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Zarazeni techniky

DETECTION

 Hmotnostni spektromentri
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* V mikrobiologii - chemotaxonomie

* Analyzované slozky buriky/virQ
a) profil extraktu celych bunék, b) biomarkery — vytipované slozky
- nejvice: proteiny/peptidy (ribozomalni, membranové)
- méneé: sacharidy, lipidy, NK



ProcC proteiny??

Vysoce informativni markery soucasneho stavu kultury

,protein turnover® — zmény za riznych podminek
prostredi, stresu.. (technologie, transport kultur, vliv
latek...)

Systematické mapovani proteint — taxonomie, studium
fce proteinu

Databaze proteomu (SWISSPROT)

——
WHERE DO YOU GET o
YOUR PROTEIN? Aé




MALDI-TOF MS

= Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization -

- Time of Flight Mass Spectrometry

Hmotnostni

spektrometrie

s laserovou desorpci

a ionizaci za ucasti

matrice s pruletovym

« jednoducha, rychla, spolehliva
chemotaxonomicka technika

analyzatorem

vysoka citlivost a reprodukovatelnost

biomolekul
a unikatnich biomarkeru

(peptidy a proteiny)
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K cemu m/z protein-peptidovy profil slouzi?

« Kvasinky, bakterie, viry, houby....
* Identifikace kmene — po jakou uroven?
« Charakterizace kmene

- sledovani profilu kultury (zmény proteomu) v pribéhu plsobeni faktoru

- sledovani mutaci
- sledovani rezistentnich kmenu

- sledovani kontaminace kultury

 Detekce markeru/biomarkeru, toxinu...
 Prvni databaze — 2004 — Bruker Daltonics

« SmisSené kultury? Biofilm? Vzorky mocCi? Krve?



MALD] = MS profil

je charakteristickym otiskem
analyzovaného bakterialniho kmene

* Proteiny — ribozomu, membrénv“@ A. hydrophila ssp. hydrophila 72327

= characteristické markery s vysokou rozlisovaci silou
dostupné analyzou ,intaktnich” bakterialnich bunék

50% susiny
200 - 6 000 typu molekul

—> mMoznost rozlisit

uzce pribuzné druhy,

neodlisitelné genotyplzacnlml metodaml a blotyplzau
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Vystupy metody

* Hmotnostni spektra

* Po provedeni shlukové analyzy
- dendrogramy o
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Porovnani spekter
3 typovvch kmenu ruznvch rodu

A. hydrophila ssp.hydrophila
, CCM 71467
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Porovnani spekter druhyi rodu Aeromonas
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Porovnani spekter kmentl druhu P.aeruginosa
(Sipka oznacuje stejné signdly odlisné intenzity)
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Score Oriented Dendrogram for bruker_ukazky
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Staphylococcus saprophyticus CCM 3317
Staphylococcus epidermidis CCM 7221
Staphylococcus epidermidis CCM 2446
Staphylococcus epidermidis CCM 2124
Peptostreptococcus anaerobius CCM 3790
Serratia rubidaea CCM 3412
Streptococcus mitis CCM 7411

Finegoldia magna CCM 3785
Corynebacterium urealyticum CCM 4186
Corynebacterium urealyticum CCM 3976
Corynebacterium urealyticum CCM 3975
Corynebacterium pilosum CCM 6140
Campylobacter jejuni ssp jejuni CCM 7212
Campylobacter jejuni CCM 6214

Campylobacter jejuni ssp jejuni CCM 6191

—|Campylobacter jejuni ssp jejuni CCM 6189

Campylobacter coli CCM 6211
Campylobacter fetus subsp fetus CCM 568
Campylobacter fetus subsp fetus CCM 621

Campylobacter fetus subsp fetus CCM 568
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Streptococcus salivarius 4046T
Staphylococcus scuiri ssp carnaticus 4835T
Staphylococcus sciuri ssp sciuri 7040
staphylococcus sciuri ssp. sciuri 3473T
Staphylococcus sciuri ssp rodentium 4657T
Klebsiella pneumoniae 4985

Bacillus subtilis 2217

Bacillus subtilis 2216T
Corynabacterium pilosum 6140T
Streptococcus mutans 7409T

Bacillus cereus 2010T

Bacillus cereus 1992

Salmonella enterica ssp enterica 4419
Aeromonas popoffii 4961

Aeromonas popoffii 4708T

Klebsiella raoultella 3722

Klebsiella raoultella 3721

Klebsiella pneumoniae 4415
Escherichia coli 5172T A

Serratia grimesii 4735T

Serratia grimesii 2718

Serratia liquefaciens 2716

Serratia liquefaciens 2715

Serratia liquefaciens 2715 B



Zaklady metodiky pripravy a analyzy vzorku —
kultura?? Krev/imoc?? mate databazi???

1. Kultivace:

kmeny pro databazi = typové kmeny (CCM, DSMZ, referencni)
Nasledné neznamé izolaty

Vlivy béhem
2. Optimalizace pfipravy a analyzy vzorku _kultivace?
Rustové faze?
3. MALDI MS analyza Buneéecneé obaly?
Kultivace na vhodném mediu Odsoleni vzorku?

Mozné promyti bunék od media
Suspenze bunky : rozpoustédlo
Kokrystalizace s matrici

Reflex IV (Bruker)

4. Uprava a zpracovani spekter
5. Testy reprodukovatelnosti
6. Shlukova analyza spekter




Priprava vzorku pro analyzu

Bakterialni kmen: sbirkovy kmen nebo divoky izolat; klinicky izolat

Zkumavka
Eppendorf
Centrifugace
5,5 tis. ot/min
overnlght
Bakterialni kolonie pelet
Petriho miska Promyta ccav 1 ml + 300 pl sterilni
Kultivace dle kataloqu sterilni demineralizované
kultur | emineralizované vody
+ 900 pl

96% ethanolu

|

Pelet — v eppendorfce v
lednici vydrzi mésice




MALDI] = TOF MS analyza

Mgr. Ondrej Sedo, Ph.D.

« Kazdy kmen
- 3 spoty na MALDI desce
- vysuseni pri RT

- 384 moznych vzorku

« MALDI-TOF MS analyza

ZDRO] MALDI destidka

/ N, laser, 337 nm DETEKTO
k S p ‘ ;s . O O ° o
vzore urychlené, protonované ionty o ° .
matrix || = " @ © eh&i = rvchleid]
onizace 25 kv ANALYZATOR TOF one! = Iyeniess!




Analyza spekter

* 1 spektrum :
- suma 100-150 zasaht laseru I T
é ' A. media CCM 36537

* 1spot = 3 spekter T
. SOFTWARE SHLUKOVE ANALYZY| myz signdly
1) FI MU - Ing. Matej Lexa, Ph.D. | e

- spektra pfevedena na ASCII format | T

(mass range 3 000 - 15 000 m/z) . WMLMT L‘ J a

. —MMAHA A

396
2969
11371
j
T u L
0000 m /z

- transformovana do paru vektoru

- je vypocitana jejich cosinova vzdalenost a provedeno hierarchické
aglomerativni shlukovani zalozené na vzajemné podobnosti spekter

2) Biotyper Software (Bruker Daltonics) - komercni




Rozliseni rodu
druht
poddruh
" Kmenu ! — vyuziti — sledovani zmén klasifikace
jednotlivych kment po praci s burikou
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Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T

Influence of cultivating medi

MRS

MRS+cys

| | | | | | | | | |

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100

Small variations in spectra do not ifnfhirence
the certain sume of protein/peptide markers

that remain constant (Valentine et al. 2005).

um

Lactobacillus casei subsp
casei 7088T lll MRS+cys

Lactobacillus casei subsp
casei 7088T Il MRS+cys

Lactobacillus casei subsp
casei 7088T 20h Ill MRS

Lactobacillus casei subsp
casei 7088T 20h Il MRS

Lactobacillus casei subsp
casei 7088T | MRS+cys

Lactobacillus casei subsp
casei 7088T 20h | MRS



In a total dendrogram different samples of the same strain
cultivated different period of time in different media form common branche
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Jeden rod - rozliSeni druht a kmenu
- zavislost na pocétu zastupcu v dendrogramu....

Lactobacillus paracasei ssp paracasei P1630

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 792T

Lactobacillus casei ssp casei 7088T

Lactobacillus fermentum 7192T

Lactobacillus parabrevis 778T

Lactobacillus brevis 3805T

Lactobacillus brevis 1815

Lactobacillus delbrueckii ssp lactis 847T

Lactobacillus delbrueckii ssp indicus 845T

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance Level



L. acidophilus groups... - shoda s fylogramem??

Lactobacillus

dophilus

A B~ |

\ | |

group

E Lactobacillus

casei

group

\ |

.

1000 900 800 7

| | |
00 600 500 400 300 2
Distance Level

4
00 1

00 O

Lactobacillus animalis 663T

Lactobacillus jensenii 243T

Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii 7191T
Lactobacillus delbrueckii ssp lactis 847T
Lactobacillus delbrueckii ssp indicus 845T
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus 7190T

Lactobacillus helveticus 3806

Lactobacillus acidophilus 4833T
Lactobacillus reuteri 777T

Lactobacillus fermentum 7192T
Lactobacillus coryniformis subsp torquens 646T
Lactobacillus sakei subsp sakei 7203T
Lactobacillus sakei ssp carnosus 776T
Lactobacillus salivarius 7274

Lactobacillus pontis 4540T

Lactobacillus amylophilus 7001

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1837
Lactobacillus casei ssp casei 7088T
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 792T
Lactobacillus paracasei ssp paracasei P1630
Lactobacillus casei ssp casei 4798
Lactobacillus casei ssp casei 4791

Problematické druhy uvnitf rodu...




(A bestlarum ) ]
A, fandae] A. caviae

A, medlia A. hydrophila
A\, sallmoemnicicle .
A. veronii

A\, schuldertf
\ - enterepelegenes / primati + dlovak
1951 Prvni asociace s infekci ¢lovéka -~ A, allesaccharephila N
(fulminantni metastaticka myositida) OA eucrenophila
1968 Prvni vétsi IékaFska zprava popisujici &iri " 4. popofil
spojeni humannich infekci s rodem Aerompnas A simiae

5 \_ A, Y,
A. caviae
* geny rezistence

POtraVinY[ Aa@;i&jggggé?m@s J e cytotoxicke, hemolyticke
[ A, hydrophila J * enteroinvazivni

Ao M@[f’@@ﬁﬁ Janda a Abott, 2010




Gastroenteritidy - A. hydrophila, A. veronii biotyp sobria, A. caviae, A. jandaei, A. trota
KizZe a mékké tkané — A. hydrophila , A. schubertii

Infekce dychaciho traktu, pneumonie - A. hydrophila

Infekce oka (keratitidy, ulcerace rohovky) - A. caviae

Intraabdominalni infekce — peritonitidy - A. hydrophila, A. veronii; mortalita 56%
Infekce hepatobiliarniho traktu a slinivky - A. hydrophila

Celulitida, bakteriémie — A. jandaei
hemolyticko uremicky syndrom, urogenitalni infekce - A. popoffii, A. caviae

Septikémie -v 95% A. hydrophila sensu stricto, A. caviae, A. veronii bv. sobria,
A. jandaei, A. veronii bv. veronii, A. schubertii Janda a Abott 2010



Komplikace pri identitikac...

Similarita sekvenci NK
(97,9-100% 16S rDNA )

[ Nespolehlivé komeréni}

sety
Vysoka fenotypova podobnost W

(proto HG groups) -

Pomaly vyvoj minimalnich standardt pro
definici novych druh(
— napt. A. sobria popsdna podle 2 kmenu

Odlisnosti environmentalnich 1
a klinickych izolatG? J

Problematika nomenklatury - synonyma:
LA. trota” - 43 citaci (2010)
“A. enteropelogenes” -7 citaci, ale prioritné




Konkretn@...

A. enteropelogenes a A. caviae
16S rRNA - odlisitelné pouze na zakladé 1bp

genu pro gyrB - odliSnost 57-69 bp
[ A. hydrophila/ A. media
A. salmonicida a A. bestiarum — odlisnost jen 3bp
16S rRNA - odlisitelné pouze na zakladé 2bp /

( 16Sr RNA identické
A. schuberti/A. encheleia

biochemicky neodlisitelné
A. media/A. eucrenophila
A. bestiarum/A. hydrophila

In vitro — pritomnost faktor
virulence ovlivnéna kultivaéni Geneticke clustry koresponduji s
teplotou populacemi s odlisSnou ekologii




Pr: A. diversa — nejpribuznejsi A. schulbert; (Galbis 2010)

MSP Dendrogram

A piscicola CCM 7715
A simiae CCM 7234
A schubertii CCM 4357
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A hydrophila subsp hydrophila CCM 2282
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A hydrophila subsp hydrophila CCM 4528
A hydrophila subsp hydrophila CCM 2280
A hydrophila subsp ranae CCM 7147
A hydrophila subsp hydrophila CCM 7232
A hydrophila subsp hxdropm]a CCM 2278
A hydrophila subsp dhakensis CCM 7329
——1L A hydrophila subsp dhakensis CCM 7146
A veronii C%I\é43 386
° ° o A sanarellii M7
A. sanarelli a A. taiwanensis B e Y-V
A taiwanensis CCM 7885
nezavislé linie, ale vysoka podobnost — 1 —AEncasconie.,,
aquariorum
e ’ V' P A papotfit COM 4708
A salmonicida subsp pectinolytica CCM 7020

A salmonicida subsp smithia CCM 4103

A salmonicida subsp masoucida CCM 4124

A salmonicida subsp achromogenes CCM 7233
A salmonicida subsp salmonicida CCM 7246

—-—

—L A bestiarum CCM 4707
A sobria P2315

A sobria CCM 2808
. A oDra B2 a0
Sobria
A. bestiarum A SoDra CCM 2807

ﬁ M CChNII 38%3M 4354
17 eucrenophila
podle 16S k A. salmonicida — A allosaccharophila CCM 4363
‘ A rivuli CCM 7438
\ A molluscorum CCM 7245
A encheleia CCM 4582
‘ A encheleia CCM 7408
A encheleia CCM 7407

A. molluscorum A enctiseia CCM 7335

. A encheleia P1929
podle 16S !(A. encheleia | | | A encheleia P2532
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Typlizace kmenl aecromonsd

MSP Dendrogram

A hydrophila subsp hydrophila CCM 2282
{ A hydrophila subsp dhakensis CCM 7146
A hydrophila subsp dhakensis CCM 7329
A hydrophila subsp ranae CCM 7147
A hydrophila subsp hydrophila CCM 2280
A hydrophila subsp hydrophila CCM 4528
A hydrophila subsp hydrophila CCM 2278
A hydrophila subsp hydrophila CCM 7232
A hydrophila subsp ranae CCM 7954
-|A salmonicida subsp smithia CCM 4104
A salmonicida CCM 1150
A salmonicida subsp smithia CCM 4103
A salmonicida subsp smithia CCM 4105
-|A salmonicida P192
-|A salmonicida P2188
A salmonicida subsp achromogenes CCM 7233
A salmonicida subsp masoucida CCM 4124
A salmonicida subsp pectinolytica CCM 7020
A salmonicida CCM 1275
A salmonicida subsp salmonicida CCM 7246
-|A salmonicida subsp salmonicida CCM 1307
-|A salmonicida subsp salmonicida CCM 1318

| | I I |
1000 800 600 400 200 0
Distance Level



Podminky kultivace maji na vysledna spektra maly vliv

uréita hladina konstantnich signalu ,bazalni“ vybavy
proteomu (zakladni hladina proteinu syntetizovana stale
nezavisle na zméné podminek)

Pomalu rostouci — prodlouzeni doby kultivace

g 7y w u

Pozor na uvolnovani latek z ,nekvalitnich® plastu



Vyuziti techniky MALDI-TOF MS

« Citliva analyticka ionizaéni technika MS (UV laser)

 Proteomika: Setrna ionizace peptidl a proteinu o
« Vyuziti MALDI-TOF MS v mikrobiologii: T "
MALDI-MS profil - identifikace rodu a druht hr w ]
- autentizace kmene e b lj“u}l]?ur 7* e

- analyza biomarkeru

Klinicka diagnostika: Bacillus (i spory), Campylobacter, Clostridium,
Corynebacterium, Escherichia, Haemophilus (screening nemocniénich kmen),
Helicobacter, Legionella, Mycobacterium, Salmonella, Streptococcus,
Staphylococcus (MRSA a MSSA)

Rychla chemotaxonomie — i druhy fenotypicky a genotypicky nerozliSitelné
Enviromentalni studie, potravinarstvi — kontrola Cistoty, pg MO

Analyza specifickych proteint bakterii, hub a virti: rekombinantni proteiny,
faktory virulence, enzymy, metabolity, proteiny sporovych stén a S-vrstvy, vyznamné
je studium bakteriocinl, peptidové mapovani

Sekvenovani bakterialnich nukleovych kyselin
« Referenc¢ni spektra: je mozno identifikovat neznamy vzorek




Potravinarstvi, technologie..

Kontrola kontaminace
Monitoring mutantnich kmenu
Potvrzeni identity kmene
Kmenoveé specifické vlastnosti — LAB
- proteolyticke, lipolyticke...
-------- predikce vlastnosti ,podobnych® kmenu
Biomarkery



Lactobacillus 52 6-57-5A
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Green signals — identical to reference signals
— identical to reference signals with abberation m/z
Red signals — distant signals




MALDI-TOF MS
Moderni technika pro mikrobiologii

Kapacita v odliSeni a klasifikaci kmenu na druhové a
poddruhové urovni (pr:MRSA, MSSAI!l!)

Pfrima identifikace mikroorganismui

rychly screening ¢i selektivni monitoring patogenu i
metabolickych produkti MO

Detekce a analyza unikatnich proteint a biomarkeru
Sledovani dané kultury v ¢ase!!!



Vysoka rychlost a jednoducha priprava vzorku

Vyhody MALDI-MS

Maly objem vzorku; Setfeni chemikaliemi
Vysoka citlivost a nizky detekcni limit
Vysoce reprodukovatelny vystup

- taxonomie, klin. diagnostika, charakterizace prumysil.
kmenu

Rychle vyvijejici se metodika tvorby databazi
a statistického hodnoceni vysledku

Moznost srovnani s informacemi sekvenovani genomu,
proteinu

Moznost kombinace s dalSimi metodami
(off-line separace — ELFO, HPLC)




Vyhody MALDI-MS

Vysoce reprodukovatelny vystup bez predchozi
separace, filtrovani ¢i osetreni bunék

Vysoka rozlisovaci schopnost

screening zalozeny na rozsirujici se databazi
referenénich spekter mikroorganismu



Dekuji za pozornost

I'm positive that
we're being watched [G

again, Rod. I know it! much, Lacto?

eeze, par'anoidJ

Zpracovdno v projektu:
FRVS ¢&. 1918 (2008): MALDI-MS v taxonomii prokaryot — inovace vyuky mikrobiologie
(hlavni resitel: I. Sedlacek).



