BIOTECHNOLOGIE

MALDI

IDENTIFIKACE PATOGENNICH MIKROORGANIZMU
BEHEM DVOU MINUT? ANO - AXIMA MALDI TOF

vy

roorganizmy. LéCeni téchto onemocnéni je
mozné pouze tehdy, pokud miiZeme tyto mik-
roorganizmy identifikovat. K tomu prevdzné
slouzi mikrobiologicke metody, napr. pouZiti
enzymatickych aktivit ve spojeni s vhodnym
substrdtem apod. Nevyhodou téchto metod je
pracnost a jejich ¢asovd ndrocnost. A prdavé
diky témto aspektiim je snaha vyvinout metodu
rychlou, robustni, ale zdrovern i presnou.

Firma Shimadzu Corp., jeden z pfednich
vyrobcti analytickych pfistrojti na svété, vyvi-
nula spole¢né s firmou AnagnosTec. systém,
ktery je zaloZen na identifikaci mikroorga-
nizmi na pfistroji AXIMA MALDI TOF
a softwaru v¢. databdze SARAMIS.

Obr. — Shimadzu AXIMA MALDI TOF
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MALDI TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization/Time of Flight)
hmotnostni spektrometr byl vyvinut v 80.
letech minulého stoleti. Shimadzu Corp.
byla jednou z prvnich firem na svété, ktera
MALDI TOF vyvijela a nésledné uvedla
na trh. Zasluhu na vyvoji a vyrobé mél pan
Koichi Tanaka, ktery byl za vyvoj MALDI
TOF ocenén v roce 2002 Nobelovou cenou
za chemii. Obecné lze fici, ze MALDI TOF
vyuzivd mekké ionizace matrici, kterd je
bombardovédna kratkymiimpulzy laseru a je
vhodnd pro identifikaci Siroké Skdly molekul
z pohledu na jejich hmoty, mozné je také
vyuziti u mensich molekul o hmot¢ desitek
Da aZ po proteiny o hmoté v kDa.

Vyuziti MALDI TOF pro stanoveni
mikroorganizmi je mozné. Zde se hmota
pohybuje v rozmezi cca 2000 az 20000 Da,
¢asto téZ nazyvaném nizkomolekuldrni
proteomika - LMWP.

Vlastni stanoveni mikroorganizmi je
velmi jednoduché a rychlé. Mikroorga-
nizmy jsou pfeneseny z kultivacniho média
na desti¢ku (drzak vzorku), kterd midze
mit az 384 pozic, pfida se matrice (napf.
2,5-dihydroxybenzoova kyselina), vzorek
s matrici se necha vykrystalizovat a vloZi se
do AXIMA MALDI TOF. Zde v hlubokém
vakuu (mensim nez 10 Pa) je vzorek s mat-
rici bombardovan po dobu nanosekund
laserem. Vzniklé ionty jsou analyzoviny
po priletu trubici a dopadu na detektoru
na zakladé doby dopadu, kterd je imérna
molekulové hmoté. Vzniklé hmotnostni
spektrum je charakteristické pro dany mik-
roorganizmus a slouzi k jeho identifikaci.

Bombardovani vzorku s matrici a nacteni
hmotnostniho spektra je hotovo béhem cca
jedné minuty.

Identifikace je provadéna porovninim
spekter s databdzi, ktera je sou¢asti softwaru
SARAMIS, kam jsou hmotnostni spektra
automaticky transportovdna z AXIMA
MALDI TOEF Ke stanoveni mikroorganizmu
je pouZzivano tzv. SuperSpektrum z data-
baze, které je porovnavano s hmotnostnim
spektrem naméfenym. Diky pouZzitému
algoritmu je mozné identifikovat i smés
mikroorganizmi v jednom vzorku.

SARAMIS byl testovan Ustavem Iékaiské
mikrobiologie, imunologie a hygieny Uni-
verzity v Koliné nad Rynem na vice nez 1300
riznych klinickych vzorcich. Tyto vzorky
byly analyzovéany jak pomoci biochemickych
metod, tak i pomoci systému SARAMIS.
94 % vzorki bylo identifikovano automaticky,
pouze 5 % vzorkil nebylo mozné identifiko-
vat porovnanim se SuperSpektry.

Zéveérem lze konstatovat, Ze systém AXIMA
MALDI TOF a SARAMIS je vhodné pouzit
k identifikaci resp. monitorovani mikroor-
ganizmd v rutinnich klinickych laboratofich,
atozejména diky vysoké rychlosti a pomérné
vysoké presnosti. Jedna se o novou a progre-
sivni metodu, ktera se stéle vyviji, predevs§im
diky pfibyvajicim SuperSpektrim do data-
baze SARAMIS.

V ptipadé, Ze mate zajem o dalsi informace
0 AXIMA MALDI TOF - SARAMIS, kon-
taktujte nés na cz@shimadzu.eu.com.

Ing. Theodor PETRIK, CSc., Shimadzu
Handels GmbH organizacni slozka
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