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SOUHRN

Cil prace: MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je v po-
slednich letech Siroce zavadéna do diagnostickych mikro-
biologickych laboratofi. Poskytuje levnou a rychlou metodu
pro taxonomickou identifikaci bakterii a mikromycet. Kromé
téchto aplikaci je pouzivana i pro detekci mechanismt anti-
biotické rezistence. V budoucnu Ize oc¢ekavat dalsi rozsifeni
i pro jiné aplikace v mikrobiologii. Cilem této studie bylo vali-
dovat MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii pro identifikaci
mykobakterif.

Materidl a metody: Do studie bylo zarazeno 30 izolatd
Mycobacterium spp. izolovanych v laboratofi mykobakterio-
logie Fakultni nemocnice v Plzni. Druhova identifikace izolatd
byla provedena biochemickymi testy, genovymi sondami
a sekvenaci genu pro 16S rRNA. Identifikace MALDI-TOF hmot-
nostni spektrometrii probihala s vyuzitim extrakce pomoci
silikonovych kuli¢ek. Identifikace kmene sekvenaci genu pro
16S rRNA byla povazovana za referencni metodu.

ABSTRACT

Amlerova J., Studentova V., Hrabak J.: Identification of
Mycobacterium spp. isolates using matrix-assisted laser
desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS)

Study objective: Matrix-assisted laser desorption/ionizati-
on-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has
recently been widely used in diagnostic microbiological labo-
ratories. It is a cheap and rapid method for the identification of
bacteria and micromycetes. Apart from this purpose, it is also
used for the detection of antibiotic resistance mechanisms. It
has the potential to be extended for other purposes in micro-
biology. The aim of this study was to validate MALDI-TOF MS
for the identification of mycobacteria.

Material and methods: Thirty isolates of Mycobacterium spp.
isolated in the Laboratory of Mycobacteriology of the Plzen
University Hospital were included in the study. The isolates
were identified to the species level using biochemical tests,
gene probes, and sequencing of the gene encoding 16S rRNA.
The identification by MALDI-TOF MS was performed with the
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Vysledky: Pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
byly spravné identifikovany vsechny izoldty Mycobacterium
spp. (hodnota skoére 1,461-2,168). Jednalo se o druhy
Mycobacterium tuberculosis (n = 5), Mycobacterium kansasii (n
=5), Mycobacterium avium (n = 6), Mycobacterium intracelulla-
re (n = 3), Mycobacterium xenopi (n = 3), Mycobacterium gor-
donae (n=1), Mycobacterium abscessus (n=1), Mycobacterium
kumamotonense (n=2), Mycobacterium mantenii (n = 1),
Mycobacterium lentiflavum (n = 1), Mycobacterium fortuitum
(n =1), Mycobacterium scrofulaceum (n = 1).

Zaveér: |dentifikace hmotnostni spektrometrii je tedy vhodna
k rutinni identifikaci Mycobacterium spp. v laboratorich, kde jiz
je tato metoda zavedena pro konvenc¢ni identifikaci mikrobd.

KLiCOVA SLOVA
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use of silica beads. Strain identification by sequencing the gene
encoding 16S rRNA was considered as the reference method.
Results: MALDI-TOF MS correctly identified all isolates of
Mycobacterium spp. (score range 1.461 - 2.168). The spe-
cies identified were Mycobacterium tuberculosis (n= 5),
Mycobacterium kansasii (n=5), Mycobacterium avium (n=6),
Mycobacterium intracelullare (n=3), Mycobacterium xeno-
pi (n=3), Mycobacterium gordonae (n=1), Mycobacterium
abscessus (n=1), Mycobacterium kumamotonense (n=2),
Mycobacterium mantenii (n=1), Mycobacterium lentiflavum
(n=1), Mycobacterium fortuitum (n=1), and Mycobacterium
scrofulaceum (n=1).

Conclusion: MALDI-TOF MS is a suitable tool for the routine
identification of Mycobacterium spp. in laboratories using
this method for the conventional identification of microbes.
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uvob Mykobakteriéz bylo hlaSeno 108, tj. incidence 0,1/100 000
Ceska republika patfi v soucasné dobé mezi zemé s nizkym  obyvatel. Jako pfi¢ina mykobakteriéz byl identifikovan M.
vyskytem tuberkuldzy. V roce 2012 bylo hlaseno do registru  avium komplex (52 pfipadli), M. xenopii (21) a M. kansasii (19) [1].
tuberkuldzy 611 onemocnéni tuberkulézou vsech forem, Pfes tyto velmi pfiznivé tidaje zistava problematika tuber-
lokalizaci a recidiv, tj. incidence 5,8/100 000 obyvatel. kuldzy a onemocnéni zptisobenych mykobakteriemi jinych
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druhii nezZ Mycobacterium tuberculosis komplex (MOTT)
stale aktudlni. Tuberkulézni pacient pfedstavuje vjznamné
epidemiologické riziko, mykobakteridézy nabyvaji vyznam
u imunokompromitovanych nemocnych [2]. Zdsadni sou-
Casti diagnostiky téchto onemocnénti je laboratorni prikaz
agens, identifikace kmene a stanoveni citlivosti k antitu-
berkulotikiim.

Identifikace mykobakteridlnich izolatl prodélala v posledni
dobé velky vyvoj. Klasické konvenéni metody identifikace
- morfologie, pigmentace, biochemické a dalsi testy maji
v diagnostice stale svoje nezastupitelné misto. Genetické
metody hybridiza¢ni i amplifika¢ni nasly §iroké uplatnéni
pro svoji specificitu a senzitivitu a pfi pouziti komercnich
souprav i pro svoje pomérné snadné provedenti [3]. Piiiden-
tifikaci vzacnych nebo ,,problematickych“ druhti je s dobrym
uspéchem pouzivana sekvenace genu pro 16S ribozomalni
RNA a nasledné porovnani sekvenci nukleotidli s databazi
NCBI (National Center for Biotechnology Information) [4].
V posledni dobé jsou zavadény dalsi metody, principialné
odli$né. Jednou z téchto metod je hmotnostni spektrome-
trie [5].

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemicka metoda,
ktera umozni stanovit molekulovou hmotnost studovanych
latek ve velkém rozsahu (cca 50 > 50 000). V mikrobiologické
diagnostice se vyuziva systém MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF MS) [6].

Ionizace molekul ve vzorku probiha pomoci laseru za pii-
tomnosti matrice. V klinické mikrobiologii je tento systém
vyuzivan k identifikaci bakteridlnich izolatl, dale k iden-
tifikaci kvasinek a vldknitych hub. Nové jsou zavadény
aplikace k detekci antibiotické rezistence [7]. Nabizi se také
moznost pouziti pro identifikaci mykobakterii, zejména

vybaveni [8, 9].

MATERIAL A METODY

1zolaty Mycobacterium spp.

Do studie bylo zafazeno 30 izolatl rodu Mycobacterium spp.
deponovanych v Ustavu mikrobiologie LF UK a EN v Plzni
(tab. 1). Vzorky byly uchovany v kryozkumavkach (ITEST
Plus, Hradec Kralové, Ceska republika) a o¢kovany na pevné
vajecné pidy (Lowenstein-Jensen a Ogawa; TRIOS, Olomouc,
Ceska republika) a do tekutého média (Middlebrook 7H12B)
v lahvickich pro detekéni systém BACTECO MGITO 960.

Tabulka 1. Druhy klinického materialu
Table1. Types of clinical specimens

Druh materialu Pocet

Sputum 23
BAL 5
Tkan plicni 1
Sekret z pistéle 1

Identifikace klasickymi metodami

Mezi konvencni metody identifikace byly zahrnuty mik-
roskopicka morfologie, makroskopicka morfologie, pig-
mentace, test fotochromogenity, riist v riznych teplotach,
biochemické testy (produkce niacinu, redukce nitratu,
citlivost na hydrazid kyseliny thiofen-2-karbonové (TCH),
hydrolyza Tweenu 80, priikaz arylsulfatazy, prikaz kyselé
fosfatazy) [11].
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Identifikace pomoci genovych sond

Identifikace byla provedena podle navodu vyrobce (ge-
nové sondy - GenProbe, San Diego, CA, USA). Genové
sondy byly pouzity pouze pro dostupné druhy - komplex
Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kan-
sasii a M. gordonae.

Identifikace pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA
Mykobakteridlni izolaty byly inaktivovany teplem (95 °C,
10 min). DNA byla izolovana kitem PathogenFree DNA
Isolation Kit (GeneProof, Brno, Ceska republika). PCR am-
plifikace genu pro 16S RNA a sekvenace PCR produktli byla
provedena podle Marchesi et al. [10]. Vysledné sekvence
byly srovnany s databazi GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov).

Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spek-
trometrie

Pro identifikaci metodou MALDI-TOF MS byl pouzit po-
stup doporucovany vyrobcem (Bruker Daltonik, Brémy,
Némecko). Byla pouzita 1 plna klicka kmene z pevné vajecné
pldy nebo 1 ml suspenze z tekuté pidy. Kultura byla inakti-
vovana pomoci1ml75% ethanolu s naslednou centrifugaci
5 min pfi 12 000xg. Peleta byla resuspendovana v 500 pl
sterilni destilované vody, smés byla centrifugovana (5 min
Pri12 000xg) a vysledna peleta byla resuspendovana v 50 pul
sterilni destilované vody. Vzorky byly inkubovany 30 minut
pfi 95 °C. K inaktivovanym vzork@m bylo pfidano 1,2 ml
vychlazeného ethanolu (-20 °C), peleta byla vysuSena pfi
oteviené zkumavce pfi 35 °C (cca 10 minut). Nasledné byla
suchd peleta resuspendovana v 50 pl acetonitrilu. Poté bylo
pridano malé mnozstvi silikonovych kuli¢ek (priméru 0,5
mm) a intenzivné vortexovano po dobu 1 minuty. Po pro-
michani bylo pfidano 50 pl 70% kyseliny mravenci a ihned
centrifugovano (5 min pfi 12 000xg). 1 pl supernatantu
byl nanesen na desticku pro hmotnostni spektrometrii
a po usuSeni byl prfevrstven 1 pl matrice (roztok kyseliny
skoficové). Nameétfena spektra byla vyhodnocena pomoci
MALDI Biotyper, verze 3.0 s databazi Mycobacteria Library
1.0 (bead method).

Interpretace vysledki byla provedena podle hodnotovych
skoére a srovnanim pravdépodobnosti potfadi jednotlivych
identifikovanych druhd.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky identifikaci u jednotlivych izolatd a riznych metod
jsou uvedeny v tabulce 2. Kromé druh@ Mycobacterium tubercu-
losis komplex, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii a M. gordonae
se podaftilo identifikovat i druhy, které nebylo mozné urcit
biochemickymi testy nebo genovou sondou (M. xenopi, M. gor-
donae, M. abscessus, M. kumamotonense, M. mantenii, M. lentiflavum,
M. fortuitum, M. scrofulaceum).

Hodnoceni vysledki MALDI-TOF MS probihalo v souladu
s doporucenim vyrobce podle hodnotovych skére (tab. 3).
Vysledky byly interpretovany v souvislosti s dalsimi vlast-
nostmi izolath a z hodnoceni kvality spektra (charakter
jednotlivych vrcholll spektra). Zasadni pro identifikace
metodou MALDI-TOF MS se ukézala pfiprava izolatdi. Bylo
potfeba dostatecné mnozstvi mykobakteridlni kultury. Druh
kultivac¢ni ptdy (vaje¢né nebo tekuté) nemél na kvalitu
vyslednych spekter vliv. Je nutné pfesné dodrzeni mnozstvi
reagencii a reakénich ¢asti. Klicovym problémem se ukazal
druh silikonovych kulicek, které pfi ptipravé vzorku slouzi
jako inertni mechanicky prostfedek k naruseni bunék. Pri
pouziti doporuc¢eného druhu o primeéru 0,5 mm byla lyza
kultury dostatecna a ziskana spektra kvalitni pro provedeni
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Tabulka 2. Vysledky identifikace (ID)
Table 2. Identification results (ID)

Vaorek 1D utinn ID sekvenaci ID MALDI-TOF MS Hodnota skére
cislo konvenéni genova sonda

1 M. tuberculosis M. tuberculosis komplex M. tuberculosis M. tuberculosis komplex 1,804
2 M. tuberculosis M. tuberculosis komplex M. tuberculosis M. tuberculosis komplex 1,903
3 M. tuberculosis M. tuberculosis komplex M. tuberculosis M. tuberculosis komplex 1973
4 M. tuberculosis M. tuberculosis komplex M. tuberculosis M. tuberculosis komplex 2,109
5 M. tuberculosis M. tuberculosis komplex M. tuberculosis M. tuberculosis komplex 1,904
6 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 1,588
7 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 1,924
8 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 2123
9 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 2,155
10 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 2,164
n M. avium M. avium M. avium M. avium ssp. avium 1,719

12 M. avium M. avium M. avium M. avium 2,067
13 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,555
14 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,987
15 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,997
16 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,839
17 M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare 1,988
18 M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare 1,852
19 M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare 1,461

20 M. xenopi neprovedeno M. xenopi M. xenopi 1,598
21 M. xenopi neprovedeno M. xenopi M. xenopi 1,950
22 M. xenopi neprovedeno M. xenopi M. xenopi 1,936
23 M. gordonae neprovedeno M. gordonae M. gordonae 219
24 M.abscessus neprovedeno M.abscessus M.abscessus 2,074
25 neurceno neprovedeno M. kumamotonense M. kumamotonense 1,797
26 neurceno neprovedeno M. mantenii M. mantenii 2,168
27 M. lentiflavum neprovedeno M. lentiflavum M. lentiflavum 1,954
28 M. terrae neprovedeno M. kumamotonense M. kumamotonense 2

29 M. fortuitum neprovedeno M. fortuitum M. fortuitum 2,049
30 M. scrofulaceum neprovedeno M. scrofulaceum M. scrofulaceum 1,630

identifikace. Dalsi diilezitou fazi ptipravy je iplné vysuseni
pelety pfed pridanim acetonitrilu. Vlastni méfeni spekter
probihalo az na vyjimky manualné s vybérem vhodnych mist
pro méfeni na pozici terciku.

Srovnanim s identifikaci pomoci sekvenace genu pro 16S
TRNA se identifikace metodou MALDI-TOF MS ukazala byt
velmi spolehliva, srovnatelna s ostatnimi, molekularné-
-genetickymi metodami. PfestoZe byly skére u nékterych
izolatl nizsi, neZ doporucuje vyrobce, bylo mozné identifi-
kaci uzaviit v kontextu s ostatnimi vysledky (napi. pofadi
a pravdépodobnost identifikovanych druhti) a ostatnimi
diagnostickymi znaky (napf. morfologie kolonii). V pfipa-
dé niz§ich hodnot identifika¢niho skdre je nutné vysledky
MALDI-TOF MS identifikace hodnotit vZdy v kontextu

Tabulka 3. Vyznam hodnot skére vysledku metody MALDI-TOF MS
Table 3. The significance of the MALDI-TOF MS score

Rozsah Popis

2,300-3,000 | Druh byl s vysokou pravdépodobnostf identifikovan
2,000-2,299 Rod identifikovan s jistotou, druh pravdépodobné
1,700-1,999 Pravdépodobna identifikace rodu

0,000-,699 Nespolehliva identifikace

s ostatnimi identifika¢nimi technikami (morfologie ko-
lonii, biochemické testy atp.). Vyhodou této metody je
bezesporu moznost identifikovat izolaty i jednotlivé, bez
rizika exspirace diagnostickych kitii. Casova naro¢nost je
nizka (cca 2 hod). Materidalové naklady na vySetieni jedno-
ho vzorku se pohybuji cca 30 K¢ (cena reagencii). Cenové
naklady na pfistrojové vybaveni jsou ovSem vysoké. Tato
metoda je proto vhodna zejména na pracovistich, ktera
maji MALDI-TOF MS analyzator jiz k dispozici i k jinym
aceltim.

Identifikace pomoci sekvenace genu pro 16S ribozomalni
RNA je metodou vysoce spolehlivou, ale velmi ekonomicky
icasové nakladnou. Na véts$iné pracovist proto zlistava jako
metoda specializovand pro ptipady, u nichz jednodussi
metody selhavaji.

ZAVER

Identifikace Mycobacterium spp. pomoci MALDI-TOF MS ,kla-
sickou“ extrakéni metodou s vyuzitim kyseliny mravenci
selhavd. Vysledna spektra nejsou vhodna pro identifikaci.
K rozruSeni bunék je nezbytné nutné vyuzit metodu se
silikonovymi kuli¢ckami, které umozni optimalni extrakci
ribosomalnich proteinti. Nezbytnou pro identifikaci je
i vyuziti specidlni databize urcené pro Mycobacterium spp.
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V této konfiguraci 1ze dosahnout vysledky srovnatelné
se sekvenaci genu pro 16S rRNA. MALDI-TOF MS je tedy
spolehlivou metodou pro identifikaci Mycobacterium spp.
vyuzitelnou v rutinnich diagnostickych laboratofich i re-
ferencnich centrech.
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