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Identification of microorganisms using MALDI-TOF MS

One of the possible usages of MALDI-TOF MS is identification of microorganisms. It is
highly accurate and faster than other methods and suitable for a large area of microorganisms.
But unfortunately cannot reliably differentiate some closely related species. Often, it is

possible to detect pathogenic organisms and use their accurate determination for monitoring
environment, food processing or clinical diagnostics. Data obtained from mass spectra are
compared with library of microorganisms and result of this was agreement or disagreement

of microorganisms with specific spectrum.
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Uvod

Identifikace mikroorganismii pomoci metody
MALDI-TOF MS (hmotnostni spektrometrie s
laserovou desorpci aionizaci za Gi¢asti matrice
s pruletovym analyzatorem: Matrix—Assisted
Laser Desorption/Ionization Time of Flight
mass spectrometry) je vysoce piresnd, aplikova-
telna pro Siroké spektrum mikroorganismii a
mnohem rychlejsi ve srovnani s tradicnimi me-
todami . Dosavadniznalosti a vysledky pokusti
provedenych pomoci MALDI-TOF MS dokazuji
schopnost rozlisit bakterie ¢i jiné mikroorgani-
smy na rodové, druhové a ¢asto i na kmenové
arovni?3. Jejich presné stanoveni muize slouzit
pro monitoring Zivotniho prostiedi, zpracovani
potravin, ochranu verejného zdravi ¢i klinickou
diagnostiku, kde je dulezité zjisténi pritomnosti
patogennich organismu +7.

Hmotnostni spektrometrie

Na pocatku hmotnostni spektrometrie stal
J. J. Thomson, ktery zacilil proud castic ioni-
zovaného neonu pres magnetické a elektrické
pole, umisténim fotografické desky v proudu
iontd neonu zmétil jejich odchylku. Pozoroval
dvé svételné stopy na fotografické desce, pro
které navrhl dvé odlisné odchylky parabol.

Thomson dosel k zavéru, Ze neonovy plyn byl
slozen z atomu s riznym nukleonovym ¢islem
(**Ne a 22Ne)?. Teoretické zaklady hmotnost-
ni spektrometrie polozil J. J. Thomson roku
1913°. O nékolik let pozdé€ji F. W. Aston sestrojil
prvni moderni hmotnostni spektrometr, ktery
je zaloZen na separaci iont1 v silném magnetic-
kém poli permanentniho magnetu tzv. mag-
netického selektoru’. Pomoci hmotnostniho
spektrometru identifikoval 212 z 287 prirozené
se vyskytujicich izotop1i, za coz ziskal v roce
1922 Nobelovu cenu za chemii .

MALDI TOF-MS

Na Obr. 1 je uvedeno jednoduché schéma
MALDI-TOF. Na krystaly matrice se vzorkem
je aplikovano laserové zateni, které zptisobi
desorpci molekul matrice spolu s molekula-
mi vzorku a zaroven dojde k ionizaci molekul
vzorku predanim H* od molekul matrice. Poté
je aplikovano extrak¢ni napéti mezi MALDI
desticku a vstupni §té€rbinu priiletového analy-
zatoru, ¢cimz dojde k extrakci nabitych molekul
podle zvolené polarity napéti a k jejich analyze
v pruletovém hmotnostnim analyzatoru. V za-
vislosti na dobé€ letu molekul analyzatorem k
detektoru se vypocitd pomér m/z.
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Detektor

Detektor je schopen zachytit dopa-
— dajici ionty, ze kterych vypocitava
hmotnost kazdého iontu, ktery na
néj dopadne. Velka cast detektorti je
zaloZena na prevodu iontii na elekt-
ricky signal pomoci scintila¢ni vrst-
vy, ktera pri dopadu ionta vydava
svételné zareni. Tento typ zafeni je
| preveden na elektricky proud a dale

Obr. 1: Schéma MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru

TOF analyzdtor

Zakladnim principem TOF analyzatoru je
extrakce iontd a métreni doby jejich letu. Ionty se
pomocivloZeného napéti na extrakéni mrizku
urychli (extrahuji) elektrickym polem a ziskaji
rychlost v zavislosti na jejich hmotnosti m a
velikosti naboje z. Ziskand kineticka energie je
primo imérna naboji iontt a nepfimo imérna
jejich hmotnosti. Vysledkem je rozdilna rych-
lostiontd s riznym pomeérem m,/z, a proto takto
urychlené ionty dopadnou na detektor v rozdil-
ném case, pokud urazi stejnou vzdalenost 72

Ionizace

Proces matrici zprostiedkované laserové ioni-
zace ,,matrix assisted laser desorption ioniza-
tion“ (MALDI) vyuziva ke své funkci matrici,
schopnou transformovat energii laseru na ioni-
zaci a predat ji analytu. V pripadé MALDI do-
chazik podobnym desorp¢énim procestim jako
v pripadé LDI (laserem indukovana ionizace).
Energie, kter4 je potfebna pro desorpci, zavisi
na sublimacni energii daného vzorku a chemic-
kych reakcich probihajicich v kondenzované
fazi tésné pred expanzi plazmového oblacku.
Pfijednom ,,stieleni® se vytvorifadové nékolik
tisicionti. V pritbéhu MALDI ,,mikroexploze“
dochazinejen k desorp¢nim jeviim podobnym
LDI, ale také k chemickym a fotony indukova-
nym reakcim. Nejcastéji se vyuzivaji dusikové
nebo Nd-YAG lasery emitujici UV zareni >3,

DETEXTOR | zesilen. Detektory rozdélujeme na
elektronovy, fotonasobic¢ a Farada-
yovu klec 2.
Matrice

Vybér matrice je dilezitym faktorem analyzy.
Vhodné matrice pro UV lasery jsou aromatické
karboxylové kyseliny, vétSinou derivaty kyseli-
ny benzoové rozpusténé nejcastéji ve vodném
roztoku acetonitrilu, ethanolu nebo methano-
lu. Roztok se navic ¢asto okyseluje kyselinou
trifluoroctovou. Nejpouzivanéjsi matrice jsou
kyselina o-kyano-4-hydroxyskoticova (HCCA),
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova (sinapova,
SA), 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova, DHB),
4-hydroxy-3-methoxyskoticova (ferulova, FA).
Matrice odlisné krystalizuji a ionizuji latky.
DHB (viz Obr. 2) se pouziva jako univerzalni
matrice, je vhodna pro stanoveni vysokomo-
lekularnich latek, dobte ionizuje peptidy, pro-
teiny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy 2.
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Obr. 2: Vzorec DHB (2,5 - dihydroxybenzoova
kyselina)

Zaveér

Hmotnostni spektrometrie je mimo celé fady
svého vyuziti velmi ¢asto vyuzivana pro identi-
fikaci mikroorganismi 2. Tato prace shrnuje
vlastni popis analytické metody, a to predevsim
v souvislosti s vlastni detekci mikroorganismii.
Vyhodnocena data ziskana z hmotnostnich
spekter a nasledujici porovnani s knihovnou
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hmotnostnich spekter mikroorganismi v pro-
gramu MALDI Biotyper slouzi k identifikaci
mikroorganismii na irovni rodu, druhu a ¢asto
i kmenu *°. Vysledkem porovnani muze byt
shoda nebo neshoda s hmotnostnimi spektry
vzorku's. Program Biotyper vyhodnocuje
vysledky pomoci tzv. skére (nejvyssi mozna
hodnota je 3), které je dale barevné oznaceno
Cervenou (Zadna shoda), zZlutou (¢astec¢na sho-
da) a zelenou (plna shoda) barvou . Pri¢iny
neshody vysledki s knihovnou mohou ¢asto
souviset naptiklad s kontaminacivzork? s jiny-
mi mikroorganismy nebo nespravnou kultivaci
mikroorganismii V.
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