MALDI-MS analyza mikroorganizmu

Jeji vyhodou je rychlé ziskani vystupnich dat, ktera jsou obtizné dostupna u geneticky
a biochemicky obtiZzné odlisitelnych druh(, napt. druhl rodu Listeria, B. anthracis a B. cereus,
kmeny beta-hemolytickych streptokokl skupiny A. Technika MALDI-TOF MS vsak poskytla
jedinecné signaly téchto bakterii.
Dlkazem typizace aZz po uroven kmene jsou studie typizace kmenO methicilin-
senzitivnich (MSSA) a rezistentnich (MRSA) stafylokok(l. Dalsi studie ziskala charakteristické
spektrum kmene E. coli 0157:H7 se specifickym signalem antigenu: m/z 9740.

e rychlost analyzy a znacna citlivost detekce, vysoka reprodukovatelnost a jednoducha

pfiprava vzorku, detekce marker( Siroké palety mikroorganisma

e Databdze

Referencni spektra jsou vytvorena za vyuziti vhodnych algoritm( a uloZena na internetu

(Demirev a kol. 1999). Takto je napf. dostupna knihovna PNNL obsahujici referen¢ni

signdly kmene B. subtilis ATCC 15841 vTSB, E. coli a Y. enterocolitica v LB bujonu

(Valentine a kol. 2005). ProtoZze pro mnohé bakteridIni druhy je tato technika teprve ve

stadiu optimalizacnich proces(, databaze jsou vétSinou placeny. Navic proteinové

databaze nejsou Uplné v pfipadé druhd, u kterych byla provedena pouze c¢astecna

analyza genomu.

e nizké detekéni limity, az 10 ™ mol

e Analyzu je tedy pfi zamraZzeni vzorku moZno provést nezavisle na datu kultivace. |
zaschla kapka vzorku ve smési s MALDI matrici skytd moznost analyzu opakovat;
vzorek je v této podobé stabilni nékolik dni. Obé situace jsou vyhodné pro moznosti
srovnavacich analyz. Toho je mozno vyuzit napf. pro kratkodobé srovnavaci studie

Podle mnohych studii je 90 % signdld hmotnostniho spektra v rozmezi 500-10 000 Da.
K typizaci kmene muze prispét detekce charakteristickych proteind. Biomarkerové proteiny
mohou byt identifikovany sekvenovdnim ¢i mérenim presné hmotnosti peptid(i ziskanych
enzymatickym Stépenim

Postup pfipravy vzorku pro MALDI-MS analyzu v mikrobiologické laboratofi (flowbox,
vortex):

5-10 mg bunécného materialu narostlé kultury rozmichat v 900 pl sterilni DDW

dobife promyt bunky od media (vortex) (pfi pouziti bunék z kultivace v tekutém
mediu doporucuji dvoji promyti v DDW)

- Centrifugovat 2 minuty pfi 4000-50000t/min

- Odpipetovat vodu po promyti bunék, dale pracujeme s peletem

- K peletu bunék pridat 300 ul DDW a promichat na vortexu

- Pfidat 900 pl 96 % ethanolu, promichat na vortexu

- Centrifugovat 2 minuty pfi 13 500 ot/min

- Odpipetovat VESKERY supernatant

- Pelet skladovat v lednici




Postup pripravy vzorku pro analyzu v laboratoti MS (kampus, pfizemi, budova A2):

MALDI MS analyza vzorku bakteridlni kultury:



