektrene
fra MALDI-TOF MS ble, av de to laboratoriene involvert, analysert mellom 5000
m/z og 11000 m/z (Jung et al. 2012). Hvilke metoder de har benyttet for & komme

frem til resultatet er uvisst.

MALDI Biotyper -systemet er av Bruker Daltonics i utgangspunktet designet for rask
identifisering av mikroorganismer pa slekt, art og i noen tilfeller underartsniva (1.3.3).
Det er mulig at sensitiviteten i systemet mot underarter og stammer blir ofret pa
bekostning av a kunne gjere identifiseringene raskt og pa et bredt utvalg av
mikroorganismer. Standardinnstillingene som i denne oppgaven har blitt benyttet
bade ved identifisering og i dannelse av MSP kan derfor ha senket sensitiviteten som
ville vert ngdvendig for a bedre kunne skille mellom de ulike stammene hos L.
pneumophila. Muligheten for “subtyping” i MALDI Biotyper 3.0 ble som nevnt
tidligere prevd ut med standard innstillinger (4.2). For & gke sensitiviteten i MALDI
Biotyper -systemet vil en mulig lgsning veere & identifisere seregne massetopper i
massespektrene manuelt og bruke disse som biomarkgrer for de ulike L. pneumophila
stammene. ldentifisering av saregne massetopper har tidligere vist seg & veere

vellykket for Salmonellae for typing pa underartsniva (Dieckmann et al. 2008).

o1



Konklusjon

5. Konklusjon

| denne oppgaven ble det utfert tre innledende forsgk for & standardisere protokollen
for proteinekstraksjon fra L. pneumophila for bruk i MALDI-TOF MS -analyse(r).
Fra resultatene ble vist at bade for mye og for lite biologisk materiale og ulike volum
av maursyre og acetonitril ville pavirket massespektrene ved MALDI-TOF MS -
identifisering. Det ble vist at lagring av L. pneumophila -kolonier pa skal ved 20 °C i

opptil seks dager, ga stabile massespektrene dannet med MALDI-TOF MS.

Det ble bygget opp et referansebibliotek i MALDI Biotyper 3.0 bestaende av MSP fra
til sammen 48 Legionella spp. hvorav 41 var L. pneumophila -isolater. Med
referansebiblioteket ble det vist at MSP (dannet ved standard innstillinger) for mange
L. pneumophila var for like hverandre til & gi klassifiseringer mot egne MSP. Det ble
foreslatt at sensitiviteten mot underarter i MALDI Biotyper -systemet blir ofret til

fordel for rask identifisering mot et bredt utvalg av mikroorganismer.

En klyngeanalyse ble brukt i sammenligning av L. pneumophila mellom SBT og MSP
i referansebiblioteket dannet med MALDI-TOF MS. Sammenligningen viste at
diversiteten i proteinsammensetningen hos L. pneumophila, representert som MSP,
ikke ga samme opplgselighet som gjennom sekvensvariasjonene fra genene i SBT -

analysen.
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Vedlegg A

Vedlegg A: L. pneumophila oppferinger i databasen til
Bruker Daltonics

Det er totalt 11 MSP oppfaringer (Tabell A1) av L. pneumophila i Bruker Daltonics
referansebibliotek som fglger med programvaren Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics,
Tyskland).

Tabell Al: L.pneumophila oppfgringer i programvaren MALDI Biotyper 3.0

Slekt Art Typestammekode Diverse
Legionella pneumophila ATCC 33155 TW VUN  ssp pneumophila
Legionella pneumophila ATCC 35096 TW VUN ssp pneumophila
Legionella pneumophila ATCC 33154 TW VUN  ssp pneumophila
Legionella pneumophila ATCC 35251 TW VUN ssp fraseri
Legionella pneumophila ATCC 33216 TW VUN ssp fraseri
Legionella pneumophila ATCC 43283 TW VUN ssp pneumophila
Legionella pneumophila LGN_PNHL_2004_146

TW VUN
Legionella pneumophila LGN_PNHL 2003 058

TW VUN
Legionella pneumophila LGN_PNHL_2003_057

TW VUN
Legionella pneumophila ATCC 33152T THL ssp pneumophila
Legionella pneumophila DSM 7515T DSM ssp pascullei




Vedlegg B

Vedlegg B: Referansesekvenser til SBT — gen

Ved analysering av konsensussekvensene beskrevet i 2.7.5, ble referansesekvensene (tabell B1) til SBT — genene brukt til & bestemme

malregionen av genene som ble brukt i til 2 bestemme ST (1.4).

Tabell B: Referansesekvenser til SBT — gen (The Health Protection Agency 2012)

Gen (Lengde
(nt))

Nukleotidsekvens

flaA (182)
pilE (333)

asd (473)

mip (402)

mompS (352)

proA (405)

neuA (354)

TCAAACCAAA CCATCAATTT CAGTATCGGC AGCATAAAAG CTTCTTCCAT TGGTGGTATT GCCACGGCAA CAGGAACAGA AGTAGCTGGT GCAGCAGCGA CAGATATCAC
TATCGCAATT GGAGGAGGAG CAGCAACCAG TATTAACTCT TCTGCCAATT TTACCGGGGC ACTAAACGGG CA

ATGCTCAGTC ATGTACATTT TATGAAGAAT CGCCGTATGA AACAATCCGC GTTTACCCTG GTTGAAGTTC TGATCAGCAT GGTCATTATG GGCATTCTAG TTTCAATTGC
CTATCCATCC TATTTACAAT ATATCCAAAA ATCCCGTCGT GCCGATGCTC ACGCCACATT GACACAAGAT CAAATTATTT TAGAACGCTG TTATTCACAG AATTTTTCTT
ATGCTGCAGC GTGTGGCGCC CTACCAGCAT TTCCTCAAAC AACGCCGAAC GGGTACTATA CTATCAATAT TTCAAACCTG ACGGCCACAA CGTATACCTT AACCGCAACC
CCT

CGCTGTTGGT ATTAGTCGTA TTAATGTGGC GACTTACCAG TCTGTTTCCG GGACTGGCAA AAAAGCCATC AGCGAGCTGG TTGCTCAGGT AGGCGATCTT TTAAATGGGA
GACCAGCTAA TGTTCAAGTT TATCCTCAGC AAATTGCTTT TAATGCGCTT CCTCATATTG ATCAGTTCGA AGACAATGGT TATACCCGAG AAGAGATGAA GATGGTCTGG
GAAACCCGCA AGATTATGGA AGATGACAGC ATTATGGTTA ACCCTACAGC CGTCAGGGTT CCTGTTATTT ATGGGCATTC TGAAGCGGTT CATCTGGAGT TAAAAAAGCC
TTTGACGGCT GACGATGCTC GCGCGCTTTT GGCAAAGGCA CCCGGCGTTA CTGTAGTGGA TAATCTTTCT AAAGCAAGTT ATCCCACAGC AATTAAGAAT GCAGTCGGGC
ATGATGATGT TTTTGTAGGG CGCATAAGAC AGG

TGCCGATTTG GGGAAGAATT TTAAAAATCA AGGCATAGAT GTTAATCCGG AAGCAATGGC TAAAGGCATG CAAGACGCTA TGAGTGGCGC TCAATTGGCT TTAACCGAAC
AGCAAATGAA AGACGTTCTT AACAAGTTTC AGAAAGATTT GATGGCTAAG CGTACTGCTG AATTCAATAA GAAAGCGGAT GAAAATAAAG TAAAAGGGGA AGCCTTTTTA
ACTGAAAACA AAAACAAGCC AGGCGTTGTT GTATTGCCAA GTGGTTTGCA ATACAAAGTA ATCAATTCTG GAAATGGTGT TAAACCCGGA AAATCGGATA CAGTCACTGT
CGAATATACT GGTCGTCTGA TTGATGGTAC CGTTTTTGAC AGTACCGAAA AAACTGGTAA GCCAGCAACG TT

ATGACAGTGA TCACTGGGCT GATTTTGCTA ACTGGCACAA CTACAACAAC AAGTGGGATG CTGTTAATGC TGAATTAGGT CAATTCGTAG ATTTCAGCGC TAACAAGAAA
ATGCGTTTCC ACGGCGGTGT TCAATACGCT CGCATTGAAG CTGATGTGAA CCGTTATTTC AATAACTTTG CCTTTAACGG GTTCAACTCT AAGTTCAATG GCTTTGGTCC
TCGCACTGGT TTAGACATGA ACTATGTATT TGGCAATGGC TTTGGTGTTT ATGCTAAAGG CGCTGCTGCT ATTCTGGTTG GTACCAGCGA TTTCTACGAT GGAATCAACT
TCATTACTGG TTCTAAAAAT GC

TATGAAAACG CCTACTGGGA CGGCAAGCAA ATGACCTTTG GTGATGGTGA CACCATGATG TATCCTTTGG TTTCTCTAGG TGTAGGTGGT CATGAAGTTA GCCATGGATT
CACTGAACAA CATTCTGGAC TTGAATATTT CGGTCAGTCT GGTGGCATGA ATGAGTCGTT TTCAGATATG GCTGCTCAAG CTGCTGAATA TTATTCAGTT GGAAAAAACA
GCTGGCAGAT CGGCCCGGAA ATAATGAAAG AAGACAGTGG TTATGACGCA TTGCGTTACA TGGATAAACC AAGCCGTGAT GGTATGTCTA TTGATGTAGC TGATGATTAT
TATGGCGGGT TAGATGTTCA TTACTCCAGT GGAGTGTATA ACCATTTATT CTACATATTA GCTAATCAAC CTAAT

GATACTTCGG ATGTGATTCA TACTGTTATT GACCTCCTGT TTAAGTTTCA GCAAATGGAT GTTTTTTTTG ACAGTGTATT GCTGTTACAA CCAACTTCTC CATTTAGGAA
GCCAGAAACC ATAAGACATG CTGTTGAAAT ACATAAAGTA ACGGGGAAAA GTGTCGTTTC AGTTAGTCCC ATCTCTTTAA AGCCTTCTTG GTGTAGAAGC ATTGATAGCC
AAGGCAATTT GGTTAAGCCA GAACTTTTTC AGGATCTGGA AATTTATTGC AACGAGAATC CAATTTATAA ATTAAATGGG TCAATTTATA TTGCAACAGC TAAACAAATT
ATTGAAAATA AGAGTTTTTA TAGC




Vedlegg C

Vedlegg C: Trestruktur av Legionella spp. MSP i referansedatabasen

Fylegonetisk tre (figur C1) fra Legionella spp. av referansedatabasen som ble konstruert og 11 L. pneumophila MSP fra referansedatabasen til Bruker

Daltonics

Legionella brunensis ATCC 43878

4{ Legionella Longbeachae ATCC 33462

‘ — Legionella maceachernii ATCC 35300

— Legionella micdadei ATCC 33218
Legionella dumoffii ATCC 33279

Legionella bozemanii ATCC 33217
Legionella B1456 Rikshospitalet
Legionella pneumophila ssp fraseri ATCC 35251 TW VUN
Legionella pneumophila ssp fraseri ATCC 33216 TW VUN
Legionella pneumophila ssp pneumophila ATCC 43283 TW VUN
Legionella pneumophila ssp pneumophila ATCC 33155 TW VUN
Legionella pneumophila ssp pneumophila ATCC 35096 TW VUN
Legionella pneumophila ssp pneumophila ATCC 33154 TW VUN
Legionella pneumophila LGN_PNHL_2003_058 TW VUN
Legionella pneumophila LGN_PNHL_2004_146 TW VUN
Legionella pneumophila ATCC 33154
Legionella pneumophila ATCC 33155
Legionella pneumophila FFl-Leg 476
Legionella pneumophila FFl-Leg 477
Legionella pneumophila LGN_PNHL_2003_057 TW VUN
Legionella pneumophila ssp pneumophila ATCC 33152T THL
Legionella pneumophila FFI-Leg 472
Legionella pneumophila FFl-Leg 479
Legionella pneumophila FFl-Leg 475
Legionella pneumophila 458 Borregaard
Legionella pneumophila 462 Borregaard
Legionella pneumophila ssp fraseri DSM 7514T DSM
Legionella pneumophila ssp pascullei DSM 7515T DSM
Legionella pneumophila ATCC 33156
Legionella pneumophila ATCC 33216
Legionella pneumophila FFI-Leg 471
Legionella pneumophila ATCC 43736
Legionella pneumophila FFl-Leg 461
Legionella pneumophila ATCC 33823
Legionella B1094 Rikshospitalet
Legionella B2639 Rikshospitalet
Legionella B3760 Rikshospitalet
Legionella pneumophila 15 Borregaard
Legionella pneumophila FFI-Leg 462
Legionella pneumophila FFI-Leg 321
Legionella pneumophila FFI-Leg 463
Legionella pneumophila FFI-Leg 470
Legionella B607 Rikshospitalet
Legionella pneumophila ATCC 43283
Legionella pneumophila ATCC 43703
Legionella pneumophila FFI-Leg 322
Legionella pneumophila ATCC 35289
Legionella B5329 Rikshospitalet
Legionella pneumophila FFI-Leg 323
Legionella pneumophila ATCC 35096
Legionella pneumophila FFI-Leg 324
Legionella B111 Rikshospitalet
Legionella B2760 Rikshospitalet
Legionella pneumophila FFI-Leg 464
Legionella B2802 Rikshospitalet
Legionella pneumophila ATCC 33215
Legionella pneumophila ATCC 43130
Legionella B1481 Rikshospitalet
Legionella pneumophila ATCC 33152
Legionella pneumophila ATCC 43290
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Figur C1: Scoringsorientert tre fra MALDI-TOF MS MSP av Legionella spp.



Vedlegg D

Vedlegg D: MST -tre av SBT analyse
Fra SBT - analysen av L. pneuophila ble det konstruert et MST - tre (figur D1) basert pa

allelprofilene, for & illustrere den korteste evolusjonaere avstanden mellom dataen.
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Figur D1: Fylogenetisk slektskap hos L. pneumophila isolatene basert pa SBT — analysen, vist i et MST

—tre.



