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Summary

A key element in the diagnosis of bacterial infections in fish is the rapid identification of the etiological
agent of the disease and drug resistance testing. Traditional methods of identifying the bacteria that cause
fish diseases are often slow and/or expensive. MALDI-TOF MS is a well-established, rapid, accurate and
cost-effective method based on protein profile analysis for the identification of bacterial pathogens in human
and veterinary laboratories, and has now found application in the diagnosis of bacterial infections in fish. The
method identifies microorganisms based on their protein profile, which is then compared with reference spectra
stored in databases. Since not all bacterial fish pathogens are included in commercial databases, libraries are
usually created locally for the relevant reference strains/species. As studies have shown, MALDI-TOF MS is
suitable for the specific identification of many bacterial fish pathogens enabling rapid diagnosis of infections.
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Zaburzenia zdrowotne u ryb mogg by¢ wywolane
przez szereg czynnikow srodowiskowych, jak rowniez
patogeny, dlatego tez wczesne wykrycie przyczyny
choroby jest niezbedne, aby podja¢ odpowiednie za-
biegi hodowlane lub leczenie zanim dojdzie do duzych
strat. Bakteryjne choroby ryb 53 czgstym zjawiskiem
1 wywolywane sq przez rézne gatunki zaréwno Gram-
-ujemne, jak rowniez Gram-dodatnie. Klasyczne meto-
dy identyfikacji stosowane w diagnostyce patogenow
ryb opieraja si¢ na hodowli bakterii oraz badaniu ich
wlasciwosci morfologicznych, fizjologicznych 1 bio-
chemicznych. W pewnych przypadkach nie zapewniaja
one wiarygodnej odpowiedzi w rutynowej identyfikacji
mikrobiologicznej, gdyz wiekszos¢ komercyjnych ze-
stawOw biochemicznych jest dedykowana do identyfi-
kacji bakterii izolowanych od zwierzat statocieplnych.
Poza tym, techniki te sg pracochtonne i czasochtonne,
aniekiedy wymagaja zastosowania wielu odczynnikéw
oraz zestawOw diagnostycznych, co zwigksza koszty
prowadzonych badan. Etapy hodowli i identyfikacji
organizmu, od pobrania i przygotowania probki do in-
terpretacji wynikow biochemicznych, zwykle trwaja od
4 do 5 dni, a w przypadku patogenéw wolno rosngcych
nawet kilka tygodni (5). Takze techniki molekularne
oparte na amplifikacji i sekwencjonowaniu DNA, ktore
znajduja szerokie zastosowanie w laboratoriach dia-

gnostycznych, sa czasochtonne i kosztowne. Trudnos$ci
te mozna pokonac stosujac metode spektrometrii mas
zuzyciem desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej
matrycg z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF
MS, matrix-assisted laser desorption/ionization time
of flight mass spectrometry). MALDI-TOF MS jest
stosunkowo nowg metodg stosowang przez laboratoria
mikrobiologiczne, stuzaca do identyfikacji drobno-
ustrojow. Za opracowanie tej metody Koichi Tanaka
otrzymat w 2002 r. nagrode Nobla w dziedzinie chemii
(43). Metoda opiera si¢ na analizie biatek rybosomal-
nych, ktore w mikroorganizmach wystepuja w duzych
ilosciach i sg charakterystyczne dla poszczegolnych
rodzin, rodzajow i gatunkow drobnoustrojow. Istnieja
dwie gléwne metody przygotowania probek, tj. metoda
bezposredniego transferu i metoda ekstrakcji biatek.
Pierwsza z nich jest fatwa, szybka i polega na przenie-
sieniu pojedynczej kolonii bakterii, z 18-24 h hodowli
na podtozu stalym, na ptytke do analizy. Metoda eks-
trakcji biatek polega na ekstrakcji biatek z komoérek
bakteryjnych przy uzyciu réznego rodzaju rozpusz-
czalnikow (40) i jest zalecana, gdy wymagana jest
wyzsza jako$¢ widm. Na komorki/biatka naniesione
na plytk¢ nanoszony jest roztwor matrycy absorbuja-
cy energi¢ lasera. Najczesciej stosowang matrycg jest
kwas alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy (CHCA)
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rozpuszczony w standardowym rozpuszczalniku
sktadajacym si¢ z acetonitrylu (50%) i1 kwasu triflu-
orooctowego (2,5%) w wodzie o czystosci LC-MS.
Tak przygotowana i osuszona ptytka umieszczana jest
w komorze analizatora. Na tym etapie pod wplywem
dziatania lasera, w warunkach prozni, dochodzi do
desorpcji (uwalniania) i jonizacji czasteczek matrycy
1 bialek bakteryjnych, a nastgpnie rozdziatu zjonizo-
wanych biatek na frakcje o réznej masie czastecz-
kowej 1 tadunku. Wynik pomiaru rejestrowany jest
w postaci charakterystycznych pikow widma, ktore
tworza unikatowy profil biatkowy badanego mikroor-
ganizmu, tzw. molekularny ,,odcisk palca”. Profil ten
jest nastepnie porownywany do profili wzorcowych
roznych drobnoustrojow zebranych w bibliotece widm
masowych (39). W wyniku tego poréwnania okreslany
jest gatunek lub rodzaj badanego szczepu wraz z in-
formacjg o stopniu podobienstwa widma badanego
drobnoustroju do widma referencyjnego. Ten stopien
zgodnos$ci wyrazany jest w postaci tzw. wskaznika
mieszczacego si¢ w zakresie od 0 do 3,000. Im wyzsza
warto$¢ wskaznika, tym wyzsza wiarygodnos¢ identy-
fikacji badanego mikroorganizmu. Warto$¢ wskaznika
ustalana jest na réznym poziomie w zalezno$ci od
drobnoustroju. Wedtug zalecen firmy Bruker, warto$¢
wskaznika od 2,300 do 3,000 wskazuje na wiarygodna
identyfikacje do poziomu gatunku, warto$¢ wskaznika
od 2,000 do 2,299 wskazuje na wiarygodng identyfi-
kacje do poziomu rodzaju i prawdopodobna identy-
fikacje do gatunku, warto$¢ wskaznika od 1,700 do
1,999 wskazuje na prawdopodobng identyfikacje do
poziomu rodzaju, natomiast warto$¢ wskaznika ponizej
1,7 wskazuje na niewiarygodng identyfikacje szczepu
(www.bruker.com).

Poniewaz identyfikacja bakterii metodg MALDI-
-TOF MS opiera si¢ na porownaniu widm mas nie-
znanych mikroorganizmow z widmami zawartymi
w referencyjnej bazie danych, metoda ta jest w stanie
zidentyfikowa¢ tylko te gatunki bakterii, dla ktérych
w bazach danych znajduja si¢ juz wcze$niej ustalone
widma referencyjne. Obecnie na rynku znajduje si¢
kilka systeméw, jednak dominuja dwa komercyjnie
dostepne systemy do identyfikacji oparte na technolo-
gii MALDI-TOF MS: MALDI Biotyper firmy Bruker
1 VITEK MS firmy BioMerieux (30). MALDI Biotyper
firmy Bruker jest zdecydowanie czesciej stosowany
1 szerzej opisany w publikacjach naukowych. Podczas
gdy technika MALDI-TOF MS zostata wprowadzona
do laboratoriow diagnostycznych ryb w 2012 r., wid-
ma dla wielu bakteryjnych patogenéw ryb nie byly
obecne w standardowych bazach danych dostarcza-
nych przez firmy w tamtym czasie. W zwigzku z tym
istniata potrzeba rozszerzenia dost¢pnych baz danych
MALDI-TOF MS o widma innych mikroorganizméw.
Ponadto biblioteka firmy Bruker zostata opracowana
przy uzyciu gatunkéw bakterii wyizolowanych od
ludzi, co mogto utrudnia¢ wykorzystanie tej biblioteki
referencyjnej do identyfikacji patogenow ryb (9).
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Identyfikacja wybranych patogenow ryb
metodq MALDI-TOF MS

W 2013 r. laboratorium z Wielkiej Brytanii (APHA)
oraz krajowe laboratoria referencyjne ds. chorob ryb
z Holandii (WBVR), Danii (DTU) i Szwecji (SVA)
zainicjowaty projekt majacy na celu ulepszenie sys-
temu MALDI-TOF MS do identyfikacji waznych
patogendw ryb, takich jak: Flavobacterium psychro-
philum, Flavobacterium columnare, Pseudomonas
anguilliseptica, Renibacterum salmoninarum, Vibrio
anguillarum 1 Yersinia ruckeri. Wst¢gpne badania me-
toda MALDI-TOF MS wykazaty brak profili dla F. co-
lumnare, F. psychrophilum i R. salmoninarum w bazie
danych firmy Bruker, dlatego nowe profile widm dla
tych bakterii zostaly utworzone i wprowadzone do
lokalnej bazy danych w oparciu o szczepy referen-
cyjne. Umozliwialo to zidentyfikowanie wszystkich
FE. psychrophilum, F. columnare, Ps. anguilliseptica,
R. salmoninarum, V. anguillarum 1 Y. ruckeri do po-
ziomu gatunku za pomoca MALDI-TOF MS (17).
Jednak pomimo tego, ze widmo dla V. anguillarum
bylo uwzglednione w bazie danych Bruker, badania
wykonane przez Kazazi¢ i wsp. wykazaty, ze MALDI-
-TOF MS byt w stanie zidentyfikowac tylko 73,85%
izolatow V. anguillarum wyizolowanych od chorych
ryb morskich do poziomu gatunku (21). Jak zasu-
gerowali autorzy, to niepowodzenie w identyfikacji
wszystkich izolatow V. anguillarum mogto wynikaé
z powodu stosowania réznych podtozy hodowlanych,
czasu wzrostu oraz temperatury inkubacji. Autorzy
wykazali bowiem, ze w celu wiarygodnej identyfikacji
szczepow V. anguillarum, MALDI-TOF MS powinien
by¢ wykonywany na szczepach hodowanych na aga-
rze tryptonowo-sojowym (TSA) z dodatkiem NaCl
w temperaturze od 15°C do 22°C, inkubowanych przez
48-72 godzin. Prawidlowa identyfikacja szczepow
V. anguillarum zmniejszata si¢ wraz z wydtuzaniem
czasu inkubacji w 37°C (18). Wstepne badania pro-
wadzone przez Jansson 1 wsp. (17) potwierdzily, iz
metoda MALDI-TOF MS po rozszerzeniu baz danych
o profile widm wybranych bakterii ma zastosowanie
w identyfikacji bakterii izolowanych od ryb.

Niektore badania wykazaty, ze MALDI-TOF MS
moze skutecznie identyfikowaé gatunki Aeromonas
przy uzyciu bazy danych firmy Bruker (6, 8, 10,
27). Benagli i wsp. (3) wykazali, ze dla wigkszos$ci
analizowanych gatunkoéw Aeromonas (A. hydrophila,
A. caviae, A. media, A. tecta, A. popofii, A. eucreno-
phila, A. encheleia, A. bestiarum, A. salmonicida,
A. veronii 1 A. sobria) identyfikacja metodga MALDI-
-TOF MS po wprowadzeniu nowych profili zakon-
czyla si¢ sukcesem. Jedynie identyfikacja 4. popoﬁiz
byla mozliwa tylko w 46%. Jednak Jansson i wsp.
(17) wykazali, ze identyfikacja A. salmonicida do
poziomu gatunku przy uzyciu MALDI-TOF MS byta
do$¢ trudna, poniewaz wystepowata falszywie dodat-
nia identyfikacja ruchliwych gatunkéow Aeromonas
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(,,4. bestiarum™). Identyfikacja A. salmonicida do po-
ziomu gatunku wymagata zatem dodatkowej analizy
fenotypowej lub potwierdzania w badaniach serolo-
gicznych oraz genotypowych w celu uzyskania prawi-
dlowej identyfikacji. Pérez-Sancho 1 wsp. (32) wykaza-
11 100% uzytecznos¢ MALDI-TOF MS do identyfikacji
Aeromonas do poziomu rodzaju, ale nie do doktadne;]
identyfikacji gatunkéw. Wyniki pokazaty bowiem, ze
91% 1 65,5% izolatow A. hydrophila 1 A. salmonicida
zostato dokladnie zidentyfikowanych, podczas gdy
wigkszo$¢ izolatow A. veronii, A. sobria i A. bestiarum
dala niejednoznaczne wyniki. Wigkszo$¢ izolatéw
A. popoffii (8/13) zostala blednie zidentyfikowana
z roznymi gatunkami Aeromonas. Badania wykonane
przez Pérez-Sancho 1 wsp. (32) wykazaty takze, ze uzu-
petienie biblioteki o nowe profile mas specyficzne dla
roznych gatunkow Aeromonas zwigkszyto liczbg izola-
tow z doktadng identyfikacja z 41% do 55% 1 zmniej-
szylto liczbe izolatow z niejednoznaczng identyfikacja
z 45% do 29%. Inne badania takze potwierdzily, ze
identyfikacja mikroorganizmow przy uzyciu biblioteki
Bruker Biotyper nie jest najlepszym podej$ciem do
doktadnej identyfikacji bakterii Aeromonas izolowa-
nych od ryb (27, 33). Wykazano jednak, ze specyficzne
piki mas moga by¢ wykorzystane jako specyficzne
biomarkery do identyfikacji i réznicowania gatunkow
Aeromonas. Szereg takich pikow (4256, 4700, 5049,
6304 1 6480 m/z) znaleziono u wszystkich gatunkow
Aeromonas. Ponadto, niektére specyficzne piki mas
zaobserwowano tylko w widmach poszczegolnych
gatunkéw. Charakterystyczne dla gatunku piki zosta-
ty zidentyfikowane dla A. hydrophila 1 A. bestiarum
(5003 i 7360 m/z w, odpowiednio, 95,5% 1 94,1%
1zolatow). Dodatkowo piki 4460 1 4490, charaktery-
styczne dla gatunkdéw A. sobria 1 A. veronii zostaty
wykryte, odpowiednio, u 65% izolatow (33) Badania
przeprowadzone przez Fernandez-Alvarez i wsp. (13)
wykazaty wystepowanie specyficznego dla gatunku
piku przy m/z 2028.35 we wszystkich szczepach
A. salmonicida oraz specyficznych pikow dla podga-
tunku A. salmonicida subsp. achromogenes (2105.56,
3112.87,3293.22,3400.97,4117.59, 5105.56, 6804.55
18884.05), A. salmonicida subsp. masoucida (3011.77,
3372.66,3762.02,6747.9219014.04) i A. salmonicida
subsp. smithia (2461.93, 2920.31, 3082.85, 3435.62,
3739.54, 5930.05 1 7283.06).

Aby sprawd21c czy MALDI-TOF MS jest w stanie
rozr6ézni¢ rézne gatunki Pseudomonas Kacaniova
1 wsp. (20) przeanalizowali zestaw 27 szczepdw
pozyskanych od r6znych gatunkoéw ryb, a wyniki po-
réwnali z wynikami sekwencjonowania konserwatyw-
nego genu 16S rRNA. W sumie 14 Pseudomonas spp.
zostalo zidentyfikowanych za pomocag MALDI-TOF
MS, a tylko 6 z nich dalo takie same wyniki, jak se-
kwencjonowanie. Sw1adczy to o tym, ze rozdzielczos¢
MALDI-TOF MS nie jest wystarczajaco wysoka, aby
rozrdzni¢ wszystkie gatunki Pseudomonas izolowane
od ryb.
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Niektoére gatunki patogenow ryb z rodzaju Flavo-
bacterium rosng wolno, co sprawia, ze ich charakte-
rystyka jest czasochtonna oraz wymaga zastosowania
dodatkowych badan komplementarnych ze wzgledu na
ich stabg reakcje w standardowych testach (7), dlatego
Strepparava 1 wsp. wykorzystali metode MALDI-
-TOF MS do identyfikacji gatunkow Flavobacterium,
w szczegdlnosci patogennych gatunkéw F. psychro-
philum, F. columnare 1 F. branchiophilum. Wtasne
szczepy F. branchiophilum, F. columnare, F. john-
soniae, F. aquatile, F. fryxellicola, F. frigidimaris,
F. psychrolimnae 1 Chryseobacterium sp., jak rbwniez
szczepy referencyjne zostaty wykorzystane do stwo-
rzenia wlasnej referencyjnej bazy danych. Pozwolito
to na szybka identyfikacj¢ 1zolatow Flavobacterium,
a otrzymane wyniki odzwierciedlaly przynalezno$¢
taksonomiczng uzyskang z analizy sekwencji genu
16S rRNA. Na poziomie gatunkowym MALDI-
-TOF MS zidentyfikowal niezawodnie wszystkie
F psychrophilum (n=61), F. hercinium (n=17), F. suc-
cinicans (n = 5), F. frigidimaris (n = 2), F. aquatile
(n=1), F. columnare (n=1)1F. psychrolimnae (n=1).
Tylko 5 probek srodowiskowych F. aquidurense nie
zostalo zidentyfikowanych za pomocg MALDI-TOF
MS (42). Fernandez-Alvarez i wsp. (14) takze utwo-
rzyli bibliotek¢ widm masowych poprzez analiz¢ 70
szczepow F. psychrophilum reprezentujacych serotypy
01, O2a, O2b i O3, w tym izolatow referencyjnych
1 klinicznych oraz szczepow blisko spokrewnionych,
takich jak: F. flevense, F. succinicans, F. columnare,
F. branchiophilum 1 F. johnsoniae. Badania wykazaty,
ze dwa piki przy m/z 3544.5215010.66 zostaty wykryte
w widmach wszystkich badanych gatunkéw, co sugeru-
je, ze piki te moga by¢ uzytecznymi biomarkerami do
identyfikacji bakterii nalezacych do roznych gatunkéw
Flavobacterium. Co wigcej, w widmach wszystkich
szczepow F. psychrophilum wykryto tacznie 14 wysoce
powtarzalnych pikow (2289.45, 3092.12, 3363.97,
4585.27,5389.16,6186.70, 6562.89, 6731.83, 7311.55,
7690.57,8736.16,9340.86, 10,542.02, 11,309.75), kto-
re wystepowaly niezaleznie od serotypu, zrodta izolacji
lub obszaru geograficznego. Zatem piki te moga by¢
potencjalnymi biomarkerami F. psychrophilum, ktore
mozna wykorzysta¢ do wykrywania i diagnozowania
chorob wywolywanych przez te bakterie. W badaniu
wykazano takze, ze cztery wzorce pikow masowych
sg powigzane z gtownymi patogennymi serotypami
F psychrophilum: serotyp O1 (piki przy m/z 12 547.89
1 13 906.13); serotyp O2a (piki przy m/z 5176.46,
12 547.89 1 13 906.13); serotyp O2b (piki mas przy
m/z 5895.25) oraz serotyp O3 (piki mas przy m/z
5176.46 1 5895.25). Zatem obecno$¢ lub brak tych
markeréw moze by¢ wykorzystane do identyfikacji
epidemiologicznie waznych serotypow powoduja-
cych zaburzenia zdrowotne u ryb tososiowatych (14).
W ostatnich latach opisano takze kilka nowych gatun-
kow Flavobacterium, jak: F. plurextorum, F. tructae,
F. collinsii, F. oncorhynchi i F. piscis, ktore zostaly
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wyizolowane od narybku pstraga teczowego, majacego
objawy kliniczne podobne do tych wystepujacych przy
zakazeniu F. psychrophilum (16). By méc wykorzysta¢
metod¢ MALDI-TOF MS do odrézniania tych bakterii,
Perez-Sancho 1 wsp. wygenerowali widma mas dla
wszystkich wyzej wymienionych gatunkow. Jak poka-
zaty wyniki, F. psychrophilum wykazywat widmo mas
bardzo r6znigce si¢ od widma mas nowych gatunkow,
z piecioma pikami (m/z 3654, 4585, 5388, 673017310)
obecnymi tylko w izolatach F. psychrophilum i trzema
pikami (m/z 6170, 7098 1 9241) nieobecnymi u F. psy-
chrophilum, ale obecnymi u wszystkich pozostatych
analizowanych gatunkow. Widma nowych gatunkéw
byly ogélnie dos¢ podobne, w szczegdlnosci widma
mas F. oncorhynchi 1 F. plurextorum oraz F. tructae
1 F. collinsii, co sugeruje potencjalne problemy z wta-
sciwg identyfikacjg tych gatunkéw, stosujgc metode
MALDI-TOF MS. Uzytecznos¢ MALDI-TOF MS do
identyfikacji gatunkow Flavobacterium byta zmienna,
dlatego tez metoda MALDI-TOF MS uzupetniona
kilkoma prostymi testami biochemicznymi moze by¢
stosowana do rutynowej identyfikacji r6znych gatun-
koéw Flavobacterium (F. plurextorum, F. oncorhynchi,
F tructae, F. collinsii 1 F. piscis), ktore moga by¢
izolowane od chorych ryb podejrzanych o zakazenie
FE. psychrophilum (33).

Jak wykazatly badania przeprowadzone przez
LaFrentz i wsp. (26), w obrgbie gatunku F. columnare
istnieja cztery odrgbne grupy genetyczne. Podziat ten
wynika z roéznic dotyczqcych zywiciela 1 wirulencji
bakterii. Wykazano, ze izolaty z grupy genetycznej 1
sa wysoce zjadliwe dla pstraga teczowego, podczas
gdy izolaty z grup genetycznych 3 i 2 wykazywaly,
odpowiednio, umiarkowang i niska zjadliwos¢ (12).
Izolaty z grupy genetycznej 2 wydaja si¢ bardziej
zjadliwe niz izolaty nalezace do grup genetycznych
1 1 3 u suma kanatowego (41). Wreszcie, udokumen-
towano zwigzek migdzy izolatami pozyskanymi od
tilapii a bakteriami nalezacymi do grupy genetycznej 4
(25). Analiza widm szczepow F. columnare pozwolita
na identyfikacje licznych pikéw (m/z) unikalnych dla
kazdej grupy genetycznej. Pik 3606 m/z byt unikalny
dla izolatow z grupy genetycznej 2, pik 6525 m/z
byt unikalny dla izolatow z grupy genetycznej 3, pik
6540 m/z unikalny dla izolatow z grupy genetycznej 4,
natomiast brak ktoregokolwiek z trzech pikéw byt
charakterystyczny dla izolatow z grupy genetycz-
nej 1. Wyniki te wskazujg na mozliwo$¢ identyfikacji
czterech proponowanych grup genetycznych w ruty-
nowych badaniach za pomoca MALDI-TOF MS bez
sekwencjonowania genetycznego (26).

Rodzaj Shewanella charakteryzuje si¢ wysokg roz-
norodno$cig (ponad 100 gatunkéw zgtoszonych do tej
pory), co wigze si¢ z problemami z identyfikacja ga-
tunkow (https://www.bacterio.net/genus/shewanella).
Poczatkowe badania wykonane w 2017 r. przez Jung-
Schroers 1 wsp. (19) wykazaty, ze wykrywanie bakterii
Shewanella metodg MALDI-TOF MS jest ograniczo-
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ne. Bylo to zwigzane z faktem, ze tylko widma dla
szesciu gatunkoéw Shewanella spp. (S. algae, S. baltica,
S. fidelis, S. frigidimarina, S. profunda 1 S. putrefa-
ciens) byly obecne w bazie danych Biotyper. Jednak
w 2021 r. Yu 1 wsp. (45) poszerzyli referencyjng baze
o widma reprezentujace 36 gatunkdéw Shewanella, co
umozliwito poprawne zidentyfikowanie na poziomie
gatunku az 92,8% (116/125) szczepoéw. Ponadto, za-
stosowanie modeli uwzgledniajacych zidentyfikowane
piki specyficzne dla gatunku pozwolito na poprawe
identyfikacji na poziomie gatunku do 100%.

Metoda MALDI-TOF-MS byla takze stosowana
do identyfikacji niektorych bakterii nalezacych do
rodziny Enterobacteriaceae (29, 34). Badania prowa-
dzone przez Ojasanya 1 wsp. (29) wykazaly wysoka
skuteczno$¢ tej metody w diagnostyce Y. ruckeri po-
zyskanych od r6znych gatunkéw ryb oraz brak reakcji
krzyzowych w stosunku do gatunkéw blisko spokrew-
nionych z Y. ruckeri. Badania przeprowadzone przez
Nhu 1 wsp. wykazaty, ze wszystkie badane szczepy
Edwardsiella ictaluri izolowane od ryb wykazujacych
zaburzenia zdrowotne, zostaty prawidlowo ziden-
tyfikowane metoda MALDI-TOF MS do poziomu
gatunku, odnotowujac specyficzne dla tego gatunku
piki mas przy 2658, 5321, 6259, 9281, 9465 i 11542
m/z (28). Reichley 1 wsp. wykazali, ze MALDI-TOF
MS byt w stanie poprawnie zidentyfikowa¢ wszyst-
kie badane izolaty E. tarda, E. ictaluri i E. hoshinae.
Brak profili dla E. anguillarum i E. piscicida w bazie
danych firmy Bruker, spowodowal, Ze izolaty te byly
poczatkowo blednie identyfikowane jako E. tarda.
Dopiero analiza z uwzglednieniem gatunkowo spe-
cyficznych pikow (7,628 m/z u E. anguillarum, 8,793
m/z u E. piscicida oraz 4,252 m/z u E. tarda) pozwo-
lita na wiarygodne roznicowanie tych bakterii (37).
Ponadto, MALDI-TOF MS okazat si¢ by¢ przydatng
metoda do identyfikacji bakterii nalezacych do rodzaju
Citrobacter, wsrod kt(')rych C. braakii oraz C. freundii
maja najwu;ksze znaczenie w patologii ryb (23, 24, 38,
44). Badania przeprowadzone przez Kolinska i wsp.

wykazaly, ze metoda MALDI-TOF MS byta w stanie
prawidlowo zidentyfikowa¢ 145 (95%), sposrod 155
analizowanych szczepow (23).

Photobacterium damselae jest dobrze poznanym
patogenem ryb, obejmujacym dwa podgatunki (dam—
selae 1 piscicida), ktore wykazuja istotne rdznice
w odniesieniu do ich epidemiologii i patogennosci
dla zwierzat 1 ludzi. Pérez-Sancho 1 wsp. (31) zbadali
przydatno$¢ MALDI-TOF MS do szybkiej identyfika-
cji izolatdw P. damselae, jak rowniez do rozroézniania
obu podgatunkow. Przy uzyciu biblioteki Biotyper
metoda MALDI-TOF MS poprawnie zidentyfikowata
wszystkie izolaty na poziomie gatunku. Identyfika-
cja na poziomie podgatunku nie byla wiarygodna.
Dopiero zastosowanie modelu uwzgledniajacego
specyficzne piki dla podgatunkéw (m/z 4183 1 8367
dla subsp. damselae 1 4197, 8397 1 8856 dla subsp.
piscicida) umozliwito odroznienie izolatow P. dam-
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selae subsp. piscicida od izolatow P. damselae subsp.
damselae.

Metoda MALDI-TOFMS zostala takze oceniona
pod katem identyfikacji 1 réznicowania gatunkow
Tenacibaculum. Wigkszo$¢ gatunkéw z rodzaju
Tenacibaculum nie byta uwzgledniona w bazie danych
firmy Bruker. W konsekwencji tylko szczepy nalezace
do gatunku 7. discolor, ktorego widmo mas istniato
w bazie danych firmy Bruker, zostaty poprawnie zi-
dentyfikowane przez Fernandez-Alvarez i wsp. (15) po
analizie za pomocg oprogramowania Biotyper. Jednak
sze$¢ z siedmiu gatunkdéw uwzglednionych w badaniu
(T maritimum, T. soleae, T. gallaicum, T. dicentrarchi,
T. litoreum 1 T. ovolyticum) nie zostalo sklasyfikowa-
nych. Co wiecej, szczepy T. gallaicum 1 T. litoreum
zostaly btednie zidentyfikowane jako 7. discolor. Gdy
profile biatek wszystkich szczepow Tenacibaculum
zostaly poréwnane, osiem specyficznych dla rodza-
ju pikéw mas przy m/z 2273,50; 2433,48; 2661,82;
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1 niskim poziomem szuméw (15). Podobne wyniki
uzyskali Bohme i wsp. (4). Wskazali oni, ze analiza
ekstraktow komérkowych ma kilka zalet, skutkujac
widmami z mniejszym szumem i bardziej powtarzal-
nymi jonami masowymi w porownaniu z widmami
uzyskanymi z zawiesin catych komorek.

Badania przeprowadzone przez Assis 1 wsp. (2) wy-
kazaty, ze wszystkie szczepy Streptococcus agalactiae
1 Lactococcus garvieae zostaty prawidtowo zidenty-
fikowane na poziomie gatunku przy uzyciu bazy da-
nych firmy Bruker. Jednak identyfikacja S. iniae byta
mozliwa tylko dla okoto 53% izolatéw na poziomie
rodzaju, gdyz profile dla tego gatunku nie byty obecne
w bazie danych firmy Bruker. Identyfikacja S. iniae
byta mozliwa jedynie poprzez dopasowanie do S. pyo-
genes 1 S. dysgalactiae, ktore maja cze$¢ wspdlnych
pikéw (22). Dopiero po utworzeniu nowych widm mas
dla S. iniae mozliwe byto poprawne zidentyfikowanie
wszystkich szczepdw na poziomie gatunku. Badania

4789,03; 5048,15; 5314,34; 10507,39;
1 13148,28 zidentyfikowano we
wszystkich analizowanych gatunkach
Tenacibaculum. Ponadto, co najmniej
jeden pik specyficzny dla gatunku
zostat znaleziony w gatunkach 7. ma-
ritimum (m/z 9408,33), T. soleae (m/z
3037,65), T dicentrarchi (m/z2579,41
1 3053,08), T. litoreum (m/z 5477,80)
1 T. ovolyticum, umozliwiajac ich
rozrdéznienie na poziomie gatunko-
wym. Najbardziej nietypowy profil
biatkowy zaobserwowano dla szcze-
pu T. ovolyticum DSM18103, ktory
wykazat sze$¢ specyficznych pikow
(przy m/z 2703,13; 5227,72; 8498,79;
9922,69; 10239,19; i 10582,04) dla
tego gatunku. Nie znaleziono jednak
zadnych specyficznych pikéw mas dla
szczepow 1. discolor i T. gallaicum.
Co wigcej, szczepy tych gatunkow
mialy wspdlny pik przy m/z 12741,15,
co uniemozliwiato rozrdznianie tych
dwoéch gatunkow. Analiza MALDI-
-TOF MS catych komorek szczepow
referencyjnych nie pozwolila na uzy-
skanie powtarzalnych widm masowych
niezaleznie od badanego gatunku
Tenacibaculum lub podtoza hodowla-
nego stosowanego do wzrostu bakte-
rii. Co wigcej, widma uzyskane przy
uzyciu catych komorek bakteryjnych
wykazaly zmniejszong liczbg jondw
masowych, staba rozdzielczos¢ i wyso-
ki poziom szumow. W przeciwienstwie
do tego, analiza ekstraktow komorko-
wych dostarczyta powtarzalne widma
mas dla wszystkich analizowanych
szczepdw, z dobra rozdzielczoscia

Tab. 1. Charakterystyczne piki mas wybranych patogenéw ryb

Nazwa Charakterystyczne wartosci m/z
Aeromonas hydrophila 5003
Aeromonas bestiarum 7360
Aeromonas sobria 4460
Aeromonas veronii 4490
Aeromonas salmonicida 2028.35

Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes

Aeromonas salmonicida subsp. masoucida
Aeromonas salmonicida subsp. smithia

Flavobacterium psychrophilum

Flavobacterium psychrophilum: serotyp 01
Flavobacterium psychrophilum: serotyp 02a
Flavobacterium psychrophilunr. serotyp 02b
Flavobacterium psychrophilum: serotyp 03
Flavobacterium columnare z grupy genetycznej 2
Flavobacterium columnare z grupy genetycznej 3
Flavobacterium columnare z grupy genetycznej 4
Edwardsiella ictaluri

Edwardsiella anguillarum

Edwardsiella piscicida

Edwardsiella tarda

Photobacterium damselae subsp. damselae
Photobacterium damselae subsp. piscicida
Tenacibaculum maritimum

Tenacibaculum soleae

Tenacibaculum dicentrarchi

Tenacibaculum litoreum

Tenacibaculum ovolyticum

2105.56, 3112.87, 3293.22, 3400.97, 4117.59,
5105.56, 6804.55, 8884.05

3011.77, 3372.66, 3762.02, 6747.92 i 9014.04

2461.93, 2920.31, 3082.85, 3435.62, 3739.54,
5930.05, 7283.06

2289.45, 3092.12, 3363.97, 4585.27, 5389.16,
6186.70, 6562.89, 6731.83, 7311.55, 7690.57,
8736.16, 9340.86, 10542.02, 11309.75

12 547.89i 13 906.13
5176,46; 12 547,89 i 13906,13
5895,25

5176,46 i 5895,25

3606

6525

6540

2658; 5321; 6259; 9281; 9465 i 11542
7,628

8,793

4,252

4183 i 8367

4197; 8397 i 8856

9408,33

3037,65

2579,41; 3053,08

54717,80

2703,13; 5227,72; 8498,79; 9922,69;
10239,19; 10582,04
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przeprowadzone przez Piamsomboon i wsp. wyka-
zaly, ze identyfikacja gatunkow S. agalactiae przy
uzyciu biblioteki Biotyper byta niemozliwa dla 40%
badanych izolatéw, natomiast identyfikacja gatunkoéw
S. iniae w ogole nie byta mozliwa przy zastosowaniu
biblioteki Biotyper. Doktadna identyfikacja zostata
uzyskana dopiero przy uzyciu bazy danych Biotyper
uzupetnionej o profile mas lokalnych szczepow.
Wyniki badan wykazaly takze, Zze niestandardowa
baza danych zapewnita 100% zgodnos¢ z sekwencjo-
nowaniem genu 16S rRNA, podczas gdy baza danych
firmy Bruker zapewnita dopasowanie na poziomie
30% (34). Badania wykazaty, ze podczas identyfikacji
Gram-dodatnich bakterii metoda MALDI-TOF MS
zalecane jest stosowanie ekstrakcji w przeciwienstwie
do diagnostyki wiekszosci bakterii Gram-ujemnych
izolowanych od ryb (1, 11).

Wstepne badania metoda MALDI-TOF MS nie
umozliwily identyfikacji R. salmoninarum wywo-
lujaca bakteryjna chorob¢ nerek, co bylo zwigzane
z brakiem profili dla tej bakterii w bazie danych firmy
Brucker. Profile widm dla kilkunastu szczepoéw tej
bakterii zostaly wprowadzone do bazy danych przez
Jansson i wsp. (17). Najnowsze badania przeprowa-
dzone przez Jia 1 wsp. wykazaty, ze MALDI-TOF MS
byt w stanie zidentyfikowa¢ wiekszo$¢ izolatow (od
95,7% do 100%) R. salmoninarum. Jak sugerowali
autorzy, niepowodzenie w identyfikacji wszystkich
izolatéw R. salmoninarum mogto wynika¢ z powodu
wystgpowania réznych szczepow tej bakterii, ktorych
profile mas r6znig si¢ od profilu szczepu referencyj-
nego wprowadzonego do bazy danych (18).

Przez wiele lat gatunki pratkoéw (Mycobacterim)
okazaty si¢ by¢ trudne do identyfikacji za pomoca
MALDI-TOF MS, gléwnie ze wzgledu na ztozony
sktad ich $ciany komorkowej, mniejszg liczbe biatek
rybosomalnych i ich powolny wzrost. Dlatego dla tych
bakterii zmieniono kryteria stosowane w interpretacji
wynikow z zastosowaniem metody MALDI-TOF MS.
Przyjeto, ze warto$¢ > 1,8 wskazuje na wiarygodna
identyfikacje, natomiast warto$§¢ < 1,6 wskazuje na
niewiarygodny wynik (35). Obecnie MALDI-TOF
MS jest powszechnie stosowang metoda do rozrdz-
niania M. marinum, M. peregrinum 1 M. abscessus
(36). Za pomoca metody MALDI-TOF mozliwe jest
takze roznicowanie blisko spokrewnionych gatunkow
M. chimaera i M. intracellulare, poprzez wykrywanie
obecnosci pikoéw specyficznych dla gatunku (35).

Jak wykazaty powyzsze badania, MALDI-TOF MS
to najbardziej obiecujaca metoda stosowania w iden-
tyfikacji wigkszo$ci bakterii izolowanych od ryb,
z mozliwosciag dalszych ulepszen. Metoda ta nadaje
sie do specyficznej identyfikacji wielu patogenow ryb
i jest wykorzystywana jako narzedzie do klasyfikacji
1zolatow na poziomie rodzaju lub gatunku. Zapewnia
doskonata doktadno$¢ 1 specyficznos$¢ z wysoka prze-
pustowoscia, analiza danych jest tatwa, czas uzyskania
wyniku wynosi zaledwie kilka minut po wyhodowaniu
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organizmu, co w poréwnaniu z 24-48-godzinnym
czasem potrzebnym do identyfikacji drobnoustrojow
metodami biochemicznymi jest duza oszczednoscia
czasu. Doktadniejsza identyfikacja jest mozliwa przy
wykorzystaniu algorytmow opartych na obecnosci lub
braku specyficznych pikow stuzacych jako biomarkery.
Wymaga to identyfikacji 1 dokladnego poréwnania
unikalnych, stabilnych réznic w widmach bakterii,
ktorych biatka sg wystarczajaco rdzne.

Zastosowanie metody ma pewne ograniczenia,
gdyz identyfikacja jest mozliwa wytacznie dla dobrze
scharakteryzowanych mikroorganizméw ze znanymi
profilami biatkowymi dostepnymi w bazach danych.
Bazy te moga by¢ aktualizowane i rozszerzane poprzez
tworzenie nowych profili opartych na referencyjnych
szczepach bakterii oraz fatwo wymieniane cyfrowo
miedzy laboratoriami. Kluczowe jest analizowanie
profili biatkowych dobrze scharakteryzowanych
szczepow réznych gatunkoéw bakterii pochodzacych
od ryb w celu stworzenia wysokiej jako$ci baz danych
MALDI-TOF MS jako narzg¢dzia do szybkiej identy-
fikacji. Nowe, obiecujace zastosowanie tej metody
odnosi si¢ do bezhodowlanej identyfikacji bakterii
bezposrednio z probek zawierajacych mieszane kul-
tury, co moze by¢ swietng perspektywa w diagnostyce
zakazen bakteryjnych u ryb.
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