%% ldentifikace bakterii hmotnostni spektrometrii MALDI TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry
(Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem)

e MALDI-TOF je setrna ionizacni technika, pri které dochazi k tvorbé iontu bez fragmentace molekul. lonizace vzorku probiha pusobenim matrice (napfr.
a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina, aj.), kterd zajistuje kontakt analyzované molekuly s laserem tak, aby nebyla biomolekula atakovana primo a
Stépena nezadoucim zpusobem. Zaroven matrice absorbuje energii dodanou laserovym paprskem. Excitované molekuly matrice nasledné ionizuji
vzorek pfenosem protonu za vzniku pseudomolekulového iontu [A+H]". lonty jsou pak na kratkou vzddalenost urychleny silnym elektrickym polem a
vstupuji do vakua v trubici detektoru (hmotnostni analyzator doby letu), kde se pohybuji rychlosti umérnou jejich hmotnosti a naboji. Hmotnostni
analyzator meéri cas potrebny k tomu, aby kazdy iont dosahl detektoru, a zaznamenava cas pruletu (TOF). Ziskané hodnoty se prevadi na pomér

molekulové hmotnosti a naboje (m/z).

Hmotnostni spektra ziskana behem analyzy jsou specificka (jako otisk prstu — fingerprint) pro kazdy testovany mikroorganismus. Pro identifikaci
mikroorganismu jsou ziskané proteinoveé profily porovnavany s referencni databazi kontrolnich kmenu. Mira spolehlivosti identifikace je hodnocena
na zakladeé tzv. skore (nejvyssi mozna hodnota je 3) vyjadrujiciho shodu hmotnostniho spektra vysetfovaného vzorku s referencnim molekularnim
identifikatorem v databazi MALDI Biotyper.

Analyza vzorku probiha na pristroji MALDI-TOF MS, jehoz schéma je uvedeno nize. Vzorky jsou nhanaseny na povrchu kovoveé desticky. Vyhodnoceni
probiha specialnim softwarovym systémem napr. MALDI Biotyper (upraveno podle http://umtk.vscht.cz/miniatlas-vad/metody/maldi-tof-ms/).

Schéma MALDI TOF MS

Hmotnostni analyzator slouzi k déleni iontu v plynné fazi za vakua
podle pomeéru jejich hmotnosti a naboje (m/z)

Hmotnostni spektra ziskana behem analyzy jsou specificka (jako otisk
prstu — fingerprint) pro kazdy testovany mikroorganismus

Vstup do
o , Detektor
pruletového
analyzatoru
TOF
NN
Jﬁ; m"u'lfﬂ\'u :’/\uﬁl ol \/ﬂll'k/\ /\n\ A
Detektor iontu 4%\ ‘ lektrostatické /\ a-

pole Landwl N
@a i / Jud [}
Hmotnostni analyzator + y g M/\AM/U\ i

(urychlovag) c /

/ Emitovany,
lonizované proteiny——t———1T1 e pozitivhé nabity
oblak proteinu
© ze vzorku a
’ — matrice
Laserovy paprse /
N
, . N
Kovova desticka se vzorky - Laser
R N
lonizacni komora —», N Matrice
N\ Pro identifikaci jsou ziskané proteinove
™ profily porovnavany s referencni databazi

kontrolnich kmenu

Jeden vzorek

Nazorné schéma zarazeni MALDI TOF MS do diagnhostického postupu na prikladu furunkulézy lososovitych ryb
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12006 AN Staphylococcus telis | 1.79 | not reliable identification

12006 AN Staphylococcus felis 1.836 Staphylococcus felis

12006 AN no peaks found no peaks found

12006 Staphylococcus felis 1.772 Staphylococcus felis
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12006 Staphylococcus felis 1.708 not reliable identification

12006 Staphylococcus felis Staphylococcus felis
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Aeromonas bestiarum

12007 MC Aeromonas sp[2] Aeromonas salmonicida
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Pasteurella multocida
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Specira Check:

12007 DR Corynebacterium felinum not reliable identification
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Range Description Symbols

2.300 ... 3.000 (+++)

2.000 ... 2.299 (++)

1.700 ... 1.999 probable genus identification (+)
(-)

0.000 ... 1.699
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