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MALDI TOF MS - nowe mozliwosci
w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej

MALDI TOF MS - new possibilities in routine microbiological diagnostics
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Streszczenie

Jednym z probleméw wspoétczesnej medycyny jest diagnozowanie, leczenie i zapobieganie zakazeniom wywotywanym przez wielole-
kooporne szczepy bakterii. Bardzo wazna jest ich niezwtoczna i prawidtowa identyfikacja, umozliwiajgca wczesne wdrozenie skutecznej
terapii. Dlatego tez niezwykle cenne sg szybkie, nowoczesne i ekonomiczne metody, umozliwiajace przeprowadzenie wiarygodnej
analizy w bardzo krotkim czasie. Jedng z takich technik jest MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry), ktéra w ostatnich latach jest coraz czesciej wykorzystywana w klinicznych laboratoriach mikrobiologicznych. Metoda
ta umozliwia tanig, szybka i wiarygodna identyfikacje drobnoustrojéw w oparciu o ich profil biatkowy. Obecnie mozliwosci zastosowania
metody MALDI-TOF MS sa coraz szersze, np. do identyfikacji drobnoustrojow bezposrednio w dodatnich prébkach krwi na posiew, typo-
wania szczepow bakteryjnych w dochodzeniu epidemiologicznym w ognisku zakazen oraz wykrywania szczepéw wielolekoopornych,
w tym wytwarzajacych karbapenemazy.

Abstract

One of the problems of modern medicine is diagnosis, treatment and prophylaxis of infections caused by multidrug-resistant strains
of bacteria. Fast and correct identification of these pathogens is of utmost importance, as it enables early implementation of effective
therapy. Therefore, rapid, modern and affordable methods are of outstanding value as they make it possible to conduct a reliable analysis
in a very short period of time. One of such techniques is matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS), which in recent years is increasingly used in clinical microbiological laboratories. This method enables cheap, fast and
reliable identification of microorganisms based on their protein profiles. At present the possibilities of use of MALDI-TOF MS method
become more broad, e.g. for identification of microorganisms directly in positive blood culture samples, typing of bacterial strains in
epidemiological investigation of an outbreak as well as detection of multidrug-resistant strains, including producers of carbapenemases.
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Wstep

Wspotczesna diagnostyka mikrobiologiczna do niedawna opie-
rata sie na tradycyjnych metodach identyfikacji drobnoustrojéw,
polegajacych na charakterystyce fenotypowej szczepow. Techniki
te wymagaja jednak duzego naktadu pracy i nigdy nie bedg tak
dokfadne i wiarygodne, jak analiza mikroorganizméw przy uzyciu
technik biologii molekularnej. W ciggu ostatnich lat mozna zaob-
serwowac duzy postep w dziedzinie chemii i biologii, prowadzacy
do pojawienia sie nowych mozliwosci szybkiej i precyzyjnejiden-
tyfikacji drobnoustrojéw w bardzo krétkim czasie i przy stosun-
kowo niewielkich kosztach.

Nowa metoda, ktéra ostatnio coraz powszechniej jest stosowana
z powodzeniem w klinicznych laboratoriach mikrobiologicznych,

jest identyfikacja mikroorganizméw na podstawie ich profilu
biatkowego z wykorzystaniem spektrometrii masowej — MALDI-
-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry) [1-7]. Pomimo, ze spektrometria mas po raz
pierwszy zostata opisana juzw 1912r,, a jej zastosowanie do iden-
tyfikacji bakterii zostato zaproponowane w 1975 ., to jednak do-
piero odkrycie w 1985 r. wspomaganej matryca jonizacji laserem
z analizatorem czasu przelotu jonéw zapoczatkowato rewolucje
w laboratoriach diagnostycznych [1, 8, 9]. Za opracowanie tej me-
tody Koichi Tanaka otrzymat w 2002 r. nagrode Nobla w dziedzi-
nie chemii [10]. Technika spektrometrii mas z uzyciem desorpcji/
jonizacji laserowej wspomaganej matryca z analizatorem czasu
przelotu (MALDI-TOF) szybko zaczeta by¢ wykorzystywana do
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identyfikacji drobnoustrojéw w laboratoriach mikrobiologicznych
i obecnie jest coraz powszechniej stosowana [1-7, 11]. Podkresla
sie tez niewielki koszt tych badan [12, 13].

Zasada metody MALDI-TOF MS i dotychczasowe zastosowanie
w laboratoriach mikrobiologicznych

Metoda MALDI-TOF MS opiera sie na analizie biatek rybosomal-
nych, ktére w mikroorganizmach wystepujg w duzych ilosciach,
lecz s3 unikatowe dla danej rodziny, rodzaju i gatunku, a nawet
szczepu drobnoustroju. Umozliwia to identyfikacje zaréwno bak-
terii, jak i grzybéw drozdzopodobnych oraz plesniowych [1-4].
Obecnie na rynku znajduja sie dwa systemy do identyfikacji drob-
noustrojéw oparte na technologii MALDI-TOF MS: MALDI Biotyper
firmy Bruker (czesciej stosowany i szerzej opisany w publikacjach
naukowych) i VITEK MS firmy BioMérieux [1]. Wykorzystanie tych
systemow skraca czas analizy pojedynczej prébki do kilku minut,
czyli nawet o kilkadziesiat godzin w poréwnaniu do metod kon-
wencjonalnych.

Metoda MALDI-TOF MS polega na przeniesieniu niewielkiej ilosci
badanego materiatu, zawierajgcego 10° komorek bakteryjnych
(w praktyce jest to pojedyncza kolonia z 18-24 h hodowli na pod-
fozu statym) na ptytke do analizy. W nastepnym etapie na te ko-
morki nanoszony jest roztwor matrycy zawierajacy kwas a-cyjano-
4-hydroksy-cynamonowy w rozpuszczalniku organicznym (50%
acetonitryl i 2,5% kwas trifluorooctowy). Tak przygotowana i osu-
szona probka umieszczana jest w komorze analizatora, w ktérej
pod wptywem dziatania lasera dochodzi do desorpcji (uwalniania)
i jonizacji czasteczek matrycy i biatek bakteryjnych. W tym procesie
kluczowa role odgrywa matryca, poniewaz silnie absorbuje energie
Swiatta laserowego, przyczyniajac sie do uwalniania (desorpcji)
czasteczek analitu. Stan jonizacji matrycy jest przenoszony na cza-
steczki badanego drobnoustroju. Wynik pomiaru tych czasteczek
(podlegajacych przyspieszeniu w kolumnie analizatora zawierajacej
préznie) rejestrowany jest w postaci widma mas, reprezentujacego
jony wykrywane przez detektor (ryc. 1). W tym procesie do detekto-
ra docieraja poczatkowo czasteczki o matej masie, a nastepnie coraz
wieksze. W kolejnym etapie widmo, stanowigce rodzaj ,odcisku
palca” unikatowego i niezmiennego dla kazdego gatunku bada-
nego mikroorganizmu, w sposéb automatyczny jest analizowane
i porébwnywane z baza zawierajaca widma charakterystyczne dla
konkretnych gatunkéw drobnoustrojéw (ryc. 2 3).
Prawdopodobienstwo poprawnej identyfikacji drobnoustroju
w systemie MALDI Biotyper wyrazane jest w postaci tzw. wskaz-
nika punktowego mieszczacego sie w zakresie od 0 do 3000,
okreslajacego stopien podobienstwa do widm referencyjnych
(tab.1).Jednoczesnie mozna odczytac identyfikacje az 96 izolatéw
w ciggu zaledwie ok. 1,5 godz., co jest wielka zaleta tego systemu.

Rycina 1. Schemat metody MALDI-TOF MS

1. kolonie drobnoustroju na podtozu agarowym, 2. roztwdér matrycy, 3. ptytka do
analizy, 4. osuszenie probki, 5. $wiatto laserowe, 6. jonizacja i desorpcja (uwal-
nianie) czasteczek matrycy i analitu, 7. rozdziat jonéw w kolumnie analizatora,
8. detektor TOF, 9. profil biatkowy (widmo) badanego drobnoustroju.

System zaprojektowany przez Bruker Daltonics pozwala tez na
identyfikacje mikroorganizméw, ktére wczesniej nalezy poddac
ekstrakgji.
Pomimo wielu zalet, bardzo duzej czutosci i doktadnosci, metoda
ta ma tez jednak swoje ograniczenia, np. w przypadku wyste-
powania miedzy mikroorganizmami wysokiego pokrewienstwa
filogenetycznego. W praktyce obserwuje sie tez, ze uzyskanie
identyfikacji danego izolatu moze by¢ trudne w przypadku matych
lub $luzowatych kolonii, a takze przy zastosowaniu niektérych
podtozy agarowych do namnozenia badanego drobnoustroju
[1]. Nalezy tez unika¢ btedéw technicznych podczas nanoszenia
izolatu na ptytke do analizy. Btedy w identyfikacji lub brak wyniku
identyfikacji najczesciej spowodowane sa brakiem profilu biatko-
wego danego gatunku w bazie danych. Jednak nalezy zauwazy¢,
ze metoda ta jest caty czas udoskonalana, pojawiaja sie nowe
mozliwosci diagnostyczne, a baza danych jest systematycznie
aktualizowana i rozszerzana [1-5].
Przyktadem praktycznego wykorzystania metody MALDI-TOF
MS w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej jest mozliwos¢
identyfikacji szczepéw Candida auris. Jest to nowo opisany ga-
tunek grzybéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida, obecnie
stanowigcy duzy problem kliniczny na swiecie [14-20]. Patogen
tentaczy w sobie czynniki wirulencji Candida albicans i mozliwos¢
wywotywania zakazen inwazyjnych z wyjatkowa opornoscia na
leki z grupy azoli (nawet 80-100% szczepdw opornych na fluko-
nazol) i inne grupy lekéw przeciw-

Tabela I. Interpretacja wynikéw identyfikacji drobnoustrojéw w systemie MALDI Biotyper.

grzybiczych oraz z wyjatkowym
potencjatem do epidemicznego

Zakres wskaznika

Opis prawdopodobienstwa identyfikacji

2,300 - 3,000 Wysoce prawdopodobna identyfikacja do poziomu gatunku

2,000 - 2,299 Pewna identyfikacja do rodzaju, prawdopodobna identyfikacja do gatunku
1,700 - 1,999 Prawdopodobna identyfikacja do rodzaju

0,000 - 1,600 Niewiarygodna identyfikacja

szerzenia sie w szpitalachiinnych
jednostkach ochrony zdrowia [15,
16, 17,21-26]. Wykazano, ze w ru-
tynowej diagnostyce mikrobiolo-

gicznej przy uzyciu powszechnie

100



Diagn Lab. 2018; 54(2): 99-104

minutach. Jest to niezwy-
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Rycina 2. Profil biatkowy (widmo) szczepu Staphylococcus aureus.
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Rycina 3. Profil biatkowy (widmo) szczepu Escherichia coli.

jow (zwtaszcza bakterii

Gram-ujemnych) wywo-

dostepnych systeméw identyfikacji opartych na testach bioche-
micznych (np. APl AUX 20C, VITEK-2 YST, MicroScan, Auxacolor
czy Phoenix Automated Microbiology System) gatunek ten nie
jest identyfikowany lub jest oznaczany btednie, najczesciej jako
Candida haemulonii, rzadziej C. duobushaemulonii, C. famata,
C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. sake,
C. catenulata, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae lub Rhodotorula
glutinis [17, 23, 27-29]. Obecnie uwaza sie, ze wiarygodna iden-
tyfikacja tego gatunku jest mozliwa tylko przy uzyciu systemu
MALDI-TOF MS lub metod molekularnych [23, 27-31]. Tak wiec
identyfikacja tego groznego patogenu w rutynowej diagnostyce
mikrobiologicznej jest mozliwa tylko w klinicznych laboratoriach
wyposazonych w system MALDI-TOF MS.

Nowe mozliwosci zastosowania techniki MALDI-TOF MS w ru-
tynowej diagnostyce mikrobiologicznej

Stosunkowo niedawno jeden z producentéw systemu MALDI-TOF
MS zaproponowat metode szybkiej identyfikacji drobnoustrojow
bezposrednio w pozytywnych prébkach krwi na posiew, przy uzy-
ciu zestawu MBT Sepsityper Kit (Bruker Daltonics) [1, 32-38]. Wy-
nik identyfikacji tg technika uzyskiwany jest juz po kilkudziesieciu

tujacych zakazenia uktadu
moczowego bezposrednio w prébce moczu przy uzyciu metody
MALDI-TOF MS [40, 41, 42].
System MALDI Biotyper umozliwia réwniez analize pokrewien-
stwa szczepdw w obrebie tego samego gatunku [6, 43]. Obecnie
prowadzone sg prace naukowe badajace nie tylko podobienstwo
szczepow tego samego gatunku w ramach dochodzenia epide-
miologicznego w ognisku epidemicznym, lecz takze w zaleznosci
od obszaru geograficznego, z ktérego szczepy te byty izolowane
[44, 45, 46]. Metoda ta cieszy sie duzym zainteresowaniem ba-
daczy - aktualnie jest przedmiotem licznych badan naukowych
i w przysztosci moze stac sie technika konkurencyjna do drogich
badan genetycznych [1, 6, 43, 47].
Coraz czesciej pojawiajg sie doniesienia naukowe o wykorzysty-
waniu metody MALDI-TOF MS do wykrywania szczepéw antybio-
tykoopornych [48, 49]. System ten okazat sie pomocny, np. w od-
réznianiu metycylinoopornych szczepéw Staphylococcus aureus
(MRSA; methicillin-resistant Staphylococcus aureus) od wrazliwych
na metycyline (MSSA; methicillin-susceptible Staphylococcus au-
reus) [50, 51].
piku w widmie masowym przy wartosci 3784 Da oraz 5700 Da [51].

Szczepy MRSA réznig sie od MSSA intensywnosciag

W podobny sposéb odréznia sie szczepy Escherichia colii Klebsiella
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pneumoniae oporne na antybiotyki 3-laktamowe od wrazliwych
na te leki [49]. Metoda ta jest coraz czesciej badana pod katem
zastosowania w epidemiologii [52].

W ostatnim czasie wielolekooporne szczepy Enterobacterales
(w tym Enterobacteriaceae produkujace karbapenemazy staty sie
bardzo duzym problemem w szpitalach na catym swiecie [49, 52,
53, 54]. Szczepy te stanowia przyczyne wielu ciezkich zakazen bak-
teryjnych, czesto konczacych sie zgonem pacjentéw, dlatego tez
szybkie zidentyfikowanie czynnika etiologicznego zakazenia i wy-
krycie ewentualnej produkcji przez dany szczep karbapenemazy
ma bardzo duze znaczenie w leczeniu pacjentéw i zapobieganiu
rozprzestrzenianiu sie patogenu w srodowisku szpitalnym. Pojawity
sie juz pierwsze wyniki badania wprowadzonego na rynek przez
producenta nowego zestawu MBT STAR-Carba (selective testing
of antibiotic resistance carbapenemase) i oprogramowania. Jest
to pierwszy test do szybkiej diagnostyki, pozwalajacy na wykrycie
aktywnych karbapenemaz klasy A, B lub D u szczepdw z rodziny
Enterobacteriaceae oraz z rodzaju Pseudomonas i Acinetobacter
z wykorzystaniem spektrometrii mas. Test MBT STAR-Carba z wy-
korzystaniem imipenemu polega na inkubacji badanego szczepu
w roztworze z antybiotykiem, a nastepnie na analizie widma gene-
rowanego przez imipenem. Jezeli badany szczep wytwarza aktywna
karbapenemaze, dochodzi do hydrolizy pierscienia 3-laktamowego
antybiotyku, co skutkuje zmiana jego masy czasteczkowej. System
ten pozwala réwniez na wykrycie bakterii produkujacych karbape-
nemaze nie tylko zwyhodowanych kolonii bakteryjnych, lecz takze
bezposrednio z pozytywnej prébki hodowli krwi z wykorzystaniem
zestawu MBT Sepsityper Kit [32, 53, 55, 56, 571.

Podsumowanie

Problem opornosci bakterii na antybiotyki to jedno z najwiek-
szych wyzwan dla medycyny zakazen ostatnich lat. Gtéwnym
problemem jest pojawianie sie i rozprzestrzenianie szczepéw
wielolekoopornych. Szacuje sie, ze w krajach Unii Europejskiej
lekoopornos¢ drobnoustrojow jest przyczyng smierci ok. 25
000 oséb rocznie. Powoduje to réwniez wzrost kosztow opieki
zdrowotnej. Ze wzgledu na brak nowych opcji terapeutycznych
konieczne jest zapobieganie rozprzestrzenianiu sie patogenéw
alarmowych, totez bardzo wazna jest ich niezwtoczna i wiarygod-
na identyfikacja. Do realizacji tego celu konieczne s3 skuteczne,
szybkie i ekonomiczne metody umozliwiajace przeprowadze-
nie wiarygodnej analizy w bardzo krétkim czasie, co umozliwia
wdrozenie racjonalnej i skutecznej antybiotykoterapii. Obecnie
ktadzie sie wiec najwiekszy nacisk na rozwdj tych metod, kté-
re usprawniajg rutynowg diagnostyke mikrobiologiczna, w tym
system MALDI-TOF MS.
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