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MALDI-TOF MS snadny a rychly zpusob
pro identifikaci bakterii
izolovanych ze zivotniho prostredi

MALDI-TOF MS SIMPLE AND RAPID TOOL FOR IDENTIFICATION OF BACTERIA ISOLATED FROM THE ENVIRONMENT
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Lidé, zvifata i rostliny jsou béhem svého Zivota neustile
v kontaktu s r0znymi bakteriemi, at uz se jednd o bakterie
patogenni, neSkodné ¢i prospésné. Identifikace téchto bakterii
je jednim z hlavnich Gkolu mikrobiologie jiz od vzniku tohoto
védniho oboru. Rychld a pfesna identifikace neznamych bak-
terii je dulezita zejména v pfipadech bakteridlni infekce lidi ¢i
zvitat, kdy 1ze na zdkladé spravné identifikace zvolit spravnou
a rychlou lécbu. Detekce a identifikace bakterii je vSak dulezita
ivjinych oblastech lidského Zzivota jako je zjiStovani kontaminaci
v potravindfském primyslu ¢i detekce kontaminace vody a pudy,
ale i v zemédélstvi pro urcovani rostlinnych patogent, nebo
naopak prospésnych druht. V minulosti bylo vyvinuto velké
mnozstvi metod, které jsou ureny k identifikaci mikroorganismu.
Kazda takovato metoda by meéla spliovat nékolik zakladnich
kritérii: princip identifikace bakterii by mél byt univerzilni,
bakterie ve vzorku by mélo jit stanovit kvantitativné, metoda
musi byt vhodna pro identifikaci i doposud nezndmych bakterii
a zaroven by tato metoda méla vyhledat co nejvice pfibuznych
bakteridlnich druht. Dalsimi vyhodnymi aspekty jsou flexibilita,
rychlost a nizké ndklady. Data, kterd jsou takovouto metodou
ziskana, by méla byt pravidelné pfidavana do centrdlni databaze.
Pro taxonomickou klasifikaci bakterii 1ze pouzit velké mnozstvi
metod. V prvni fadé je nutné si uvédomit, zda se jedna o kultivo-
vatelné nebo nekultivovatelné bakterie. Doneddvna bylo mozné
zabyvat se pouze témi kultivovatelnymi. Pro jejich identifikaci se
pouzivala fada validovanych metod, jejichz nevyhodou je vSak
t¢zkopadnost a dlouhé provedeni. Navic velice ¢asto metoda
obsahuje subjektivni hodnoceni, jako je posouzeni morfologie
bakterii nebo evaluace biochemickych testt. Identifikace bakterit
podle fenotypovych vlastnosti vykazuje také znacné nepfesnosti
z davodu moznych morfologickych zmén pfi rastu bakterii
na ruznych mediich, nebo pii skladovini bakterii. V praxi se
napiiklad jesté stile miZeme setkat s tzv. API (Analytical profile
index) index, coz je sada biochemickych testli, podle nichz lze
nezndmou bakterii identifikovat. Vysledky jsou vsak nepfesné
a stanoveni je extrémné pomalé. Kromé biochemického stanove-
ni existuji metody, které jsou velice citlivé a presné jako je metoda
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Ta je zaloZena
na imunoenzymatické reakci a pouzivd se nejcastéji v klinické
praxi pro specifické potvrzeni nebezpecnych patogent. Tato
metoda je velice uc¢innd, ale opét pomérné ndkladna a pro
bakterie izolované ze Zivotniho prostiedi prakticky nepouzitelna,
vzhledem k jejich diverzité a mnoZstvi. Rada vy$e uvedenych
nevyhod byla v poslednich 20. letech pfekondna vyuZitim mo-
lekularné biologickych metod, napf. analyzou 16S rRNA genu.
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Jedna se o metodu, kterd poskytuje velice pfesné vysledky
a jeji vyhodou je také to, Ze analyzované vzorky DNA jsou
stabilni po velice dlouhou dobu. Kromé toho je pouzitelnd i pro
nekultivovatelné bakterie, pokud se podaii izolovat totilni DNA
pfimo z environmentdlniho vzorku. Nevyhodou této metody je
casové hledisko a finan¢ni naroc¢nost. Proto se v soucasnosti
zavadi nékteré nové techniky a postupy, mezi které patii vyuziti
hmotnostni spektrometrie. Metoda hmotnostni spektrometrie
(Mass Spectrometry — MS) se v biologii a biochemii zpocatku
vyuzivala k identifikaci proteini ¢i peptidd. V roce 1994 se
podafilo dokazat, Ze pomoci MALDI-TOF MS (Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization Time of Floght) lze identifikovat
celé spektrum proteint z pfedem dezintegrovanych bunék.
Hmotnostni spektrometrie s detektorem MALDI-TOF byla poprvé
vyuzita k identifikaci mikroorganismt o nékolik let pozdéji. Hlav-
nim divodem byla snaha detekovat snadno a predevsim rychle
bakterie, které mohly byt potencidlné pouzity jako biologicka
zbran. Metoda byla tGspésné otestovana na identifikaci bakterii
Bacillus anthracis, Brucella melitensis, Francisella tularensis
a Yersinia pestis. Celd podstata metody spocivala v extrakci
proteint z bakterii a nasledné analyze proteinovych extrakti
pifimo MALDI-TOF MS. Takto byla ziskdna jednotliva proteinova
spektra pro vybrané bakterie. Spektra byla tvofena jednotlivymi
vrcholy, které odpovidaly velikosti a intenzitou uvolnénym
proteinim béhem analyzy MALDI-TOF MS. Poté byly vytvo-
feny slepé vzorky identickych bakterii a opét byla proméfena
jejich spektra. Vzdjemnym porovnidnim spekter bylo zjisténo,
Ze spektra neznamych vzorkd a standardi jsou shodna, a tudiz
je lze pouzit pro identifikaci bakterii. Zaroven bylo zjisténo,
ze kazdy bakteridlni druh tvoii unikatni spektrum vrcholu, které
se mezidruhové lisT svou pozici a intenzitou. Na zdkladé téchto
vysledkt byla hmotnostni spektrometrie ozna¢ena za vhodnou
metodou pro detekci bakterii a jeji hlavni pfednosti byla rychlost
a jednoduchost. V prabéhu let se podafilo vyvinout nékolik
rychlejsich a efektivnéjsich postupti pro piipravu bakterialnich
vzorku pro méfeni. Vétsiné z téchto metod postacuje jedna
kolonie bakterie narostld na mediu za pfesné definovanych
podminek. NejbéZznéji pouzivanou metodou je metoda celych
bunék. Postup byl poprvé popsin pracovni skupinou Holland
a kol. Podstatou metody bylo odebrini jedné bakteridlni ko-
lonie narostlé na misce s Zivhym agarem a nasledné rozetfeni
na desticku. Takto rozetfend kolonie byla pfevrstvena matrici
a po vysuSeni mohla byt provedena samotnd analyza. Pomoci
této metody se podaiilo rozlisit nejen rod a druh bakterii, ale
také nékteré jednotlivé kmeny bakterii. Odebrani kolonie pfimo
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z rustového media ma také tu vyhodu, Zze vSechny bakterie
rostou za shodnych podminek. Jelikoz identicka bakterie mtze
poskytnout riznd hmotnostni spektra v zdvislosti na raznych
podminkach kultivace (teplota, doba rastu, pouzité medium),
anebo muZe byt ovlivnéna pouZzitymi chemikdliemi, je nutné
pfed samotnou analyzou zajistit standardizaci pfipravy vzorku
a tim umoznit dobrou reprodukovatelnost. Pochopitelné je
mozné srovndvat jen spektra, kterd byla méfena stejnym po-
stupem. Dnes existuje n€kolik softwarovych vybaveni, ktera
celé stanoveni usnadiiuji, jako jsou MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics), Samaris (AngnosTec-Shimadzu) nebo MicrobeLynx
(Waters). Tyto programy bohuzel pracuji na odliSnych algorit-
mech, a proto neni mozné srovnavat spektra mezi databdzemi.
Vsechny softwary tedy umoznuji tvorbu vlastnich knihoven
spekter. Nase laboratof vyuzivd tuto metodu k identifikaci
bakterii izolovanych z kontaminovanych zemin, identifikaci
patogennich bakterii z potravindfskych surovin. K analyze je
vyuzivan hmotnostni spektrometr od firmy Bruker Daltonics,
také software pro analyzu pochazi od této firmy. Pii méfeni pak
postupujeme dle standardniho protokolu dodaného vyrobcem.
Tento protokol je zaloZen na metodé celych bunek, viz vyse.
V piipadé izolace bakterii ze Zivotniho prostfedi je nejdiive
nutné isolovat jednotlivé bakteridlni druhy, které jsou represen-
tovany jednotlivymi koloniemi narostlymi napf. na agarovém
mediu. Dfive bylo nutné tyto jednotlivé kolonie individudlné
testovat bud biochemickymi testy nebo pozdéji po isolaci a sek-
venaci 16StDNA. V fadé piipadt viak bylo po delsi dobé zjisténo,

Ze se jedna o stejné druhy. V piipadé MS MALDI-TOF lze méfit
spektra nékolika desitek bakterii najednou a srovnanim spekter
1ze velmi rychle vyloudit identické druhy. Kromé identifikace ne-
znamych vzork jsme také zkoumali vliv pouzitych médii, teplot
rastu a doby rustu na vysledky analyzy. Bylo zjisténo, Ze napf.
ruzné typy media pro kultivaci bakterii mohou ovlivnit vysledek
stanoveni, naopak teplota a doba rustu mély minimalni vliv.
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This paper is focused on the use of mass spectrometry in the
biological sciences, especially the possibility of using this method
for the identification of microorganisms particularly bacteria and not
only from clinical or food material but also from.the environment.
Article also offers a brief comparison of some methods that are used
for identification of microorganisms.
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