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1. Εισαγωγή
Η ταχεία εξάπλωση πολυανθεκτικών βακτηριακών στελεχών, ειδικότερα σε

δομές πρωτοβάθμιας υγείας, έχει οδηγήσει στην επιτακτική ανάγκη ανάπτυξης νέων

και αξιόπιστων μεθόδων, τόσο σε επίπεδο ταυτοποίησης αυτών, όσο και στην

ανίχνευση της αντοχής, οι οποίες θα δίνουν ταχύτερα αποτελέσματα (Palacios-Baena

et al., 2017). Μέχρι πρόσφατα, οι φαινοτυπικές τεχνικές που χρησιμοποιούνται

συνήθως για την ταυτοποίηση των βακτηρίων βασίζονται στα μορφολογικά

χαρακτηριστικά και τις βιοχημικές τους ιδιότητες και απαιτούν τουλάχιστον 3 έως 5

ημέρες μέχρι την ολοκλήρωσή τους (Popovic et al., 2017). Στη συνέχεια, μια σειρά

από μοριακές μεθόδους, όπως η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε

πραγματικό χρόνο (real-time PCR ή rt-PCR), η ανάλυση της 16S rRNA και ο

προσδιορισμός της περιεκτικότητας σε γουανίνη-κυτοσίνη (G-C), αντικατέστησαν σε

μεγάλο βαθμό τις συμβατικές διαγνωστικές προσεγγίσεις (Feucherolles, 2022).

Μερικές από τις μοριακές τεχνικές δεν απαιτούν βακτηριακές καλλιέργειες, ωστόσο οι

μέθοδοι αυτές είναι δαπανηρές, χρονοβόρες και στις περισσότερες των περιπτώσεων

απαιτείται εξειδικευμένο προσωπικό (Braga et al., 2013).

Η φασματομετρία μάζας MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption

Ionization Time of Flight Mass Spectometry), είναι μια πολλά υποσχόμενη μέθοδος,

που παρέχει με αξιοπιστία, ταχύτητα και χαμηλό κόστος, την ταυτοποίηση των

βακτηρίων, για την οποία χρειάζονται μόνο λίγα λεπτά (Fenselau, 2012). Παρόλ’αυτά,

η ακρίβεια και η εξειδίκευση της ταυτοποίησης με MALDI-TOF MS εξαρτώνται σε

ένα μεγάλο βαθμό από το βακτηριακό είδος που αναλύεται ή/και από το φάσμα μάζας

του αναλυόμενου δείγματος (van Belkum et al., 2017).

Παρά το γεγονός ότι η μεθοδολογία της φασματομετρίας μάζας αναπτύχθηκε

στα τέλη του 19ου αιώνα, χρησιμοποιήθηκε αρχικά μόνο για τη μέτρηση μάζας των

ατόμων. Το 1975, δημοσιεύθηκε για πρώτη φορά αναφορά, στην οποία

παρουσιάστηκε η ταυτοποίηση των βακτηρίων μέσω φασματομετρίας μάζας (Anhalt

and Fenselau, 1975). Παρ’ όλα αυτά, όταν εμφανίστηκε η μέθοδος MALDI, τη

δεκαετία του ’80, βελτίωσε τη χρηστικότητα της φασματομετρίας μάζας σε βιολογικά

μακρομόρια, όπως οι πρωτεΐνες (Cain et al., 1994). Σχεδόν δέκα χρόνια αργότερα, το

1988, οι Tanaka et al., προχώρησαν σε ιονισμό πρωτεϊνών χωρίς την καταστροφή ή

τον κατακερματισμό τους (Tanaka et al., 1988). Τα έτη 1994 και 1996, αποτέλεσαν

ορόσημο για τη μέθοδο της φασματομετρίας μάζας MALDI-TOF, διότι επιτεύχθηκε



19

για πρώτη φορά η μελέτη ακέραιων βακτηριακών κυττάρων, χωρίς να προηγηθεί

ειδική προετοιμασία των δειγμάτων (Cain et al., 1994; Holland et al., 1996; Claydon

et al., 1996). Παρά την πληθώρα πλεονεκτημάτων της μεθόδου, η εισαγωγή της σε

μικροβιολογικά εργαστήρια έγινε σχεδόν μια δεκαετία αργότερα, από την αρχική

εφαρμογή της στην ταυτοποίηση βακτηρίων και τα αποτελέσματα από τα ερευνητικά

στάδια δεν έγιναν κλινικά εφαρμόσιμα μέχρι αρκετά χρόνια αργότερα (Seng et al.,

2009; Tsuchida and Nakayama, 2022). Χρειάστηκε χρόνος για να μετατραπούν τα

εργαστηριακά ερευνητικά δεδομένα και να προσαρμοστούν σε κλινικές εφαρμογές,

όπως αποδεικνύεται από το γεγονός ότι οι πρωτογενείς πληροφορίες από το

εργαστήριο ήταν διαθέσιμες μόλις το 2009. Yπάρχουν διάφορες αιτίες για αυτή την

προφανή καθυστέρηση, οι οποίες περιλαμβάνουν: (1) την ανησυχία ότι η πρωτεΐνη

μεταβάλλεται προσαρμοστικά in-vivo και επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από τις

συνθήκες καλλιέργειας, (2) την αβεβαιότητα σχετικά με το κατά πόσο οι αποκλίσεις

στα φάσματα MS είναι απολύτως συμβατές με τις επί του παρόντος γνωστές

κατηγοριοποιήσεις, (3) την πλήρη απουσία μιας βάσης δεδομένων μοριακών βαρών

(ΜΒ), (4) την πραγματικότητα ότι, από την άποψη του βακτηριολόγου, ο

μικροβιολογικός χαρακτηρισμός είναι ένα δύσκολο έργο που απαιτεί ένα ορισμένο

επίπεδο προετοιμασίας στην μικροβιολογία (σε αντίθεση με τις εφαρμογές) (Tsuchida

and Nakayama, 2022). Τέλος, μετά το 2009 και έπειτα από πολλές ερευνητικές

μελέτες, η τεχνολογία MALDI-TOF MS (Mass Spectrometry) εξελίχθηκε τόσο ώστε

να επιτρέπει την άμεση ταυτοποίηση βακτηριακών στελεχών σε κλινικά δείγματα,

χωρίς την ανάγκη αρχικής καλλιέργειας ή ανακαλλιέργειας (Seng et al., 2009; Scott et

al., 2016).
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Εικόνα 1. Πρωτότυπος αναλυτής φασματομετρίας μάζας του Aston (Sutton, 2022)

2. Αρχή Μεθόδου Φασματομετρίας

2.1 Φασματομετρία Μάζας

Η φασματομετρία μάζας ανήκει στις αναλυτικές μεθόδους, όπου οι χημικές

ενώσεις ιονίζονται σε φορτισμένα μόρια, και έπειτα παρουσιάζεται η αναλογία μάζας

προς το φορτίο τους (m/z) [m/z = 2eV(t/L)], ώστε στη συνέχεια να υπολογιστεί το

ακριβές μοριακό τους βάρος (Griffiths, 2008). Η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για

πρώτη φορά στις αρχές του 19ου αιώνα, ωστόσο το πεδίο εφαρμογής της ήταν

περιορισμένο στις χημικές επιστήμες (Singhal et al., 2016). Οι παλαιότερες

(συμβατικές) τεχνικές φασματομετρίας μάζας πραγματοποιούνταν μέσω του

ιονισμού, με βομβαρδισμό του υπό ανάλυση δείγματος με δέσμες ηλεκτρονίων. Αυτή

η μέθοδος ιονισμού συνήθως έχει ως αποτέλεσμα τη διάσπαση του δείγματος σε

χιλιάδες φορτισμένα θραύσματα (Kumar, 2008). Τα μόρια του υπό ανάλυση

δείγματος ταυτοποιούνται στη συνέχεια με τη συσχέτιση των γνωστών μαζών με τα

προκύπτοντα πρότυπα των θραυσμάτων. Αν και οι συμβατικές τεχνικές



21

φασματομετρίας μάζας ήταν αρκετά διαδεδομένες και εφαρμόσιμες σε πολλούς

διαφορετικούς τομείς της έρευνας, είχαν το μειονέκτημα ότι μπορούσαν να

προκαλούν μόνο «σκληρό ιονισμό» (hard ionization). Ως εκ τούτου, δεν υπήρχε

διαθέσιμη τεχνική για τη διατήρηση της ακεραιότητας των μορίων κατά τη διάρκεια

του ιονισμού ή για την ελαχιστοποίηση της πιθανότητας του κατακερματισμού τους

(Kumar, 2008). Το 1985, η τεχνική του «ήπιου-απαλού ιονισμού» (soft ionization),

που επιτρέπει τον ιονισμό και την εξάτμιση μεγάλων, μη πτητικών βιομορίων, όπως

οι ακέραιες πρωτεΐνες, καθιερώθηκε από δύο Γερμανούς επιστήμονες, τους

Hillenkamp και Karas (Khademhosseini et al., 2006). Οι συγκεκριμένοι ερευνητές

ανακάλυψαν ότι το αμινοξύ αλανίνη μπορούσε εύκολα να ιονιστεί όταν αναμιγνυόταν

με το αμινοξύ τρυπτοφάνη και ακτινοβολούνταν από λέιζερ μήκους 266 nm.

Διαπιστώθηκε επίσης, ότι και άλλοι τύποι πεπτιδίων θα μπορούσαν να ιονιστούν

μετά από ανάμειξη με το ίδιο είδος "μήτρας" (matrix) (Djordjevic et al., 2011). Η

επιτυχία της φασματομετρίας μάζας, οφείλεται λοιπόν στις πολυάριθμες σημαντικές

ανακαλύψεις, συμπεριλαμβανομένων του «ιονισμού ηλεκτροψεκασμού»

(electrospray ionization) από τον John Fenn και του MALDI (matrix-assisted laser

desorption ionization) από τον Koicihi Tanaka (Tanaka et al., 1988; Fenn et al., 1989).

Στα τέλη του 19ου αιώνα, παρουσιάστηκε η πρωτοπόρος εφαρμογή της

φασματομετρίας μάζας στον τομέα της μικροβιολογίας (Griffiths, 2008). Το πρώτο

βήμα στη φασματομετρική ανάλυση μαζών των ενώσεων είναι η παραγωγή ιόντων

της ένωσης σε αέρια φάση, για παράδειγμα με ιονισμό ηλεκτρονίων. Αυτό το

μοριακό ιόν υπόκειται κανονικά σε κατακερματισμό. Επειδή είναι κατιόν με περιττό

αριθμό ηλεκτρονίων, μπορεί να κατακερματιστεί δίνοντας είτε μια ρίζα είτε ένα ιόν

με ζυγό αριθμό ηλεκτρονίων, είτε ένα μόριο και ένα νέο κατιόν. Αυτοί οι δύο τύποι

ιόντων έχουν διαφορετικές χημικές ιδιότητες. Κάθε πρωτογενές ιόν προϊόντος που

προέρχεται από το μοριακό ιόν μπορεί, με τη σειρά του, να υποστεί κατακερματισμό

(Cooks and Rockwood, 1991). Όλα αυτά τα ιόντα διαχωρίζονται στο φασματόμετρο

μάζας ανάλογα με τον λόγο μάζας προς το φορτίο τους. Έτσι παράγεται το φάσμα

μάζας του μορίου. Το αποτέλεσμα αυτού παρουσιάζεται ως διάγραμμα της αφθονίας

ιόντων σε σχέση με το λόγο μάζας προς φορτίο. Σε κάθε παρουσίαση, η πιο έντονη

κορυφή ονομάζεται βασική κορυφή και της αποδίδεται αυθαίρετα η σχετική αφθονία

100 % (Solouki et al., 1995; Morris et al., 1997). Οι αφθονίες όλων των άλλων

κορυφών λαμβάνουν τις ανάλογες τιμές τους, ως ποσοστά της βασικής κορυφής. Σε

πολλές επιστημονικές δημοσιεύσεις αναφέρεται ο άξονας y του φάσματος μάζας ως
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αριθμός ιόντων ή σχετική ένταση. Όμως, ο όρος σχετική αφθονία είναι προτιμότερο

να χρησιμοποιείται για την αναφορά στον αριθμό των ιόντων στο φάσμα μάζας. Τα

περισσότερα από τα θετικά ιόντα έχουν φορτίο που αντιστοιχεί στην απώλεια ενός

μόνο ηλεκτρονίου (Chen et al., 1995). Για τα μεγάλα μόρια, μπορούν επίσης να

ληφθούν πολλαπλά φορτισμένα ιόντα. Το συνολικό φορτίο των ιόντων

αντιπροσωπεύεται από τη σχέση q, το φορτίο των ηλεκτρονίων e και τον αριθμό των

φορτίων των ιόντων z και από εκεί προκύπτει η εξίσωση q = ze. Ο άξονας x του

φάσματος μάζας που αντιπροσωπεύει τον λόγο μάζας προς φορτίο συνήθως

χαρακτηρίζεται ως m/z. Όταν το m δίνεται ως η σχετική μάζα και το z ως ο αριθμός

φορτίου, τα οποία είναι και τα δύο χωρίς μονάδες, το m/z χρησιμοποιείται για να

δηλώσει μια ποσότητα χωρίς διαστάσεις. Γενικά, στη φασματομετρία μάζας, το

φορτίο αναφέρεται σε πολλαπλάσια του στοιχειώδους φορτίου ή του φορτίου ενός

ηλεκτρονίου σε απόλυτη τιμή (1 e = 1,602 177 × 10-19 C) και η μάζα αναφέρεται σε

μονάδες ατομικής μάζας (1 u = 1,660 540 × 10-27 kg). Οι μονάδες ατομικής μάζας

(ΜΒ) u (atomic mass unit ή amu) ή Da (Dalton) έχουν τον ίδιο θεμελιώδη ορισμό: 1 u

= 1 Da = 1.660 540 × 10−27 kg ± 0.59 ppm. Ωστόσο, χρησιμοποιούνται σε

διαφορετικά πλαίσια. Όταν για παράδειγμα πρόκειται για μέσες ισοτοπικές μάζες,

όπως στους στοιχειομετρικούς υπολογισμούς, προτιμάται το Da (Dalton) στη

φασματομετρία μαζών, ενώ όταν χρησιμοποιούνται μάζες που αναφέρονται στο

κύριο ισότοπο του κάθε στοιχείου τότε προτιμάται οι ατομικές μάζες να εκφράζονται

σε u (atomic mass unit ή amu) (Naylor and Kumar, 2003, Villas-Boas et al., 2005).

2.2 Εκρόφηση με Laser (Laser Desorption)

Ο ιοντισμός εκρόφησης με λέιζερ (Laser Desorption-LD) είναι μια

αποτελεσματική μέθοδος για την παραγωγή αέριων ιόντων. Οι παλμοί λέιζερ που

αποδίδουν από 106 έως 1010 W ανά τετραγωνικό εκατοστό (cm2) εστιάζουν σε

επιφάνεια δείγματος περίπου 10-3 – 10-4 cm2. Αυτοί οι παλμοί λέιζερ αφαιρούν υλικό

από την επιφάνεια και δημιουργούν μια δέσμη ιόντων και ουδέτερων μορίων που

μπορούν να αντιδράσουν μεταξύ τους στην πυκνή φάση ατμών κοντά στην επιφάνεια

του δείγματος. Οι ακτίνες παλμικού λέιζερ πραγματοποιούν τόσο την εξάτμιση, όσο

και τον ιονισμό του δείγματος. Η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται στη μελέτη

επιφανειών και στην ανάλυση της σύνθεσης δειγμάτων, όπως τα κυτταρικά οργανίδια.
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Συνήθως, επιτρέπει τον επιλεκτικό ιονισμό με τη ρύθμιση του μήκους κύματος του

λέιζερ. Ωστόσο, στους περισσότερους συμβατικούς υπέρυθρους τρόπους, το λέιζερ

δημιουργεί μια θερμική αιχμή και, επομένως, δεν είναι απαραίτητο να προσαρμοστεί

το μήκος κύματός του σύμφωνα με το δείγμα. Δεδομένου ότι τα σήματα είναι πολύ

σύντομα, απαιτούνται αναλυτές ταυτόχρονης ανίχνευσης ή αναλυτές χρόνου πτήσης

(Time of flight-TOF). Η λήψη αξιόπιστου φάσματος μάζας εξαρτάται κρίσιμα από τις

ειδικές φυσικές ιδιότητες του δείγματος προς μελέτη (π.χ. φωτοαπορρόφηση,

πτητικότητα κ.λπ.). Επιπλέον, τα παραγόμενα ιόντα είναι πάντα προϊόντα

κατακερματισμού του αρχικού μορίου, εάν το μοριακό βάρος (ΜΒ) του είναι πάνω

από περίπου 500 Da. Η κατάσταση αυτή άλλαξε θεαματικά με την ανάπτυξη του

ιονισμού εκρόφησης με λέιζερ υποβοηθούμενο από μήτρα (MALDI) (Karas and

Hillenkamp, 1988; Hillenkamp et al., 1990).

2.3 MALDI MS

Η μεθοδολογία MALDI είναι μια πολύ ευαίσθητη τεχνική, η οποία

χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό της μάζας πρωτεϊνών, πεπτιδίων ή πολυμερών,

σακχάρων, μεγάλων οργανικών μορίων και άλλων μακρομορίων (Karas and

Hillenkamp, 1998). Ιδιαίτερα οι πρωτεϊνικές μάζες που αποτελούν την ταυτότητα των

πρωτεϊνών συμβάλλουν στην εξέλιξη του τομέα της πρωτεομικής (proteomics). Η

προετοιμασία του δείγματος, το οποίο θα μελετηθεί μέσω της μεθόδου

φασματομετρίας MALDI είναι σχετικά γρήγορη και εύκολη, όπου αρχικά το δείγμα

καλύπτεται με ειδικό διάλυμα που ονομάζεται matrix, το οποίο κρυσταλλοποιείται

μαζί με το δείγμα. Η μέθοδος MALDI αποτελεί την πρώτη επιλογή όταν πρόκειται

για τη μελέτη πρωτεϊνών, δεδομένου ότι οι πρωτεΐνες, τα πεπτίδια και τα πολυμερή

είναι εύθραυστα και τείνουν να κατακερματίζονται όταν ιονίζονται με άλλες τεχνικές

ιονισμού, όπως ο ιονισμός ηλεκτροψεκασμού (Patterson and Aebersold, 1995). Οι

πολύτιμες πληροφορίες που μπορούν να αντληθούν από αυτή την ταχεία αναλυτική

τεχνική επιτρέπουν στους ερευνητές την κατανόηση των διαφόρων υλικών. Επίσης,

παρέχει βασικές πληροφορίες που αφορούν σημαντικές παραμέτρους, όπως το ΜΒ

και η πολυπλοκότητα της ουσίας, οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν

αποτελεσματικά για ποικίλες εφαρμογές, όπως για τη μελέτη των μονοπατιών

σύνθεσης, για την επιβεβαίωση των μηχανισμών αποικοδόμησης, για τη μέτρηση των
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πρόσθετων και των προσμίξεων, για τις συνθέσεις των προϊόντων και για την

ταυτοποίηση της σύνθεσης του υπό ανάλυση δείγματος (Hosseini et al, 2017).

2.4 MALDI-TOF MS

Στην αρχική εργασία των Karas και Hilenkamp χρησιμοποιήθηκε ένας

αντανακλαστικός αναλυτής με στατικά ηλεκτρικά πεδία (Karas and Hilenkamp,

1988). Τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν, στο Bordeaux, στο Διεθνές Συνέδριο

Φασματομετρίας Μάζας το 1988 σηματοδότησαν την αρχή μιας νέας εποχής στην

μεθοδολογία TOF-MS (Time of flight mass spectrometry) (Hillenkamp, 1989). Το

φάσμα που ελήφθη από β-γαλακτοσιδάση (ΜΒ=116.900) αποτέλεσε το πρώτο φάσμα

μάζας ενός μορίου με μάζα μεγαλύτερη από 100.000Da και που εμφανίζει μονό

φορτισμένα μοριακά ιόντα. Η διακριτική ικανότητα που επιτεύχθηκε σε αυτή την

αρχική εργασία ήταν μάλλον χαμηλή και γρήγορα έγινε αντιληπτό ότι ο κύριος

περιορισμός οφειλόταν στον κατακερματισμό των ιόντων κατά την πτήση (Time of

flight). Μέσα σε λίγους μήνες, μετά την ανακάλυψη του MALDI κατασκευάστηκε το

πρώτο φασµατόµετρο µάζας MALDI-TOF για υψηλό λόγο m/z από τους Beavis και

Chait (Beavis and Chait, 1989a; Beavis and Chait, 1989b; Beavis and Chait, 1989c).

Πρόκειται για ένα απλό γραμμικό TOF με στατικό ενιαίο πεδίο πηγής, σωλήνα

ολίσθησης και ανιχνευτή (Εικόνα 2). Το όργανο αυτό λειτουργούσε σε τάσεις

επιτάχυνσης έως και 30 kV με μια περιοχή 2m και ένα πεδίο επιτάχυνσης όσο το

δυνατόν μικρότερο (10mm) χωρίς να προκληθεί ηλεκτρική εκκένωση (Vestal and

Hayden, 2007).
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Εικόνα 2. Σχηματική απεικόνιση του 1ου linear MALDI-TOF (Beavis and Chait, 1989b)

Τέσσερις δεκαετίες πριν από τη δημιουργία του MALDI, στα τέλη της

δεκαετίας του 1950, η τεχνολογία του χρόνου της πτήσης (TOF) είχε ήδη εφευρεθεί

και αφορούσε μια τεχνική κατά την οποία φορτισμένα ιόντα «αναγκάζονταν» να

μετακινηθούν από μια πηγή στον ανιχνευτή, ώστε να μπορέσουν να ταυτοποιηθούν

με βάση το χρόνο της πτήσης τους προς τον ανιχνευτή ιόντων. Όμως η μέθοδος TOF,

δεν παρουσίαζε αυτούσια ικανοποιητικά αποτελέσματα και δεν βρήκε εφαρμογή στις

τεχνικές φασματομετρίας μάζας. Έπειτα από μια μεγάλη περίοδο, έγινε αντιληπτό ότι

ο συνδυασμός της τεχνολογίας MALDI-MS και της τεχνολογίας TOF θα μπορούσε

να οδηγήσει σε μια ιδιαίτερα ευαίσθητη τεχνική που σήμερα γνωρίζουμε ως MALDI-

TOF-MS και η εφαρμογή της να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανάλυση

δειγμάτων (Tran et al., 2015; Hosseini et al., 2017).

Ειδικότερα η MALDI-TOF-MS είναι μια σημαντική μέθοδος που

χρησιμοποιείται για τον χαρακτηρισμό βιομορίων και μακρομορίων βιολογικής

προέλευσης. Αυτή η στρατηγική, βασίζεται στην ανάλυση χαρακτηριστικών προφίλ

πεπτιδίων και πρωτεϊνών βακτηριακής ή μυκητιασικής προέλευσης για την

ταυτοποίηση μικροβίων μέσω φασματομετρίας μάζας. Η τεχνική MALDI-TOF MS

χρησιμοποιείται επίσης σε τακτική βάση για την ανίχνευση μεταβολών στη

νουκλεοτιδική αλληλουχία (π.χ. μεταλλάξεις, πολυμορφισμοί μονού νουκλεοτιδίου,
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προσθήκες/διαγραφές), ποσοτικών διαφορών (π.χ. παραλλαγές στον αριθμό

αντιγράφων, γονιδιακή έκφραση, έκφραση αλληλίων), καθώς και για την

ταυτοποίηση τροποποιήσεων (π.χ. μεθυλίωση του γονιδιώματος, μεταγραφικές

τροποποιήσεις tRNA και rRNA). Έτσι, επιτρέπει την ανάλυση θραυσμάτων DNA

(δεοξυριβονουκλεϊκού οξέος) και RNA (ριβονουκλεϊκού οξέος) με υψηλή ταχύτητα,

ακρίβεια και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για κλινική διάγνωση λόγω της ευαισθησίας

και των χαρακτηριστικών μέτρησης που παρουσιάζει. Ένα από τα σημαντικότερα

πλεονεκτήματα είναι ότι επιτρέπει την ταυτόχρονη ανάλυση πολλαπλών δειγμάτων

(Duncan, 2016). Εκτός από αυτό το χαρακτηριστικό που έχει μεγάλη σημασία για τις

αναλύσεις γονοτύπων, υπάρχει και η δυνατότητα μελέτης της γονιδιακής έκφρασης

των επιγενετικών. Σημαντικό επίσης να αναφερθεί, είναι πως επιτυγχάνει την

ανάλυση ενός μεγάλου αριθμού μορίων DNA / γονιδιακών περιοχών σε μία μόνο

αντίδραση με πολύ μικρό όγκο δείγματος, περίπου τα 15ml. Τα προαναφερθέντα

πλεονεκτήματα μειώνουν το κόστος της έρευνας, όπως επίσης επιτρέπουν και την

εξοικονόμηση χρόνου (Ng, 2013). Μία από τις σημαντικότερες αναλυτικές

εφαρμογές της μεθόδου MALDI-TOF-MS είναι η αποτύπωση μάζας πεπτιδίων. Έχει

συχνά αναφερθεί η χρηστικότητα της μεθόδου όσον αφορά την ταυτοποίηση

αλληλουχίας αμινοξέων των πεπτιδίων με στόχο την αποσύνθεση μετά την υψηλή

ενέργεια διάσπασης που προκαλείται από τη σύγκρουση (Tajiri et al., 2009).

O φασματογράφος μάζας αποτελείται από i) μία πηγή ιόντων, η οποία θα

ιονίσει και θα μεταφέρει τα ιονισμένα μόρια του δείγματος στην αέρια φάση ii) έναν

αναλυτή χρόνου πτήσης iii) έναν αναλυτή μάζας που θα διαχωρίσει τα ιόντα ανάλογα

με το λόγο μάζα προς φορτίο (m/z) και iv) μια συσκευή ανίχνευσης των

διαχωρισμένων ιονισμένων μορίων.

2.4.1 Μηχανισμός Ιονισμού

Για πρώτη φορά στην ιστορία των τεχνικών MS, η μεθοδολογία MALDI

εισήγαγε τον ήπιο ιονισμό των αναλυόμενων δειγμάτων. Όταν η δέσμη λέιζερ

ακτινοβολείται στο σημείο στόχευσης, όπου είναι τοποθετημένο το δείγμα, το

παλμικό λέιζερ με στόχο τη μήτρα (και τον ιοντίζοντα παράγοντα σε ορισμένες

περιπτώσεις) απορροφά και ιονίζει το υπό εξέταση δείγμα με έμμεσο τρόπο. Ως

αποτέλεσμα, μπορεί να παραχθεί ένα ιόν υψηλής μάζας με αυτή την τεχνική (ήπιος
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ιονισμός). Για να επιτευχθεί επιτυχής ιονισμός του δείγματος, η επιλεγμένη μήτρα

πρέπει να έχει σημαντικό συντελεστή απορρόφησης στο συγκεκριμένο εφαρμοζόμενο

μήκος κύματος (Wu and Odom, 1998).

Η μήτρα λειτουργεί αρχικά ως διαχωριστής για τον αναλύτη (δείγμα), καθώς

μειώνει τις διαμοριακές δυνάμεις κατά ένα φαινόμενο που ονομάζεται απομόνωση

μήτρας (Wu and Odom, 1998). Ως εκ τούτου, αποτρέπει το σχηματισμό

συσσωματωμάτων στο εσωτερικό του αναλύτη, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3. Κατά

την ακτινοβόληση με λέιζερ, η μήτρα αρχίζει τον πραγματικό της ρόλο στον ήπιο

ιονισμό του αναλύτη, ο οποίος είναι η απορρόφηση της πλειονότητας της ενέργειας

των φωτονίων. Κατά συνέπεια, η μήτρα διαφυλάσσει το δείγμα από την άμεση

ακτινοβολία του λέιζερ. Η απορροφηθείσα ενέργεια οδηγεί στη διέγερση της μήτρας.

Μέσω αυτής της διέγερσης, η μήτρα αλλάζει τη φάση από στερεή σε αέρια και ένα

πυκνό νέφος αερίου εκλύεται στο θάλαμο κενού. Συνεπώς η μήτρα (matrix)

απορροφά ενέργεια από το laser γεγονός που προκαλεί εκρόφηση των βιομορίων του

δείγματος, τα οποία στη συνέχεια εξατμίζονται κι ιονίζονται στην αέρια φάση. Το

τελικό προϊόν του ιονισμένου αναλύτη σχηματίζεται ως αποτέλεσμα της σύγκρουσης

των ουδέτερων μορίων του αναλύτη και των ιόντων της μήτρας (Wu and Odom,

1998).

Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση ήπιου ιονισμού δείγματος (Wu and Odom, 1998)
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2.4.2 Μηχανισμός TOF (Time of Flight)

Η έννοια των αναλυτών χρόνου πτήσης (TOF) περιγράφηκε για πρώτη φορά

από τον Stephens το 1946 (Stephens, 1946). Η ανάπτυξη του υποβοηθούμενου από

μήτρα ιονισμού με λέιζερ TOF άνοιξε το δρόμο για νέες εφαρμογές όχι μόνο για

βιομόρια αλλά και για συνθετικά πολυμερή και συζεύξεις πολυμερών/βιομορίων. Οι

αναλυτές TOF μελετήθηκαν από τον Cotter (Cotte, 1999), Guilhaus (Guilhaus, 1995),

Mann (Mann et al., 1996), Mamyrin (Mamyrin, 2001) και Weickhardt (Weickhardt et

al., 1996). Ο ήπιος ιονισμός των μορίων του αναλύτη πραγματοποιείται με

ακτινοβολία λέιζερ, όπως περιγράφεται στην προηγούμενη ενότητα. Αυτά τα

ιονισμένα μόρια, που μπορεί να είναι ιόντα μήτρας ή ιονισμένα θραύσματα των

μορίων του αναλύτη (δείγματος), επιταχύνονται αρχικά μέσω ενός ηλεκτροστατικού

πεδίου και στη συνέχεια παρασύρονται ελεύθερα διαμέσου ενός σωλήνα υπό κενό

αέρος (ζώνη ολίσθησης/μετατόπισης), ώστε να καταλήξουν σε έναν ανιχνευτή

(Εικόνα 4). Η περιοχή μετατόπισης είναι μεγαλύτερη σε σύγκριση με την περιοχή

ιονισμού ή τη ζώνη επιτάχυνσης. Στο τέλος αυτής της διαδρομής πτήσης, ο

ανιχνευτής ιόντων, καταγράφει το χρόνο πτήσης και την ένταση των μεμονωμένων

ιόντων που φτάνουν σε αυτόν (Ruotolo et al., 2004). Όπως είναι αναμενόμενο, τα

ιόντα μορίων με υψηλό ΜΒ χρειάζονται περισσότερο χρόνο για να φθάσουν στον

ανιχνευτή, ενώ αυτά με χαμηλό ΜΒ διανύουν την ίδια απόσταση σε μικρότερο

χρονικό διάστημα. Με βάση τις πληροφορίες που καταγράφονται από το όργανο, ο

λόγος μάζας ανά φορτίο (m/z) μπορεί να προσδιοριστεί προσεκτικά ακολουθώντας

την παρακάτω εξίσωση:

 m/z=2eE(t/d)2. Στην εξίσωση αυτή, m είναι η μάζα του ιονισμένου μορίου και z

είναι ο αριθμός των ηλεκτρονίων που έχουν αφαιρεθεί από το μόριο. Το E στην

εξίσωση είναι η επιταχυνόμενη τάση, e είναι το στοιχειώδες φορτίο, t είναι ο

χρόνος πτήσης και d είναι το μήκος της ζώνης ολίσθησης (Markides and

Graslund 2013).
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Εικόνα 4. Σχηματική απεικόνιση μηχανισμού TOF (Markides and Graslund, 2013)

2.4.3 Είδη Laser

Μεταξύ των διαφόρων ειδών λέιζερ που χρησιμοποιούνται, τα υπεριώδους

ακτινοβολίας λέιζερ (UV, ultraviolet) είναι τα πιο συνηθισμένα λόγω της ευκολίας

τους στη λειτουργία και του χαμηλού τους κόστους. Τα λέιζερ Ν2 (λ = 337 nm)

θεωρούνται ως το πρότυπο, αν και χρησιμοποιούνται επίσης τα λέιζερ Nd:YAG (λ =

266 ή 355 nm). Στη μεθοδολογία MALDI μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί λέιζερ

υπέρυθρης ακτινοβολίας (IR, infrared radiation), όπως Er:YAG laser (λ = 2,94 µm) ή

CO2 laser (λ = 10,6 µm). Δεν είναι η ισχύς / πυκνότητα που είναι η κύρια παράμετρος

για την παραγωγή σημαντικού ρεύματος ιόντων, αλλά η συνολική ενέργεια του

παλμικού λέιζερ σε δεδομένο μήκος κύματος (Demirev et al., 1992). Συνολικά, η

ποσότητα ισχύος που απαιτείται αντιστοιχεί σε ροή ενέργειας 20 mJ cm-2. Τα πλάτη

παλμών των λέιζερ ποικίλλουν από μερικές δεκάδες νανοδευτερόλεπτα έως μερικές

εκατοντάδες μικροδευτερόλεπτα. Η διάμετρος της κηλίδας λέιζερ στην επιφάνεια του

δείγματος κυμαίνεται από 5 έως 200μm. Εξίσου σημαντικός είναι ο προσδιορισμός

του κατωφλίου ακτινοβολίας, η ισχύς του παλμού λέιζερ που έχει ως αποτέλεσμα την

έναρξη της απορρόφηση της μήτρας. Τα μοριακά είδη του προς ανάλυση δείγματος

παρατηρούνται γενικά σε ελαφρώς υψηλότερες ακτινοβολίες αλλά η υψηλότερη

ισχύς του λέιζερ οδηγεί σε πιο εκτεταμένο κατακερματισμό και προκαλεί απώλεια

μάζας ανάλυσης. Τα φάσματα MALDI που λαμβάνονται με λέιζερ UV ή IR είναι

ουσιαστικά πανομοιότυπα για τα περισσότερα αναλυόμενα δείγματα, υπάρχουν

βέβαια ελάχιστες, πολύ μικρές διαφορές. Πράγματι, όταν χρησιμοποιείται λέιζερ IR,
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παρατηρείται λιγότερης έκτασης κατακερματισμός, υποδεικνύοντας ότι το IR-

MALDI είναι σχετικά ψυχρότερο (χαμηλή θερμοκρασία). Από την άλλη πλευρά, το

IR-MALDI προκαλεί μεγαλύτερο βάθος εξαέρωσης ανά βολή, το οποίο οδηγεί σε

μικρότερο χρόνο ημιζωής του δείγματος. Συγκριτικά με το UV-MALDI, το IR-

MALDI παρουσιάζει χαμηλότερη ευαισθησία (Talrose et al., 1999).

1. UV-MALDI:. Τα λέιζερ UV είναι το πιο ευρέως χρησιμοποιούμενο λέιζερ στην

ανάλυση MALDI. Το UV MALDI εφαρμόζει δέσμη υπεριώδους λέιζερ, όπως τα

λέιζερ αζώτου στα 337 nm.

2. IR-MALDI: Αν και η χρήση των υπέρυθρων ακτίνων λέιζερ δεν είναι τόσο

συνηθισμένη όπως η UV, βρίσκει την εφαρμογή της καθώς προσφέρει πιο ήπιο

ιονισμό. Το IR-MALDI είναι επίσης προτιμητέο όσον αφορά την απομάκρυνση

υλικού (στην περίπτωση των βιολογικών εφαρμογών) και κυρίως λόγω της

μεγαλύτερης συμβατότητας με άλλα φασματόμετρα μάζας, που ανήκουν στην

κατηγορία των τεχνικών εκρόφησης με λέιζερ χωρίς μήτρα (Murray et al., 2011).

2.4.4 Μήτρα (matrix)-Χαρακτηριστικά, Είδη Μήτρας, Περιορισμοί

Η μήτρα ή matrix αφορά την ουσία/ένωση με την οποία αναμιγνύεται το υπό

μελέτη δείγμα σε κατάλληλο διαλύτη. Ανάλογα με το είδος του δείγματος και τα

μόρια που θα αναλυθούν χρησιμοποιούνται διαφορετικές μήτρες (Πίνακας 1). Ο

ρόλος της είναι βοηθητικός, για να ολοκληρωθεί η κρυσταλλοποίηση του δείγματος

και προστατευτικός από την δράση του ισχυρού λέιζερ (Yoon and Jeong, 2021).

Το είδος της μήτρας επιλέγεται με βάση την εκπλήρωση του στόχου της,

δηλαδή την ικανότητα απορρόφησης υπεριώδους μήκος κύματος συνήθως στα

237nm, τη χαμηλή πτητικότητα και τη μεταφορά πρωτονίων στα μόρια του δείγματος.

Για δείγματα πρωτεϊνών, η τυπική μήτρα MALDI αποτελείται από παράγωγα

κινναμωμικού οξέος και υδροξυλιωμένου βενζοϊκού οξέος. Το 2,5-διυδροξυβενζοϊκό

οξύ είναι πιο ανεκτικό στις προσμίξεις του δείγματος, επειδή τις αποκλείει κατά τη

διαδικασία κρυστάλλωσης (Patterson and Aebersold, 1995).

Η χρήση ειδικά προετοιμασμένων λεπτών στρωμάτων μήτρας συμβάλλει στη

ρύθμιση ταχείας εξάτμισης, η οποία όχι μόνο βελτιώνει την ευαισθησία και την
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ανάλυση, αλλά επιτρέπει επίσης την εκτεταμένη πλύση των δειγμάτων, αφαιρώντας

τα άλατα και τα απορρυπαντικά. Δεδομένου ότι η ευαισθησία εξαρτάται από τη

συγκέντρωση του δείγματος στην πλάκα-στόχο (target plate), τα δείγματα μπορούν

να συμπυκνωθούν χρησιμοποιώντας PR-HPLC (Reversed-phase chromatography) ή

συγκέντρωση πεπτιδίων με σφαιρίδια. Στη συγκέντρωση σφαιριδίων-πεπτιδίων

προστίθενται RP-χρωματογραφικά σφαιρίδια στα δείγματα πρωτεϊνών ή πεπτιδίων

και τα δείγματα αυτά δεσμεύονται κατά προτίμηση στα σφαιρίδια μέσω υδρόφοβων

αλληλεπιδράσεων, ενώ οι προσμίξεις όπως τα άλατα και τα χαοτροπικά, όχι (Vorm et

al., 1994).

Για να θεωρηθεί κατάλληλη η μήτρα θα πρέπει να πληροί αρκετές

προϋποθέσεις κάποιες από τις οποίες είναι οι εξής: i) να είναι μη πτητικό υλικό με

δομή αρωματικού δακτυλίου ώστε να απορροφά την ενέργεια της ακτινοβολίας

λέιζερ, ii) να ελαχιστοποιεί τη ζημία του δείγματος κατά τη διαδικασία εξάτμισης

(χαμηλότερο βαθμό κατακερματισμού), iii) να έχει χαμηλό βαθμό εξάχνωσης, ώστε

να εγγυάται σταθερότητα και iv) να έχει χαμηλή αλληλεπίδραση και μη χημική

αλληλεπίδραση (αδρανής) με τα μόρια του αναλύτη (Batoy et al., 2008; Darie-Ion et

al., 2022) v) να έχουν ισχυρή οπτική απορρόφηση είτε στην υπεριώδη είτε στην

υπέρυθρη περιοχή για να απορροφούν την ακτινοβολία λέιζερ γρήγορα και

αποτελεσματικά, και (iv) να είναι ένας εξαιρετικός δότης πρωτονίων που οδηγεί τον

ιονισμό του αναλύτη (Yoon and Jeong, 2021).
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Πίνακας 1. Είδη μήτρας και εφαρμογές τους (matrix)

Είδη Μήτρας Εφαρμογές (ανάλυση μορίων) Αναφορές

α-cyano-4-

hydroxycinnamic

acid (CHCA)

μικρά μόρια, πεπτίδια/ πρωτεΐνες (Guerrera and Kleiner,

2005; Wang et al., 2017;

Leopold et al., 2018)

2,5-dihydroxybenzoic

acid (DHB)

μικρά μόρια, πεπτίδια/πρωτεΐνες

<6kDa, πολυμερή, υδατάνθρακες

(Guerrera and Kleiner,

2005; Wang et al., 2017;

Leopold et al., 2018)

α-cyano-5-phenyl-2,4-

pentadienic

acid (CPPA)

πρωτεΐνες (Monopoli et al., 2020;

Cadene and Chait, 2000)

3,5-dimethoxy-4-

hydroxycinnamic acid

(SA)

πρωτεΐνες (Cadene and Chait,

2000; Monopoli et al.,

2020)

2-(4-

Hydroxyphenylazo)

benzoic

acid (HABA)

πεπτίδια, πρωτεΐνες, γλυκοπρωτεΐνες (Clark et al., 2013)

9-aminoacridine (9-AA) μικρά μόρια, λιπίδια (Vermillion-Salsbury

and Hercules, 2002)

Από την άλλη, έχουν παρατηρηθεί κάποιοι περιορισμοί/μειονεκτήματα κατά την

χρήση της μήτρας στην διαδικασία εφαρμογής της φασματομετρίας MALDI-TOF:

1. Συγκεκριμένες μήτρες σε συνδυασμό με συγκεκριμένους ιονίζοντες παράγοντες

προσφέρουν περιορισμένη σταθερότητα, η οποία συνήθως διαρκεί μόνο για λίγα

λεπτά (Nielen, 1999).

2. Εμφάνιση ασάφειας στο φάσμα μάζας, καθώς ορισμένες από τις μήτρες

παρουσιάζουν αυτοπολυμερισμό όταν αναμιγνύονται με το δείγμα προς ανάλυση

και τον ιονίζοντα παράγοντα (Nielen, 1999).

3. Οι υγρές μήτρες, σε ειδικές περιπτώσεις, ενδέχεται να προκαλέσουν έντονη

επιμόλυνση της πηγής ιονισμού (Williams et al., 1996).



33

4. Στην ανάλυση πεπτιδίων, μήτρες με χαμηλές τιμές πρωτεϊνικής συγγένειας

προκαλούν υψηλότερο ποσοστό κατακερματισμού από ό,τι μήτρες με υψηλές

τιμές πρωτεϊνικής συγγένειας (Jorgensen et al., 1998).

2.4.5 Συστήματα MALDI-TOF MS

Τρία εκ των συνηθέστερα χρησιμοποιούμενων συστημάτων που αξιοποιούν

την τεχνολογία MALDI-TOF MS είναι τα Bruker Biotyper (Bruker Daltonics),

VITEK MS (bioMerieux) και Autof MS 1000 (Autobio Diagnostics), καθένα εκ των

οποίων διαθέτει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά και εφαρμογές.

Το σύστημα Bruker Biotyper αποτελεί πρωτοπόρο εργαλείο στη διάγνωση και

ταυτοποίηση βακτηριών και μυκήτων. Χρησιμοποιεί ως μήτρα το α-κυανο-4

υδροξυναμικό οξύ (HCCA) και υποστηρίζεται από το λογισμικό MBT Compass, το

οποίο επιτρέπει τον συνδυασμό των φασματικών δεδομένων με μια εκτενή και

επεκτάσιμη βάση δεδομένων. Η δυνατότητα των χρηστών να επικαιροποιούν τη βάση

δεδομένων και να προσθέτουν νέους μικροοργανισμούς στη δυνατότητα

ταυτοποίησης αποτελεί ένα σημαντικό πλεονέκτημα του συστήματος, καθιστώντας το

κατάλληλο για ερευνητικά και εξειδικευμένα διαγνωστικά εργαστήρια. Παρόλα αυτά,

η διαδικασία προετοιμασίας δειγμάτων απαιτεί περισσότερη εργασία από το

προσωπικό του εργαστηρίου σε σύγκριση με νεότερα συστήματα, και ορισμένες

μελέτες έχουν καταδείξει υψηλότερη συχνότητα ταυτοποίησεων σε συγγενικά είδη,

όπως Bacillus spp (Zhou et al., 2021). Για να γίνει αναγνώριση των ειδών το σύστημα

ταξινομεί τα είδη σύμφωνα με λογαριθμικές βαθμολογίες. Τα φάσματα που

αποδίδουν αναλογία άνω του 2,0 χαρακτηρίζονται ως «αναγνώριση υψηλής

αξιοπιστίας». Στα φάσματα με βαθμολογία κάτω από 1,7 αποδίδεται η ένδειξη «δεν

είναι δυνατή η ταυτοποίηση του οργανισμού» (Cuenod at al., 2021). Το σύστημα

αυτό έχει παρουσιάσει ευαισθησία που ξεπερνά το 95% για κοινά παθογόνα, αλλά

περιορίζεται ελαφρώς σε πιο σπάνια συγγενικά στελέχη (Li et al., 2023).

Το VITEK MS ξεχωρίζει για τον υψηλό βαθμό αυτοματοποίησης και την

ενσωμάτωση του στο συνολικό εργαστηριακό περιβάλλον του συστήματος VITEK. Η

χρήση μιας πιστοποιημένης για διαγνωστική χρήση βάσης δεδομένων προσφέρει
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αυξημένη αξιοπιστία και αναπαραγωγιμότητα στην ταυτοποίηση μικροοργανισμών,

ακόμη και σε επίπεδο υποείδους (Chen et al., 2022). Η βάση δεδομένων Vitek MS

αποδίδει μια βαθμολογία σε κάθε προσπάθεια ταξινόμησης είδους. Παράλληλα, για

κάθε ταυτοποίηση παρέχονται ένα ποσοστό εμπιστοσύνης και ένας χαρακτηρισμός

του τύπου ταυτοποίησης, ο οποίος μπορεί να είναι είτε «Μονή επιλογή» είτε

«Χαμηλή διάκριση». Ο χαρακτηρισμός αυτός δείχνει κατά πόσο η ταυτοποίηση

θεωρείται ξεκάθαρη ή εάν το σύστημα δεν κατάφερε να διακρίνει με σαφήνεια

ανάμεσα σε δύο ή περισσότερα είδη. Όταν το επίπεδο εμπιστοσύνης πέφτει κάτω από

το προκαθορισμένο όριο (60%), δεν αποδίδεται συγκεκριμένη ονομασία είδους. Αντί

αυτού, το σύστημα χαρακτηρίζει την ταυτοποίηση ως «Χωρίς ταυτοποίηση» ή

«Χαμηλή διάκριση», εξαιτίας της χαμηλής αξιοπιστίας (Cuenod at al., 2021). Το

σύστημα αυτό υιοθετεί ένα πλήρως αυτοματοποιημένο μοντέλο τύπου “load and go”,

μειώνοντας την ανάγκη για παρεμβάσεις από το εργαστηριακό προσωπικό. Αν και

δεν προσφέρει την ίδια ευελιξία επέκτασης της βάσης δεδομένων από τον χρήστη

όπως το Bruker Biotyper, παρουσιάζει σημαντικά πλεονεκτήματα στην ταχύτητα και

αξιοπιστία. Ιδιαίτερα αξιόλογη είναι η απόδοση του στην ταυτοποίηση δύσκολων

ομάδων, όπως οι στρεπτόκοκκοι viridans και του Streptococcus pneumoniae (Li et al.,

2023). Η συνολική του ευαισθησία ταυτοποίησης σε επίπεδο είδους αγγίζει το 98%

για βακτηριακά στελέχη.

Το Autof MS 1000 είναι ένα νεότερο σύστημα, το οποίο έχει αναπτυχθεί από

την κινέζικη εταιρία Autobio Diagnostics. Χαρακτηρίζεται από μεγάλη ταχύτητα

ανάλυσης (έως 96 δείγματα σε περίπου 14 λεπτά), εκτεταμένη και συνεχώς

ανανεούμενη βάση δεδομένων που περιλαμβάνει πάνω από 15.000 φασματικά προφίλ

και προσιτό κόστος κτήσης και λειτουργίας (Park et al., 2021). Πρόσφατες

ανεξάρτητες μελέτες επιβεβαιώνουν την ακρίβειά του στην ταυτοποίηση κλινικά

απομονωμένων βακτηρίων και μυκήτων, με ποσοστά επιτυχίας που κυμαίνονται στο

ίδιο ή και ανώτερο επίπεδο από τα συστήματα Bruker και VITEK (Ao et al., 2023;

Park et al., 2021), ενώ από την άλλη δεν διαθέτει εγκεκριμένα πρωτόκολλα

επεξεργασίας απευθείας από κλινικό δείγμα ή θετική αιμοκαλλιέργεια. Στην

περίπτωση των νηματοειδών μυκήτων, το σύστημα αυτό, απέδωσε με ακρίβεια

ταυτοποίησης σε επίπεδο γένους και είδους σε ποσοστά που θεωρούνται αποδεκτά

για κλινική χρήση, πάνω από 93% (Ao et al., 2023). Ένα ακόμη πλεονέκτημα του
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είναι η δυνατότητα σύνδεσης με λογισμικά ανάλυσης αντιμικροβιακής ευαισθησίας,

ανοίγοντας τον δρόμο για ολοκληρωμένες διαγνωστικές εφαρμογές.

Οι επιλογές μεταξύ των συστημάτων αυτών εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από

τις ανάγκες του εκάστοτε εργαστηρίου. Το Bruker Biotyper προσφέρει σημαντική

ευελιξία και δυνατότητες παραμετροποίησης, ιδανικές για ερευνητικά περιβάλλοντα.

Το VITEK MS υπάρχει σε πλήρως αυτοματοποιημένα κλινικά εργαστήρια με

αυξημένες απαιτήσεις απόδοσης και σταθερότητας. Το Autof MS 1000, αν και

λιγότερο διαδεδομένο σε παγκόσμιο επίπεδο, αποτελεί μια ελκυστική εναλλακτική με

εξαιρετικές επιδόσεις και χαμηλό κόστος για χώρους και περιορισμένους πόρους και

υψηλή διαγνωστική ζήτηση.

3. Προετοιμασία και Διαχείριση Δείγματος προς Ανάλυση

Σε κλινικά και ιδιαίτερα σε περιβαλλοντικά δείγματα, τα βακτήρια

εμφανίζονται κυρίως σε μείγματα και βιοφίλμ, γεγονός που αποτελεί πρόκληση για

την ακριβή ταυτοποίησή τους. Ένα από τα πολλά εμπόδια είναι η απομόνωση και η

καλλιέργεια αμιγών στελεχών από τέτοια πολυβακτηριακά δείγματα (Sandrin and

Demirev, 2018). Επιπλέον, τα πρότυπα έκφρασης των πρωτεϊνών ποικίλλουν

ανάλογα με τις συνθήκες καλλιέργειας των δειγμάτων (Reeve and Bachmann, 2019),

τα οποία μπορεί επίσης να περιέχουν μη καλλιεργήσιμα βακτήρια, για τα οποία δεν

υπάρχουν φάσματα αναφοράς μαζών (Stewart, 2012). Για τους λόγους αυτούς, έχει

εκδηλωθεί σημαντικό ενδιαφέρον για την ανάπτυξη διαδικασιών MALDI-TOF MS

για την ταυτοποίηση βακτηριακών μειγμάτων χωρίς απομονώσεις καθαρών

καλλιεργειών (Wahl et al., 2002; Mandrell et al., 2005; Yang et al., 2018;

Mörtelmaier et al., 2019; Reeve and Bachmann, 2019).

Η πειραματική ακολουθία της μεθόδου του MALDI-TOF MS μπορεί να

συνοψιστεί στα παρακάτω. Πρώτον, το δείγμα αναμιγνύεται με κατάλληλο υλικό

μήτρας και τοποθετείται σε καθαρή πλάκα δείγματος (target plate) MALDI. Μετά την

ξήρανση/αφυδάτωση, τα δείγματα τοποθετούνται και αναλύονται στον

φασματογράφο μάζας MALDI-TOF MS. Υπό την ακτινοβολία λέιζερ, τα μόρια των

αναλυτών-δειγμάτων ιονίζονται με πρωτονίωση ή αποπρωτονίωση σε ένα θερμικό

νέφος αερίου εκτοξεύσεως και επιταχύνονται στους αναλυτές μάζας ή στους
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υβριδικούς αναλυτές μάζας για διαχωρισμό και ανίχνευση (Karas and Kruger, 2003;

Patel, 2015). Για να καταστεί, όμως, δυνατή η εκχύλιση πρωτεϊνών από βακτηριακά

κύτταρα, οι γενικές προσεγγίσεις προετοιμασίας του δείγματος περιλαμβάνουν τρεις

δυνατότητες: i) την απευθείας τοποθέτηση του δείγματος και της μήτρας (matrix)

στην πλάκα στόχο (target plate), ii) την εκχύλιση επί του στόχου (on-target extraction)

και iii) την πλήρη διαδικασία εκχύλισης (full extraction) (Εικόνα 5) (Kazazić et al.,

2019).

Εικόνα 5.Μέθοδοι προετοιμασίας δειγμάτων (Kazazić et al., 2019)

3.1 Πρωτόκολλο Άμεσης Εφαρμογής του Δείγματος στον Αναλυτή

Η μέθοδος της απευθείας τοποθέτησης του δείγματος στον αναλυτή χωρίς

καμία επιπλέον προεργασία είναι η απλούστερη. Για τα περισσότερα βακτήρια, η

μέθοδος περιλαμβάνει την επάλειψη μιας μονήρους βακτηριακής αποικίας, από το

τρυβλίο με το καλλιεργητικό μέσο, απευθείας στο σημείο της πλάκας-στόχου

χρησιμοποιώντας αποστειρωμένη οδοντογλυφίδα ή μπατονέτα/βαμβακοφόρο στυλεό,

αφήνοντάς την να στεγνώσει και τέλος την προσθήκη της μήτρας (matrix) (Anderson

et al., 2012; Popović et al., 2017; Hou et al., 2019). Η επιλογή της μήτρας μπορεί να

έχει καθοριστική επίδραση στην ανίχνευση της κορυφής m/z (Nilsson, 1999; Šedo et

al., 2011), διότι είναι γνωστό ότι μια μήτρα μπορεί να προάγει τον ιονισμό

συγκεκριμένων οικογενειών ενώσεων, όπως τα φωσφολιπίδια, τα πεπτίδια ή τις
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πρωτεΐνες (Ruelle et al., 2004). Αξιόπιστες μετρήσεις μπορούν να επιτευχθούν με την

προσθήκη του α-4-κυανο-4-υδροξυκινναμωμικό οξέος (CHCA), μετά την εναπόθεση

βακτηρίων (είτε πρόκειται για άθικτα κύτταρα, είτε για λυμένα, είτε για εκχυλίσματα)

στην πλάκα-στόχο (Hou et al., 2019). Χρησιμοποιείται συνήθως για πεπτίδια στην

περιοχή χαμηλότερων μαζών (<2500 Da) και οδηγεί σε μικρούς ομοιογενείς

κρυστάλλους (Jang & Kim, 2018). Εκτός από το CHCA, οι πιο συχνά

χρησιμοποιούμενες μήτρες για την ταυτοποίηση βακτηρίων είναι το σιναπινικό οξύ

(3,5-διμεθοξυ-4-υδροξυκινναμωμικό οξύ), το 2,5-διυδροξυβενζοϊκό οξύ, η 5-χλωρο-

2-βενζοθειαζολαιθόλη (CMBT), το φερουλικό οξύ (trans-4-υδροξυ-3-

μεθοξυκινναμωμικό οξύ, FA) και το 2-(4-υδροξυφαινυλαζο) βενζοϊκό οξύ (Beavis

and Chait, 1989a, Beavis et al., 1992; Strupat et al., 1991; Pennanec et al., 2010). Το

CMBT είναι μια κατάλληλη μήτρα για τα Gram θετικά βακτήρια (Walker et al., 2002;

Giebel et al., 2008). Στην περίπτωση των Gram-αρνητικών ραβδόμορφων βακτηρίων,

η μέθοδος της απευθείας μελέτης είναι αυτή που συνήθως επιλέγεται (Tsuchida et al.,

2020). Για πολλά περιβαλλοντικά στελέχη, όπως το βακτήριο Legionella spp, τα

οποία μπορεί να παρουσιάζουν κίνδυνο βιοασφάλειας και συνεπώς πρέπει να

αδρανοποιηθούν, η άμεση δειγματοληψία σε σύγκριση με τις διαδικασίες εκχύλισης

δεν έχει σημαντικές διαφορές όσον αφορά την ταυτοποίηση και την ποιότητα της

μάζας φασμάτων (Pascale et al., 2020). Ωστόσο, για τα αναερόβια βακτήρια, η

μέθοδος αυτή δεν παρουσιάζει τα επιθυμητά αποτελέσματα και προτιμάται η μέθοδος

της επί του στόχου και της πλήρους εκχύλισης (Veloo et al., 2014). Η απευθείας

μελέτη του δείγματος χωρίς προεργασία, παρουσιάζει συνήθως χαμηλότερα ποσοστά

ταυτοποίησης, ωστόσο έχει την ικανότητα να ταυτοποιεί Gram θετικά βακτήρια και

ορισμένα μυκοβακτηρίδια, τα οποία έχουν απομονωθεί σε κλινικά εργαστήρια (Wang

et al., 2021).

3.2 Επί-Στόχου Εκχύλιση

Η εκχύλιση επί του στόχου απαιτεί επίσης μια βακτηριακή αποικία, η οποία

έχει τοποθετηθεί επάνω σε ένα σημείο της πλάκας-στόχου. Για βακτήρια με

ανθεκτικά κυτταρικά τοιχώματα ή με ικανότητα παραγωγής εξωπολυσακχαριτικής

μήτρας (βιοϋμένιο), όπως ορισμένα στελέχη του γένους Pseudomonas, απαιτείται

περαιτέρω επεξεργασία (Anderson et al., 2012). Σε κάθε αποικία προστίθεται 70%
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φορμικού οξέος (formic acid-FA) και στη συνέχεια ακολουθεί ξήρανση/αφυδάτωση,

με μήτρα MALDI (Kazazić et al., 2019). Η απευθείας εναπόθεση βακτηρίων συχνά

περιλαμβάνει την επεξεργασία των κυττάρων με αιθανόλη 40% για την εξάλειψη του

σχηματισμού κυτταρικών συστάδων και την ενίσχυση της ομοιογένειας του δείγματος

και της επαναληψιμότητας από λήψη σε λήψη (Madonna et al., 2000; Šedo et al.,

2011). Είναι επίσης, δυνατή η επεξεργασία των κυττάρων με 100% αιθανόλη πριν

από την προσθήκη της μήτρας (Ruelle et al., 2004). Ορισμένες μελέτες έχουν

παρουσιάσει την τοποθέτηση άθικτων (ακέραιων) κυττάρων σε μείγμα διαλύτη και

μήτρας πριν από τη εναπόθεση τους στο σημείο της πλάκας-στόχου, με αποτέλεσμα

την υψηλή ανάλυση σε επίπεδο στελέχους (Moura et al., 2008). Παρατηρήθηκε, ότι οι

μετρήσεις που πραγματοποιούνται σε γραμμική λειτουργία θετικών ιόντων οδηγούν

σε υψηλότερη ευαισθησία από ότι στη λειτουργία ανακλαστήρα (reflector mode),

παράγοντας φάσματα μάζας με επαρκή ακρίβεια και ανάλυση (Freiwald and Sauer,

2009). Περιβαλλοντικά δείγματα του Photobacterium damselae subsp. piscicida που

παρασκευάστηκαν με τη μέθοδο της εκχύλισης επί του στόχου ταυτοποιήθηκαν

καλύτερα από ότι με την άμεση δειγματοληψία και τη μέθοδο της πλήρους εκχύλισης,

αποδίδοντας αξιόπιστη ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους, σε όλα τα εξεταζόμενα μέσα

καλλιέργειας, για όλους τους χρόνους επώασης και σε όλες τις επαναλήψεις (Kazazić

et al., 2019). Ομοίως, για τα κλινικά δείγματα με Streptococcus salivarius και

Lactobacillus spp., όλες οι απομονώσεις ταυτοποιήθηκαν μετά την διαδικασία

εκχύλισης επί του στόχου. Οι Tsuchida et al. (2021) διαπίστωσαν ότι η διαδικασία

εκχύλισης επί στόχου σε συνθήκες ελεγχόμενης υγρασίας μπορεί να οδηγήσει σε

υψηλά αποτελέσματα ταυτοποίησης, ιδίως για τα δείγματα που παρασκευάστηκαν σε

συνθήκες υγρασίας 30%-40%. Ωστόσο, αν και ο έλεγχος της υγρασίας αυξάνει

αποτελεσματικά την ακρίβεια ταυτοποίησης τόσο για τα θετικά όσο και για τα

αρνητικά κατά Gram βακτήρια, δεν επιτρέπει την οριστική ταυτοποίηση βακτηρίων

σε όλες τις περιπτώσεις (Tsuchida et al., 2021).

3.3 Πλήρης Διαδικασία Εκχύλισης

Η προσέγγιση της πλήρους εκχύλισης είναι πιο πολύπλοκη, αλλά η

καταλληλότερη διαδικασία για την αδρανοποίηση των παθογόνων βακτηρίων χωρίς

σχηματισμό σπορίων. Οι μέθοδοι προετοιμασίας δειγμάτων παρουσιάζουν σημαντική
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ποικιλομορφία στις διαδικασίες (Sandrin et al., 2013). Μια από τις πιο συχνά

χρησιμοποιούμενες παραλλαγές είναι η επεξεργασία μιας βακτηριακής αποικίας κατά

την οποία αρχικά ομογενοποιείται με ανάδευση σε νερό, έπειτα ακολουθεί η

προσθήκη αιθανόλης στο εναιώρημα και τέλος πραγματοποιείται μια σύντομη

φυγοκέντρηση. Το υπερκείμενο, στη συνέχεια, απορρίπτεται και το ίζημα

φυγοκεντρείται εκ νέου, ξηραίνεται σε θερμοκρασία δωματίου και επανατοποθετείται

σε φορμικό οξύ (FA). Μετά την προσθήκη του φορμικού οξέος, προστίθεται

ακετονιτρίλιο (ACN), αναμιγνύεται και φυγοκεντρείται για μικρό χρονικό διάστημα.

Πριν από την προσθήκη της μήτρας MALDI στο δείγμα προς ανάλυση, το

υπερκείμενο προστίθεται σε κάθε σημείο της πλάκας και αφήνεται να στεγνώσει

(Kazazić et al., 2019). Για τη διαδικασία αυτή απαιτούνται περίπου 106-107

βακτηριακά κύτταρα (Freiwald & Sauer, 2009). Η επιλογή του διαλύτη εκχύλισης,

όπως το TFA ή το ACN, μπορεί να επηρεάσει το ποιοι βιοδείκτες που αφορούν

συγκεκριμένα στελέχη θα ανιχνευθούν (Nilsson, 1999), αν και οι δύο αυτοί διαλύτες

βελτιώνουν την ποιότητα του προφίλ όλων των τύπων βακτηρίων που μελετήθηκαν

(Šedo et al., 2011). Παρόλο που η μέθοδος πλήρους εκχύλισης αναφέρεται ότι οδηγεί

σε αποτελεσματικότερο ιονισμό και ποιοτικότερες ταυτοποιήσεις (Anderson et al.,

2012), ορισμένα περιβαλλοντικά στελέχη που ταυτοποιήθηκαν με τη μέθοδο της

εκχύλισης επί του στόχου, παρουσίασαν υψηλότερα ποσοστά ταυτοποίησης από ό,τι

με την πλήρη εκχύλιση (Kazazić et al., 2019).

Συνοψίζοντας, η επιλογή της προετοιμασίας του δείγματος με άμεση

κηλίδωση-απευθείας τοποθέτηση του δείγματος στον αναλυτή ή εκχύλιση βασίζεται

σε διάφορα κρίσιμα δεδομένα: έχει φανεί ότι τα αποτελέσματα ταυτοποίησης είναι

λιγότερο ικανοποιητικά για τα θετικά κατά Gram βακτήρια, όπως ο σταφυλόκοκκος

και ο εντερόκοκκος (Goldstein et al., 2013; Tsuchida et al., 2020). Αυτή η διαφορά

στην ασφαλή ταυτοποίηση πιθανόν να οφείλεται στην ανεπαρκή εκχύλιση των

πρωτεϊνών λόγω των διαφορών στη δομή του κυτταρικού τοιχώματος μεταξύ των

θετικών κατά Gram και των αρνητικών βακτηρίων (Tsuchida et al., 2020). Η

εκχύλιση επί του στόχου χρησιμοποιείται για την επίτευξη της διάσπασης του

κυτταρικού τοιχώματος, όπου η αιθανόλη/FA εφαρμόζεται πάνω στο βακτηριακό

επίχρισμα (McElvania TeKippe et al., 2013). Τέλος η διαδικασία πλήρους εκχύλισης

είναι η καταλληλότερη για την ταυτοποίηση παθογόνων βακτηρίων χωρίς

σχηματισμό σπορίων (Sandrin et al., 2013).
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4. Εντεροβακτηριακά-Εντεροβακτηριοειδή

Τα Εντεροβακτηριοειδή αποτελούν μία από τις σημαντικότερες ομάδες

προκαρυωτικών βακτηρίων, η οποία έχει τεράστιο ιατρικό ενδιαφέρον και

υγειονομικό αντίκτυπο στην παγκόσμια κοινότητα (Farmer et al., 2005; Janda and

Abbott, 2006; Janda and Abbott, 2015). Η πλειονότητα των οικογενειών, γενών και

ειδών που περιλαμβάνονται σήμερα στην τάξη των Εντεροβακτηριακών (Order

Enterobacterales), έχουν αναγνωριστεί εδώ και 50 χρόνια (Brenner and Farmer, 2005),

με σημαντικότερη την οικογένεια των Εντεροβακτηριοειδών (Family

Enterobacteriaceae). Η νεότερη προσπάθεια αναταξινόμησης των επιμέρους

οικογενειών της τάξης φαίνεται στην Εικόνα 6 (Janda and Abbott, 2021). Τα μέλη

που έχουν προστεθεί στην ομάδα μοιράζονται κοινά χαρακτηριστικά, όπως τον

φαινότυπο, το περιβάλλον και τα μοτίβα ασθενειών (Farmer et al., 2005; Brenner and

Farmer, 2005; Janda and Abbott, 2006; Janda and Abbott, 2021).

Εικόνα 6. Οικογένεια Εντεροβακτηριοειδών (Ebomah and Okoh, 2020)

Σημαντικό να αναφερθεί πως η τάξη τως Εντεροβακτηριακών και ιδιαίτερα η

οικογένεια των Εντεροβακτηριοειδών ευθύνεται για τις περισσότερες νοσοκομειακές

και εξωνοσοκομειακές λοιμώξεις (Πίνακας 2). Το φαινόμενο αυτό οφείλεται

επιπρόσθετα και στην πολυαντοχή που εμφανίζουν τα στελέχη αυτών των ειδών.
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Πίνακας 2. Γένη & Είδη Εντεροβακτηριακών που αποικίζουν τον άνθρωπο ή σχετίζονται με
λοιμώξεις που προκαλούν σε αυτόν (Χατζηδημητρίου, 2006)

4.1 Μηχανισμοί Αντοχής Εντεροβακτηριακών

Οι λοιμώξεις από Εντεροβακτηριακά (Carbapenem Resistant Enterobacterales,

CRE) και ιδιαίτερα Εντεροβακτηριοειδή ανθεκτικά στις καρβαπενέμες οδηγούν σε

παρατεταμένη νοσηλεία, αυξημένο κόστος θεραπείας καθώς και υψηλή θνησιμότητα

(Patel et.al., 2008; Ben-David et.al., 2012; Bartsch et.al., 2017). Υπάρχουν δυο

κατηγορίες CRE, η πρώτη αφορά στελέχη ανθεκτικά στις καρβαπενέμες, τα οποία

παράγουν καρβαπενεμάσες (Carbapenemase CRE, CP-CRE) και η δεύτερη τα

στελέχη, τα οποία δεν παράγουν καρβαπενεμάσες (non CP-CRE) (Tamma et al.,

2017). Η αντοχή των στελεχών αυτών οφείλεται σε διάφορους μηχανισμούς (Εικόνα

7) που προσδίδουν ανθεκτικότητα και αναλύονται εκτενέστερα παρακάτω.
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Εικόνα 7. Κύριοι μηχανισμοί αντοχής στα αντιμικροβιακά, συμπεριλαμβανομένης της

αντοχής στις καρβαπενέμες, στα Enterobacteriaceae (Durante-Mangoni et al., 2019)

4.1.1 Παραγωγή Καρβαπενεμασών

Η σημαντικότερη μορφή αντοχής αφορά την παραγωγή β-λακταμασών,

ενζύμων που έχουν τη δυνατότητα να υδρολύουν τον β-λακταμικό δακτύλιο των β-

λακταμικών αντιβιοτικών, καθιστώντας τα ανενεργά (Εικόνα 8). Μέσα σε αυτά τα

ένζυμα ανήκουν οι καρβαπενεμάσες, οι οποίες έχουν την ιδιότητα να υδρολύουν

συγκεκριμένα τις καρβαπενέμες, προκαλώντας αντοχή των βακτηρίων σε όλα τα β-

λακταμικά αντιβιοτικά. Μέχρι πρόσφατα, οι β-λακταμάσες ταξινομούνται με βάση τη

μοριακή τους δομή, ταξινόμηση κατά Ambler, και με βάση τη λειτουργία τους,

ταξινόμηση κατά Bush-Jacobi-Medeiros (Ambler, 1980; Bush et al., 1995; Bush and

Jacoby, 2010). Στην ταξινόμηση κατά Ambler, οι β-λακταμάσες ταξινομούνται σε 4

κατηγορίες, οι οποίες είναι η A, B, C και D. Τα κύρια κοινά χαρακτηριστικά τους

είναι ότι οι β-λακταμάσες των κατηγορίων Α, C και D χρησιμοποιούν μια σερίνη ως

ενεργό τους κέντρο, ενώ αυτές της κατηγορίας Β χρησιμοποιούν τον ψευδάργυρο

(Stover et al., 2000).
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Εικόνα 8. Εγγενείς και επίκτητες β-λακταμάσες στα Εντεροβακτηριοειδή (Ruppe et al., 2015)

4.1.1.1 β-λακταμάσες Τάξης Α

Στην κατηγορία αυτή κατανέμονται οι β-λακταμάσες, οι οποίες ως ενεργό

κέντρο τους έχουν εστέρα σερίνης. Πρόκειται κυρίως για πενικιλλινάσες και

κεφαλοσπορινάσες (Samaha and Araj, 2003). Τα υπεύθυνα γονίδα εντοπίζονται

κυρίως σε πλαμίδια, αλλά σε ορισμένες πειπτώσεις εντοπίζονται και στο χρωμόσωμα

του βακτηριακού στελέχους (Bonomo, 2017). Στα τέλη της δεκαετίας του 90’,

εμφανίστηκαν και οι καρβαπενεμάσες, που προκαλούσαν την διάσπαση των

καρβαπενεμών (Walther-Rasmussen and Hoiby, 2007).

Υπάρχουν 6 είδη καρβαπενεμασών της τάξης Α:

1. GES (Guiana Extended Spectrum): Αρχικά κατατάχθηκαν στις εκτεταμένου

φάσματος β-λακταμάσες (ESBLs). Ωστόσο, ορισμένες παραλλαγές, όπως η

GES-2, έχουν την ικανότητα υδρόλυσης της ιμιπενέμης, αν και με σχετικά

χαμηλή δραστικότητα (Queenan & Bush, 2007).

2. SME (Serratia marcescens enzyme): Απομονώθηκε για πρώτη φορά στο

Λονδίνο από στελέχη Serratia marcescens. Η παρουσία της είναι σπάνια και

έχει καταγραφεί σε περιορισμένες γεωγραφικές περιοχές (Naas et al., 2016).
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3. SHV (Sulfhydryl Variable): Αν και αρχικά περιγράφηκε ως ESBL, ορισμένες

παραλλαγές του ενζύμου SHV εμφανίζουν περιορισμένη δράση

καρβαπενεμάσης.

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase): Πρόκειται για τη συχνότερα

ανιχνευόμενη καρβαπενεμάση παγκοσμίως. Δεν αναστέλλεται από το

κλαβουλανικό οξύ, την ταζομπακτάμη ή τη σουλμπακτάμη (Nguyen et al.,

2016). Το γονίδιο blaKPC που την κωδικοποιεί φέρει υψηλή κινητικότητα,

καθώς εντοπίζεται σε πλασμίδια και άλλα κινητά γενετικά στοιχεία, γεγονός

που διευκολύνει την μεταφορά του και ιδιαίτερα στα CP-CRE που αποτελούν

παγκόσμια απειλή για τη δημόσια υγεία (Logan & Weinstein, 2017).

4. IMI/NMC-A (Imipenemase/Non-Metallo Carbapenemase-A): Σπάνιες

καρβαπενεμάσες που πρωτοανιχνεύθηκαν σε Enterobacter cloacae στη

Γαλλία, με περιορισμένη δράση στην υδρόλυση ορισμένων καρβαπενεμών

(Naas et al., 2016).

5. SFC (Serratia fonticola carbapenemase): Σπάνιο ένζυμο που έχει αναφερθεί σε

περιβαλλοντικά στελέχη Serratia fonticola, με περιορισμένα δεδομένα

σχετικά με την κλινική του σημασία.

4.1.1.2 β-λακταμάσες Τάξης Β

Οι μεταλλο-β-λακταμάσες (MBLs) είναι ένζυμα της τάξης B κατά Ambler,

των οποίων η καταλυτική δράση εξαρτάται από την παρουσία ιόντων ψευδαργύρου

στο ενεργό τους κέντρο. Έχουν την ικανότητα να υδρολύουν ευρύ φάσμα β-

λακταμικών αντιβιοτικών, συμπεριλαμβανομένων των καρβαπενεμών, εξαιρουμένων

των μονοβακταμών. Σε αντίθεση με άλλες καρβαπενεμάσες, αναστέλλονται από

EDTA (αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ), ιδιότητα που αξιοποιείται διαγνωστικά για

την ανίχνευσή τους (Gharoufian et al., 2015).

Παρότι οι πρώτες MBLs (όπως τα ένζυμα IMP) περιγράφηκαν ήδη από τη

δεκαετία του 1960, η ευρεία εξάπλωσή τους ως μηχανισμός επίκτητης αντοχής

αναγνωρίστηκε μόλις από τη δεκαετία του 1990, όταν κλινικές επιδημίες ανέδειξαν τη

συμβολή μεταφερόμενων γονιδίων blaMBL σε Gram-αρνητικά παθογόνα. Τα γονίδια

που κωδικοποιούν MBLs συχνά εντοπίζονται εντός ιντεγκρονίων, τα οποία με τη

σειρά τους βρίσκονται ενσωματωμένα σε τρανσποζόνια ή πλασμίδια με πολλαπλά

γονίδια αντοχής, διευκολύνοντας την οριζόντια μεταφορά τους μεταξύ διαφορετικών

ειδών (Cornaglia et al., 2011; Patel & Bonomo, 2013).
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Αξιοσημείωτη είναι η περίπτωση της Ελλάδας, η οποία υπήρξε η πρώτη ευρωπαϊκή

χώρα με εκτεταμένη διασπορά Εντεροβακτηριοειδών που φέρουν MBLs, και κυρίως

καρβαπενεμάσες τύπου VIM. Στελέχη K. pneumoniae που φέρουν blaMBL

καταγράφηκαν σε νοσοκομεία από το 2003 έως το 2007 (Hasan et al., 2014). Παρά τις

αρχικές και πρότερες αναφορές ανίχνευσης των ενζύμων IMP και VIM στην Ιταλία

(Luzzaro et al., 2004), η έκταση και η ταχύτητα εξάπλωσης των MBLs στην Ελλάδα

ήταν μεγαλύτερη. Ωστόσο, από το 2010 και εξής, η καρβαπενεμάση KPC ανέλαβε

κυρίαρχο ρόλο στην ελληνική επιδημιολογία, εκτοπίζοντας τις MBLs, κυρίως λόγω

της εξάπλωσης του κλώνου ST258 της K. pneumoniae (Giakoupi et al., 2009).

Εικόνα 9: Παγκόσμια κατανομή των MBLs (Boyd et al., 2020)

4.1.1.3 β-λακταμάσες Τάξης C

Το πρώτο βακτηριακό ένζυμο που αναφέρθηκε ότι αναστέλλει τη δράση της

πενικιλλίνης ήταν η AmpC-λακταμάση του στελέχους E. coli (Abraham and Chain,

1940). Μια μελέτη που ξεκίνησε από Σουηδούς ερευνητές το 1965 σε E. coli,

κατέληξε στο συμπέρασμα πως τα στελέχη AmpC παρήγαγαν ελάχιστη ή καθόλου

λακταμάση, γεγονός που υποδηλώνει πως το AmpC αποτελεί το δομικό γονίδιο του

ενζύμου (Burman et al., 1973). Σε μια πληθώρα Εντεροβακτηριοειδών, η έκφραση του

γονιδίου είναι χαμηλή, όμως σε περιπτώσεις έκθεσης σε λακτάμες, επάγεται η δράση
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του, λαμβάνοντας χώρα ένας πολύπλοκος μηχανισμός (Jacobs et al., 1994; Jacobs et

al., 1997; Hanson and Sanders, 1999). Το γονίδιο AmpC κωδικοποιείται σε πλασμίδια

κάτι που είναι γνωστό από το 1989 (Philippon et al., 2002; Walther-Rasmussen and

Høiby, 2002). Πλασμίδια που φέρουν το γονίδιο blaAmpC, φέρουν συνήθως και γονίδια

αντοχής έναντι άλλων αντιμικροβιακών, όπως οι αμινογλυκοσίδες, η

χλωραμφαινικόλη, οι κινολόνες, καθώς και γονίδια που κωδικοποιούν άλλες β-

λακταμάσες. Οι β-λακταμάσες στην κατηγορία αυτή είναι οι CMY, ACT, FOX και

MIR (Philippon et al., 2002).

4.1.1.4 β-λακταμάσες Τάξης D

Οι μοριακές οξακιλλινάσες OXA της τάξης D αποσπάστηκαν από την αρχική

τους τάξη Α, δεδομένου ότι εκτός του συντηρημένου ενεργού άκρου Ser-X-X-Lys

παρουσιάζουν χαμηλή ομολογία αλληλουχίας (Huovinen et al., 1988). Όπως και στις

τάξεις Α και C, το ενεργό κέντρο είναι μια σερίνη (Hall et al., 1993; Danel et al.,

1997). Η κωδικοποίησή τους γίνεται πάνω σε πλασμίδια ή/και ιντεγκρόνια (Antunes

and Fisher, 2014). Παράγονται κυρίως από E. coli, P. mirabilis, αλλά και άλλα μη

εντεροβακτηριακά, όπως Pseudomonas aeruginosa και Acinetobacter baumanni

(Leonard et al., 2013).

4.1.2 Τροποποίηση Διαπερατότητας Εξωτερικής Μεμβράνης - Αναστολή ή

Τροποποίηση Πρωτεϊνών Μεμβράνης

Η πρωτεΐνη εξωτερικής μεμβράνης (Outer membrane protein, Omp)

χαρακτηρίζεται ως ένα μη ειδικό κανάλι με τη μορφή διαμεμβρανικού σωλήνα, μέσω

του οποίου εισέρχονται τόσο τα θρεπτικά συστατικά στο εσωτερικό του βακτηριακού

κυττάρου όσο και τα αντιβιοτικά. Σε περίπτωση όπου η πρωτεΐνη αυτή τροποποιηθεί

ή απενεργοποιηθεί, τα αντιβιοτικά δε θα είναι σε θέση να εισέλθουν στο εσωτερικό

του κυττάρου, με συνέπεια αδυναμία δράσης τους (Masi et al., 2019). Η απώλεια των

κύριων πρωτεϊνών της εξωτερικής μεμβράνης, OmpK36 και OmpK35, παρατηρείται

συχνά στα CRE, με αποτέλεσμα τη μειωμένη διαπερατότητα της εξωτερικής

μεμβράνης λόγω δομικών αλλαγών στα κανάλια πορίνης, που περιορίζουν την

πρόσληψη φορτισμένων μορίων μέσω του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος.

Αυτές οι δομικές αλλαγές οφείλονται σε μεταλλάξεις που είτε μείωσαν το μέγεθος του

καναλιού των πορινών είτε τροποποίησαν την ηλεκτροστατική τους. Πρωτεΐνες

επίσης της κατηγορίας αυτής ειναι οι OmpF, OmpC, LamB και PhoΕ (Mmatli et al.,
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2020). Ρυθμιστικό ρόλο παίζουν αρκετοί παράγοντες με σημαντικότερο αυτόν της

μετάλλαξης του ενεργοποιητή του E, RseA, και της απώλειας του τροποποιητικού

παράγοντα του λιποπολυσακχαρίτη GmhB, όπου σύμφωνα με τους Alzayn et al., οι

τροποποιήσεις αυτές οδηγούν σε αποδόμηση των πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης

και ως επακόλουθο μειωμένη ευαισθησία στις καρβαπενέμες (Alzayn et al., 2021).

Αναφορικά με την K. pneumoniae, οι αντιπροσωπευτικές πρωτεΐνες είναι οι OmpΚ35

και OmpΚ36. Σημειακές μεταλλάξεις, διαγραφές ή προσθέσεις στα γονίδια τους θα

μπορούσαν να μεταβάλουν τη λειτουργικότητα τους και να τους προσδώσουν αντοχή

στα αντιβιοτικά, λόγω απενεργοποίησης των πρωτεϊνών (Wu et al., 2020).

4.1.3 Υπερέκφραση Αντλιών Εκροής (Efflux Pumps)

Η εκροή των αντιβιοτικών από τα βακτηριακά κύτταρα μέσω των αντλιών

εκροής είναι ένας από τους σημαντικούς μηχανισμούς αντοχής των

Εντεροβακτηριοειδών (Εικόνα 10). Ο κυριότερος τύπος αντλιών είναι αυτός των

RND (Resistance-Nodulation-Division), ενώ η πιο κοινή αντλία εκροής στα CRE

είναι η AcrAB-TolC (Mmatli et al., 2020).

Εικόνα 10. Λειτουργία αντλίας εκροής Εντεροβακτηριοειδών (Jiayue et al., 2022)
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4.1.4 Μεταβολές στις Πενικιλλινοδεσμευτικές Πρωτεΐνες (PBPs)

Οι πρωτεΐνες που δεσμεύουν την πενικιλλίνη [Penicillin-binding proteins,

(PBPs)] είναι απαραίτητες για τη σύνθεση της πεπτιδογλυκάνης του βακτηριακού

κυτταρικού τοιχώματος. Τα αντιβιοτικά και συγκεκριμένα οι καρβαπενέμες

δεσμεύουν ομοιοπολικά τις PBPs, σχηματίζουν σταθερές δομές και αναστέλλουν τη

σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος (Siting et al., 2017). Σύμφωνα με σχετικές

μελέτες, αν και οι μεταλλάξεις στις πρωτεΐνες δέσμευσης πενικιλλίνης συσχετίζονται

με αυξημένες τιμές της ελάχιστης ανασταλτικής συγκέντρωσης (Minimum Inhibitory

Concentration, MIC), δεν φαίνεται να αποτελούν από μόνες τους καθοριστικό

παράγοντα για την εκδήλωση κλινικής αντοχής στα αντιβιοτικά. Εντούτοις, η

παρουσία τέτοιων μεταλλάξεων σε συνδυασμό με μείωση της έκφρασης πορινών,

υπερπαραγωγή AmpC ή/και παραγωγή καρβαπενεμασών, δύναται να ενισχύσει

σημαντικά την ανθεκτικότητα των Εντεροβακτηριοειδών (Lange et al., 2019).

4.1.5 Τροποποίηση Σύνθεσης Βιοϋμενίου (βιοφίλμ)

Το βιοφίλμ (biofilm) αποτελεί έναν μηχανισμό άμυνας των βακτηρίων

απέναντι σε δυσμενείς περιβαλλοντικές συνθήκες, με βασικά συστατικά της σύνθεσής

του να περιλαμβάνουν λιποπολυσακχαρίτες και πρωτεΐνες σηματοδότησης μεταξύ

άλλων (Fang et al., 2021). Η διαφοροποίηση των επιμέρους συστατικών του βιοφίλμ

μπορεί να επηρεάσει καθοριστικά τη διαδικασία σχηματισμού του, ενισχύοντας την

ικανότητα των βακτηρίων να προσαρμόζονται σε φαρμακευτικές πιέσεις και να

αναπτύσσουν μηχανισμούς αντοχής. Σε στελέχη K. pneumoniae, οι κυριότερες

επιφανειακές δομές που συμμετέχουν στον σχηματισμό του βιοφίλμ είναι τα

φιμπρίδια τύπου ΙΙΙ και ο καψικός πολυσακχαρίτης (CPS) (Wang et al., 2020).

4.2 Τρόποι Απόκτησης και Μεταφοράς Αντοχής

Τα βακτήρια με την πάροδο του χρόνου ανέπτυξαν μηχανισμούς που

συμβάλλουν στην επιβίωση και την εξέλιξή τους. Στη συνέχεια περιγράφονται οι

τρόποι απόκτησης και μεταφοράς της αντοχής.

4.2.1 Κάθετη Μεταφορά

Η γενετική πληροφορία μεταδίδεται από γενιά σε γενιά μέσω του

πολλαπλασιασμού των βακτηρίων, συμβάλλοντας έτσι στη διατήρηση των

χαρακτηριστικών τους (Εικόνα 11) (Syvanen, 2012; Lorenzo-Diaz et al., 2017). Η
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επίκτητη ανθεκτικότητα αναπτύσσεται ως αποτέλεσμα γενετικών μεταλλάξεων στο

χρωμόσωμα, οι οποίες, υπό την πίεση της φυσικής επιλογής που ασκείται από την

παρουσία αντιμικροβιακών παραγόντων, οδηγούν στην επικράτηση ανθεκτικών

στελεχών. Ο τρόπος αυτός αποτελεί παράδειγμα απόκτησης αντοχής και κάθετης

μεταβίβασης ανθεκτικών χαρακτηριστικών μέσω εξελικτικών διαδικασιών (Tenover,

2006).

Εικόνα 11. Κάθετη μεταφορά γενετικού υλικού σε βακτήρια (Sanseverino et al., 2018)

4.2.2 Οριζόντια Μεταφορά

Η οριζόντια μεταφορά αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους μ

ηχανισμούς μικροβιακής αντοχής (Lorenzo-Diaz et al., 2017). Η μεταφορά της

πληροφορίας συμβαίνει μεταξύ στελεχών του ίδιου είδους αλλά και διαφορετικών

(Tenover, 2006; Liu et al., 2022). Το εξωγενές υλικό μεταφέρεται από είδος σε είδος

κυρίως μέσω τριών τρόπων (Εικόνα 12).
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4.2.2.1 Σύζευξη

Αποτελεί την πιο αποτελεσματική μέθοδο μεταφοράς γενετικού υλικού και

απαιτείται άμεση κυτταρική επαφή για να πραγματοποιηθεί. Κατά τη σύζευξη,

μεταφέρονται γονίδια αντοχής που βρίσκονται σε πλασμίδια ή μεταθετά στοιχεία,

μέσω μιας πρωτεϊνικής δομής που ονομάζεται συζευκτικό ινίδιο και ενώνει τα δυο

κύτταρα (Tenover, 2006; Holmes et al, 2016; Christaki et al, 2020; Liu et al, 2022).

4.2.2.2 Μετασχηματισμός

Ο μετασχηματισμός αφορά την ενσωμάτωση του γενετικού υλικού από το

εξωτερικό περιβάλλον. Το γενετικό υλικό αυτό προέρχεται από βακτηριακά κύτταρα

στα οποία έχει επέλθει λύση. Αποτελεί τον πιο απλό τρόπο και ταυτόχρονα τον πιο

σπάνιο στην επίκτητη αντοχή (Tenover, 2006; Holmes et al., 2016; Christaki et al.,

2020; Liu et al., 2022).

Εικόνα 12. Κινητά γενετικά στοιχεία και οι κύριοι μηχανισμοί οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων

(Moura de Sousa et al., 2023)
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4.2.2.3 Μεταγωγή

Η μεταγωγή γενετικού υλικού αποτελεί έναν από τους βασικούς μηχανισμούς

οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς και συμβάλλει καθοριστικά στην εξελικτική

ποικιλομορφία και προσαρμοστικότητα των βακτηρίων (Madigan et al., 2018).

Πρόκειται για μια διαδικασία κατά την οποία γενετικό υλικό μεταφέρεται από ένα

βακτήριο σε ένα άλλο μέσω βακτηριοφάγων, δηλαδή ιών που προσβάλλουν βακτήρια

(Snyder and Champness, 2007). Υπάρχουν δύο τρόποι μεταγωγής, η γενικευμένη,

κατά την οποία οποιοδήποτε τμήμα του βακτηριακού γονιδιώματος μπορεί να

μεταφερθεί τυχαία και η ειδική μεταγωγή, κατά την οποία η μεταφορά περιορίζεται

σε γονίδια που βρίσκονται πλησίον του σημείου ενσωμάτωσης του φάγου στο

χρωμόσωμα του ξενιστή (Thomas and Nielsen, 2005).
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ΕΙΔΙΚΟΜΕΡΟΣ
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5. Εφαρμογές MALDI-TOF MS

Η ταυτοποίηση παθογόνων μικροοργανισμών είναι το κυρίαρχο και

ζητούμενο αντικείμενο στις μικροβιολογικές εφαρμογές του MALDI-TOF MS. Στην

κλινική πρακτική, πολλές λοιμώξεις και ιδιαίτερα οι ενδονοσοκομειακές, όπως οι

λοιμώξεις της αιματικής κυκλοφορίας και του ουροποιητικού συστήματος,

προκαλούνται από ποικίλους παθογόνους αιτιολογικούς παράγοντες. Ορισμένα

βακτήρια είναι ανθεκτικά στα αντιμικροβιακά και το επίπεδο ανθεκτικότητας

αυξάνεται, υπό την πίεση κυρίως των αντιβιοτικών, με την πάροδο του χρόνου,

γεγονός που μπορεί να αποτελέσει σημαντική απειλή για τον έλεγχο των λοιμώξεων

στους ασθενείς, ιδίως στον Χειρουργικό Τομέα, την Αιματολογική, Ογκολογική

Κλινική και τις Μονάδες Εντατικής Θεραπείας.

Το εργαστήριο Κλινικής Μικροβιολογίας συμβάλλει στη διερεύνηση του

λοιμογόνου παράγοντα που προκαλεί την λοίμωξη και παρέχει επίσης δεδομένα

ελέγχου ευαισθησίας στα αντιμικροβιακά. Η καλλιέργεια και οι βιοχημικές

δοκιμασίες θεωρούνταν οι κύριες μέθοδοι για την ταυτοποίηση παθογόνων

μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένων βακτηρίων και μυκήτων, με διαφορετικά

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Η ταυτοποίησή των μικροβίων επιπρόσθετα βασίζεται

σε μορφολογικά χαρακτηριστικά ή διαφορές της δομής του κυτταρικού τους

τοιχώματος που αναδεικνύονται με συμβατικές τεχνικές, όπως οι χρώσεις. Λόγω των

μεγάλων χρόνων διεκπεραίωσης και των δύσκολων πρωτοκόλλων, αυτές οι μέθοδοι

δεν μπορούν να συντελέσουν σε γρήγορη και ακριβή ταυτοποίηση των παθογόνων

βακτηρίων λαμβάνοντας υπόψη την τρέχουσα απαίτηση των κλινικών

μικροβιολογικών εργαστηρίων. Από τη δεκαετία του 1960, έχουν χρησιμοποιηθεί

μοριακές διαγνωστικές μέθοδοι, όπως η αλληλουχία γονιδίων 16S ή 18S rRNA, οι

δοκιμασίες αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (real time

polymerase chain reaction, rt-PCR), όπως επίσης και η μέθοδος τυποποίησης

Multilocus Sequence Typing (MLST) (Wang et al., 2018) για την ταυτοποίηση

βακτηρίων. Αν και οι μέθοδοι που βασίζονται στη μοριακή τεχνολογία έχουν μειώσει

σε μεγάλο βαθμό τον χρόνο ανίχνευσης, υπάρχει ανάγκη να μειωθεί και το κόστος με

απλούστερες διαδικασίες, για κλινικές εφαρμογές μεγάλης κλίμακας. Με αυτό το

κίνητρο και τα χαρακτηριστικά της τεχνικής MALDI-TOF MS, τα τελευταία χρόνια

έχει αναπτυχθεί το δακτυλικό αποτύπωμα μοριακής μάζας βακτηριακών κυττάρων με

MALDI-TOF MS για την πραγματοποίηση ταχείας και ακριβέστερης ταυτοποίησης
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των βακτηρίων και έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως σε κλινικά μικροβιολογικά

εργαστήρια. Η ταυτοποίηση παθογόνων μικροοργανισμών με MALDI-TOF MS είναι

μία από τις πιο επιτυχημένες εφαρμογές της τεχνικής στην κλινική πράξη (Wang et al.,

2018).

5.1 Ταυτοποίηση Βακτηρίων και Μυκήτων

Οι πρώτες προσπάθειες ταυτοποίησης βακτηρίων με φασματομετρία μάζας

έγιναν από τους Anhalt et al., το 1975. Στη δεκαετία του 1990, η φασματομετρία

μάζας MALDI-TOF εισήχθη στην ταυτοποίηση βακτηρίων. Έκτοτε, μελέτες

αξιολόγησαν τη σκοπιμότητα της μεθόδου για την ταυτοποίηση βακτηριακών ειδών

(Claydon et al., 1996; Demirev et al., 1999; Hettick et al., 2004). Το 1994, οι Cain et

al. διαπίστωσαν ότι τα βακτήρια μπορούσαν να διαφοροποιηθούν χρησιμοποιώντας

δακτυλικά αποτυπώματα MALDI-TOF MS υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών (Cain et al.,

1994). Το 1996, οι Holland et al. πρότειναν ότι τα άθικτα αρνητικά κατά Gram

βακτήρια μπορούσαν να ανιχνευθούν και ταυτοποιηθούν με MALDI-TOF MS χωρίς

την ανάγκη πρωτεϊνικής εκχύλισης (Holland et al., 1996). Εμπνευσμένοι από αυτή τη

μελέτη, οι Claydon et al. έδειξαν στη συνέχεια ότι το MALDI-TOF MS μπορούσε να

παράγει χαρακτηριστικά φάσματα αρνητικών και θετικών κατά Gram βακτηρίων,

στην άθικτη κατάσταση, μέσα σε λίγα λεπτά (Claydon et al., 1996). Έκτοτε, η

ταυτοποίηση με βάση το MALDI-TOF MS έχει αναπτυχθεί και εξελιχθεί πλήρως

όσον αφορά την προετοιμασία του δείγματος και τη βελτιστοποίηση της βάσης

δεδομένων και του λογισμικού. Έτσι και σύμφωνα με την παραπάνω περιγραφή της

διαδικασίας, κατά την ταυτοποίηση βακτηρίων με MALDI-TOF MS, ολόκληρα

βακτηριακά κύτταρα ή εκχυλίσματα αυτών εναποτίθενται σε ένα σημείο της πλάκας-

στόχου, επικαλύπτονται με μια μήτρα και στη συνέχεια υποβάλλονται σε ανάλυση

MS. Λαμβάνονται δακτυλικά αποτυπώματα κυτταρικής μοριακής μάζας, κυρίως από

πολυπεπτίδια ή τις άφθονες πολύ μικρές πρωτεΐνες, ιδίως τις ριβοσωμικές πρωτεΐνες.

Διαπιστώθηκε ότι διαφορετικά είδη μπορούν να έχουν ένα διακριτό πρότυπο μάζας.

Με την αντιστοίχιση προτύπων, είναι δυνατή η ταυτοποίηση βακτηρίων σε επίπεδο

είδους.

Με την αρχική εστίαση της ταυτοποίησης με βάση το MALDI-TOF MS στα

βακτήρια, η εφαρμογή επεκτάθηκε στη συνέχεια στην ταυτοποίηση ζυμομυκήτων και



55

μυκήτων, όπως νηματοειδείς μύκητες, με παρόμοιο τρόπο αποτύπωσης. Τα

περισσότερα είδη ζυμομυκήτων που προκαλούν λοιμώξεις στον άνθρωπο έχουν

συμπεριληφθεί στην βάση δεδομένων και οι αξιολογήσεις της MALDI TOF MS

ταυτοποίησης των ζυμομυκήτων έχουν δείξει καλή απόδοση (Bader et al., 2011;

Chen et al., 2013; Chao et al., 2014). Σε μια μελέτη των Zhang et al. αξιολογήθηκε η

απόδοση του συστήματος VITEK MS v2.0 για την ταυτοποίηση ζυμομυκήτων που

απομονώθηκαν από δείγματα ασθενών με διεισδυτικές μυκητιασικές λοιμώξεις. Στην

εν λόγω μελέτη, αναλύθηκαν συνολικά 1243 στελέχη που αντιπροσώπευαν 31 είδη

ζυμομυκήτων και το 97,3% των απομονώσεων ταυτοποιήθηκαν σωστά σε επίπεδο

είδους. Με δεδομένα αυτά τα αποτελέσματα, αναπτύχθηκε ένας αλγόριθμος ελέγχου

που συνδυάζει το σύστημα VITEK MS με επιλεγμένη συμπληρωματική αλληλουχία

ριβοσωμικού DNA, ο οποίος θα μπορούσε να εφαρμοστεί πρακτικά σε προγράμματα

επιτήρησης μυκητιασικών λοιμώξεων (Zhang et al., 2014). Επιπρόσθετα, με βάση

αυτό το πρόγραμμα, οι Wang et al. διεξήγαγαν μια συνολική αξιολόγηση των

συστημάτων Bruker MS (v3.1) και VITEK MS (v2.0), με το δεύτερο σύστημα να

ταυτοποιεί με ακρίβεια το 95,4% των απομονωμένων στελεχών (2559/2683) και το

πρώτο σύστημα να ταυτοποιεί με ακρίβεια το 98,8% (2651/2683) των στελεχών

(Wang et al., 2016). Στην εν λόγω μελέτη, κανένα από τα συστήματα MALDI-TOF

MS δεν διαφοροποίησε τα απομονωθέντα στελέχη του συμπλέγματος M.

guilliermondii, μεταξύ των Meyerozyma caribbica και M. guilliermondii (Wang et al.,

2016). Το Autof MS 1000, ένα εμπορικό σύστημα MALDI-TOF MS, είναι διαθέσιμο

για την ταυτοποίηση παθογόνων μικροοργανισμών ρουτίνας σε πολλά κλινικά

εργαστήρια στην Κίνα από το 2018 και η ακρίβειά του συγκρίθηκε με του VITEK

MS για την ταυτοποίηση 1228 απομονωθέντων στελεχών που αντιπροσώπευαν 14

διαφορετικά είδη ζυμομυκήτων εντός πέντε στενά συνδεδεμένων συμπλεγμάτων. Για

τις απομονώσεις των Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis και C.

neoformans, η ακρίβεια της ταυτοποίησης σε επίπεδο είδους ήταν 99,4% έναντι

96,3%, 98,9% έναντι 94,7%, 99,0% έναντι 79,1% και 99,4% έναντι 95,2% κατά τη

χρήση των Autof MS 1000 και VITEK MS, αντίστοιχα για τους παραπάνω μύκητες

(Yi et al., 2021). Επιπλέον, τα συστήματα Autof MS 1000 και VITEK MS είχαν και

τα δύο καλή απόδοση στην ταυτοποίηση του ζυμομύκητα C. auris (Yi et al., 2021). Η

μεθοδολογία MALDI-TOF MS φαίνεται να είναι πολύτιμη για την ταυτοποίηση

ρουτίνας ειδών ζυμομυκήτων. Οι Wang et al. ανέφεραν βέβαια ότι τα διαφορετικά

μέσα καλλιέργειας επηρέασαν την ακρίβεια ταυτοποίησης των συστημάτων Bruker
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Biotyper MALDI-TOF MS και VITEK MS για την ταυτοποίηση του C. tropicalis

(Wang H, et al., 2019). Απαιτείται περαιτέρω έρευνα για τον προσδιορισμό της

επίδρασης των διαφορετικών μέσων καλλιέργειας στην απόδοση του MS στην

ταυτοποίηση γενικά των μικροοργανισμών.

5.2 Ταυτοποίηση Αναερόβιων Βακτηρίων

Η απομόνωση και η ταυτοποίηση των αναερόβιων βακτηρίων από κλινικά

δείγματα, είναι επίπονη και χρονοβόρα λόγω της αργής ανάπτυξης και των ιδιαίτερων

θρεπτικών και ατμοσφαιρικών απαιτήσεων αυτών των μικροοργανισμών. Συνήθως,

τα αναερόβια βακτήρια ταυτοποιούνται με μορφολογικά χαρακτηριστικά και

βιοχημικές μεθόδους, καθώς και με υγρή-αέρια χρωματογραφική ανάλυση των

μεταβολικών λιπαρών οξέων (Jousimies-Somer et al., 2002; Citron, 2012). Αρκετές

μελέτες έχουν διερευνήσει τη δυνατότητα του MALDI-TOF MS στην ταυτοποίηση

αναερόβιων βακτηρίων. Οι πρώτες μελέτες για την ταυτοποίηση αναερόβιων με

MALDI TOF MS ανέφεραν χαμηλού βαθμού ταυτοποίηση για ορισμένα αναερόβια

είδη και γένη λόγω του περιορισμένου εύρους των βάσεων δεδομένων αναφοράς (La

Scola et al., 2011; Nagy et al., 2012; Li et al., 2019). Αργότερα, οι μελέτες έδειξαν ότι

το ποσοστό ταυτοποίησης του MALDI-TOF MS υπερέβαινε το 80%.

Το MALDI-TOF MS μπορεί να ταυτοποιήσει κοινά αναερόβια και η ακρίβεια

της ταυτοποίησης είναι υψηλότερη από εκείνη των κλασικών βιοχημικών μεθόδων

εξέτασης. Έτσι, οι Garner et al. έδειξαν ότι με την εφαρμογή του MALDI-TOF MS

ταυτοποιήθηκε σωστά και με ακρίβεια το 92,5% (602/651) των αναερόβιων

βακτηρίων σε επίπεδο γένους και 91,2% (591/651) σε επίπεδο είδους (Garner et al.,

2014). Σε μια άλλη μελέτη αναφέρεται ότι τα ποσοστά ταυτοποίησης του MALDI-

TOF MS ήταν 99,3% και 89,1% σε επίπεδο γένους και είδους, αντίστοιχα (Jamal et

al., 2013). Οι Rodríguez-Sánchez et al. κατέγραψαν επίσης 97,0% ορθή ταυτοποίηση

σε επίπεδο γένους και 85,8% σε επίπεδο είδους (Rodriguez-Sanchez et al., 2016).

Σε μια μετα-ανάλυση, οι Li et al., αξιολόγησαν την αποτελεσματικότητα της

MALDI-TOF MS μεθοδολογίας στην ταυτοποίηση κλινικών παθογόνων αναερόβιων,

συμπεριλαμβανομένων των Bacteroides spp., Lactobacillus spp., Parabacteroides

spp., Clostridium spp, Propionibacterium spp., Prevotella spp., Veillonella spp. και

Peptostreptococcus spp. Οι συγγραφείς ανέφεραν ότι η μέθοδος MALDI-TOF MS
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ταυτοποίησε σωστά τα αναερόβια σε επίπεδο γένους και είδους σε ποσοστό 92% και

84%, αντίστοιχα. Η ακρίβεια ταυτοποίησης του Bacteroides spp. ήταν η υψηλότερη,

ενώ τα μεγαλύτερα σφάλματα ταυτοποίησης αφορούσαν σπάνια είδη (Li et al., 2019).

Οι Wang et al. ανέφεραν την ακρίβεια τριών συστημάτων MALDI-TOF MS για την

ταυτοποίηση 138 κλινικών ομάδων B. fragilis. Συνολικά, 94,2%, 94,2%, 98,6% και

94,9% ταυτοποιήθηκαν σε επίπεδο είδους χρησιμοποιώντας τα VITEK MS, Clin-

ToF-II MS, Autof MS 1000 και VITEK 2 ANC (αυτοματοποιημένη κλασική

μέθοδος), αντίστοιχα (Wang Y, et al., 2019). Συμπερασματικά, η φασματομετρία

μάζας MALDI-TOF αποτελεί μια τεκμηριωμένα αποτελεσματική μέθοδο για την

ταυτοποίηση αναερόβιων βακτηρίων. Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, η

διακριτική ικανότητα της τεχνικής είναι περιορισμένη, ιδίως όταν πρόκειται για

στελέχη με παρόμοια προφίλ, γεγονός που καθιστά δυσχερή την ταυτοποίησή τους σε

επίπεδο είδους (Ulger et al., 2018).

5.3 Ταυτοποίηση Πρωτεϊνών

Ο ποσοτικός προσδιορισμός και η ταυτοποίηση πρωτεϊνών που σχετίζονται με

παθολογικές καταστάσεις αποτελούν έναν ακόμη σημαντικό τομέα εφαρμογής της

φασματομετρίας μάζας MALDI-TOF-MS. Η διαδικασία αυτή βασίζεται στην αρχή

του σχηματισμού «χαρτών» μάζας πεπτιδίων, καθώς και στα χαρακτηριστικά

φασματικά αποτυπώματα των πεπτιδίων (peptide mass fingerprints). Για τον σκοπό

αυτό, οι πρωτεΐνες υπόκεινται σε πρωτεολυτική επεξεργασία, προκειμένου να

παραχθούν ειδικές αλληλουχίες αμινοξέων. Το MALDI-TOF-MS επιτρέπει την

ακριβή ανάλυση αυτών των πεπτιδικών θραυσμάτων, με βάση τις διαφορές στη μάζα

τους. Τα φάσματα που προκύπτουν είναι ειδικά και μοναδικά για κάθε πρωτεΐνη,

καθιστώντας δυνατή την ταυτοποίησή της ως ένα είδος «μοριακού δακτυλικού

αποτυπώματος». Η διαλογή της βάσης δεδομένων σύμφωνα με τα λαμβανόμενα

δεδομένα μάζας καθιστά εφικτή την ταυτοποίηση πολλών πρωτεϊνών (Zanders, 2012).
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6. Ταυτοποίηση Εντεροβακτηριοειδών από απομονωθέν στέλεχος
Η φασματομετρία μάζας τύπου MALDI-TOF MS αποτελεί πλέον

ακρογωνιαίο λίθο στην ταχεία μικροβιακή ταυτοποίηση. Ιδιαίτερα για τα

Εντεροβακτηριοειδή, η τεχνολογία αυτή επιτρέπει την άμεση ταυτοποίησή τους

απευθείας από βακτηριακή αποικία, προσφέροντας αξιοπιστία και ταχύτητα

συνδυάζοντας και το χαμηλό κόστος (Oviano and Bou, 2019).

6.1 Προετοιμασία Δείγματος

Η διαδικασία ξεκινάει με την επιλογή της κατάλληλης αποικίας από το

θρεπτικό υλικό, συνήθως αιματούχο ή MacConkey άγαρ, έπειτα από 18-24 ώρες

επώαση. Για πιο αξιόπιστα αποτελέσματα επιλέγεται πάντα αμιγής, «καθαρή»

αποικία, χωρίς εμφανή μόλυνση ή προσμίξεις και με αποστειρωμένο κρικοφόρο

στυλεό συλλέγεται και εναποτίθενται στην μεταλλική πλάκα του αναλυτή (Richter et

al., 2013).

Για τα περισσότερα Εντεροβακτηριοειδή, η μέθοδος απευθείας τοποθέτησης

(on-plate extraction) έχει αποδειχθεί κατάλληλη, μειώνοντας την ανάγκη για

προεργασία του δείγματος με αιθανόλη ή φορμικό οξύ. Η αποδέσμευση

επιτυγχάνεται μέσω της ανάμειξης 1-2μl διαλύματος μήτρας, κυρίως α-κυανο-4-

υδροξυκινναμικού οξέος (HCCA). Η πλάκα αφήνεται να στεγνώσει πλήρως πριν την

ανάλυση. Μολονότι, η απευθείας μέθοδος είναι εξαιρετικά αποτελεσματική για κοινά

είδη όπως τα βακτήρια E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae και C. freundii, η

εφαρμογή του διπλού πρωτοκόλλου, δηλαδή προηγηθείσα εκχύλιση με φορμικό οξύ

και στη συνέχεια τοποθέτηση επί της μήτρας συνιστάται σε περιπτώσεις ασθενών

σημάτων ή για ακριβέστερη διάκριση στελεχών (Sparbier et al., 2012).

6.1.1 Αξιοπιστία Μεθόδου

Πολυάριθμες μελέτες έχουν επιβεβαιώσει την αξιοπιστία της μεθόδου. Μια

από αυτές είναι των Richter et al., (2013) όπου αναφέρθηκαν ποσοστά ορθής

ταυτοποίησης σε επίπεδο είδους πάνω από 97% για τα Εντεροβακτηριοειδή, με

σκόρ >2.0, χρησιμοποιώντας το σύστημα VITEK MS απευθείας σε αποικίες.

Αντίστοιχα, οι Lasch et al., επιβεβαίωσαν τη σταθερότητα των φασμάτων και την

αναπαραγωγιμότητα των αποτελεσμάτων. Η μέθοδος παρουσιάζει υψηλή ευαισθησία



59

στη διαφοροποίηση κοινών Εντεροβακτηριοειδών όπως E. coli, K. pneumoniae και E.

clocae (Lasch et al., 2016).

6.1.2 Πλεονεκτήματα και Περιορισμοί Μεθόδου

Η μέθοδος της απευθείας ταυτοποίησης Εντεροβακτηριοειδών από αποικία

προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα σε επίπεδο χρόνου αποτελέσματος, καθώς η

πλήρη ταυτοποίηση μπορεί να επιτευχθεί εντός 10 λεπτών από την τοποθέτηση της

αποικίας στον αναλυτή (Oviano and Bou, 2019). Ταυτόχρονα, η χρήση της μεθόδου

αυτής συμβαδίζει με την ανάγκη για πρώιμη έναρξη εμπειρικής θεραπείας, σε

λοιμώξεις από πολυανθεκτικά Εντεροβακτηριοειδή. Παρά τα πλεονεκτήματα, η

μέθοδος απαιτεί υψηλό επίπεδο καθαρότητας αποικίας, καθώς μικτές αποικίες ή

παρουσία μεταβολιτών, φέρουν την πιθανότητα αλλοίωσης του αποτελέσματος.

Επιπλέον, ορισμένα συγγενικά είδη παραμένουν δυσδιάκριτα και ίσως απαιτηθεί

ενσωμάτωση επιπλέον μεθόδων για βελτιωμένη ακρίβεια (Sparbier et al., 2012).

7. Ταυτοποίηση Εντεροβακτηριοειδών από Κλινικό Δείγμα

7.1 Άμεση Ταυτοποίηση από Δείγμα Ούρων

Οι λοιμώξεις του ουροποιητικού συστήματος συγκαταλέγονται στις

συχνότερες βακτηριακές λοιμώξεις τόσο στον γενικό πληθυσμό όσο και στους

νοσηλευόμενους ασθενείς, με εκτιμώμενη επίπτωση που αγγίζει τα 150 εκατομμύρια

περιστατικά παγκοσμίως κάθε χρόνο (Foxman et al., 2000; Nicolle, 2013; Flores-

Mireles et al., 2015; McLellan and Hunstad, 2016). Αποτελούν περίπου το 25% όλων

των βακτηριακών λοιμώξεων, με το βακτήριο E. coli να ευθύνεται για το 60-80% των

περιπτώσεων. Το δεύτερο πιο συχνά απομονωθέν στέλεχος αποτελεί η K. pneumoniae

(Foxman et al., 2010).

Η καλλιέργεια ούρων παραμένει το καθιερωμένο πρότυπο (gold standard) για

τη διάγνωση των ουρολοιμώξεων, καθώς επιτρέπει την ταυτοποίηση του παθογόνου,

όπως επίσης και τη διενέργεια ελέγχου ευαισθησίας στα αντιμικροβιακά

(Antimicrobial susceptibility testing, AST). Εντούτοις, η διαδικασία είναι χρονοβόρα,

με την αρχική καλλιέργεια και την ταυτοποίηση να χρειάζονται 18-48 ώρες και τον

έλεγχο ευαισθησίας να απαιτεί επιπλέον 18-24 ώρες (Íñigo et al., 2016). Η
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ύπαρξη >105 CFU/mL ενός μόνο μικροοργανισμού σε δείγμα ούρων παρουσιάζει

συνήθως κλινική ευαισθησία και διαγνωστική αξία (Burd et al., 2011). Παρόλο που

μέθοδοι, όπως η χρώση κατά Gram, η κυτταρομετρία ροής και η βιοχημική εκτίμηση

με ταινίες (stick) ούρων παρέχουν ταχεία προκαταρκτική εκτίμηση, δεν επαρκούν για

τεκμηριωμένη λήψη θεραπευτικών αποφάσεων (Davenport et al., 2017).

Η ανάγκη για ταχύτερες και αξιόπιστες διαγνωστικές τεχνικές έχει οδηγήσει

στην αξιοποίηση μεθόδων μοριακής και πρωτεομικής ανάλυσης. Η φασματομετρία

μάζας MALDI-TOF, όπως αναφέρθηκε, έχει αναδειχθεί ως καινοτόμο εργαλείο για

την ταχεία και ακριβή ταυτοποίηση βακτηρίων. Πρόσφατες μελέτες τεκμηριώνουν τη

δυνατότητα άμεσης εφαρμογής της τεχνικής σε δείγματα ούρων, παρακάμπτοντας τη

φάσης της καλλιέργειας (Ferreira et al., 2010; Ferreira et al., 2010b; Wang et al., 2013;

Burillo et al., 2014; Íñigo et al., 2016; Zboromyrska et al., 2016; Huang et al., 2017;

Zboromyrska et al., 2018). Επιπλέον, η μεθοδολογία MALDI-TOF MS έχει

χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για την ανίχνευση ενζυμικής δραστηριότητας, όπως αυτή

των β-λακταμασών, γεγονός που ενισχύει τη διαγνωστική της αξία (Papagiannitsis et

al., 2015; Lasserre et al., 2015; Oviano et al., 2016).

7.1.1 Επεξεργασία Δείγματος Ούρων

Υπάρχουν 2 τρόποι επεξεργασίας του δείγματος ούρων κατά την ανάλυση

μέσω MALDI-TOF MS. Η πρώτη μέθοδος αφορά την απευθείας τοποθέτηση του

δείγματος στην πλάκα του αναλυτή, ενώ η δεύτερη μέθοδος αφορά την προ-

επεξεργασία του δείγματος πριν την τοποθέτησή του στην πλάκα του αναλυτή

(Εικόνα 13).
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Εικόνα 13. Παρουσίαση μεθόδων επεξεργασίας του υπό μελέτη δείγματος, Α) απευθείας
τοποθέτηση δείγματος στην πλάκα-στόχο και Β) επεξεργασία δείγματος πριν την τοποθέτηση
στην πλάκα-στόχο του αναλυτή (Hyojik et al., 2022)

Για την άμεση ταυτοποίηση, χρησιμοποιείται μια μικρή ποσότητα του

δείγματος ούρων (~1μL) και εφαρμόζεται ως λεπτός υμένας/ταπήτιο επί της πλάκας

στόχου του MALDI-TOF. Το δείγμα επέρχεται σε πλήρη ξήρανση σε θερμοκρασία

δωματίου. Στη συνέχεια, η επιφάνεια της πλάκας επικαλύπτεται με 1μL διαλύματος

μήτρας (HCCA). Τέλος, το δείγμα επωάζεται έως ότου ξηρανθεί πλήρως και

τοποθετείται στον αναλυτή (Hyojik et al., 2022).

Στη δεύτερη περίπτωση, δείγμα ούρων (~10μL) φυγοκεντρείται αρχικά στις

2.500 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 30 δευτερόλεπτα με σκοπό την απομάκρυνση

κυτταρικών στοιχείων, κυρίως λευκοκυττάρων. Στη συνέχεια, συλλέγεται το

υπερκείμενο προσεκτικά και φυγοντρείται εκ νέου στις 6.000 στροφές ανά λεπτό για

15 λεπτά ώστε να καθιζάνουν τα βακτηριακά κύτταρα. Το υπερκείμενο απορρίπτεται

και το βακτηριακό ίζημα επαναιωρείται σε 500μL απιονισμένου νερού. Έπειτα,

προστίθενται 40μL ρυθμιστικού διαλύματος λύσης (ενδεικτικά Sepsityper Kit, Bruker

Daltonik), και ακολουθεί ομογενοποίηση του δείγματος χρησιμοποιώντας αναδευτή.

Ακολουθούν 2 διαδοχικές φυγοκεντρήσεις στις 14.000 στροφές για 2 λεπτά με τη

μόνη διαφορά ότι πριν τη δεύτερη φυγοκέντρηση το ίζημα υποβάλλεται σε ένα

πλύσιμο με ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης (1mL). Τέλος, μετά την τελευταία

φυγοκέντρηση, 1μL του δείγματος τοποθετείται στην πλάκα και ακολουθεί την ίδια

διαδικασία με την απευθείας τοποθέτηση του δείγματος χωρίς επεξεργασία στην

πλάκα του αναλυτή (Oviano et al., 2017).
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7.1.2 Αξιολόγηση MALDI-TOF MS στην Άμεση Ταυτοποίηση

Εντεροβακτηριοειδών από Δείγματα Ούρων

Η αποτελεσματικότητα της μεθόδου έχει αξιολογηθεί σε διάφορες

ανεξάρτητες μελέτες με ποικίλες πειραματικές διατάξεις, δείγματα και τεχνικές

προετοιμασίας. Σε μία μελέτη, τα αποτελέσματα της εφαρμογής της μεθόδου

MALDI-TOF MS για την άμεση ταυτοποίηση βακτηρίων από δείγματα ούρων χωρίς

προηγούμενη καλλιέργεια κρίνονται ιδιαίτερα ικανοποιητικά. Η μέθοδος εμφάνισε

υψηλή διαγνωστική απόδοση όταν ο αριθμός των βακτηρίων υπερέβαινε τα 10⁵

CFU/ml και ο παθογόνος μικροοργανισμός ήταν Gram-αρνητικός. Σε αυτή την

υποομάδα, το ποσοστό αποτυχίας δεν ξεπέρασε το 5,4%. Σε σύνολο 220 θετικών

δειγμάτων με υψηλό βακτηριακό φορτίο, παρατηρήθηκε συμφωνία με την

παραδοσιακή καλλιέργεια σε ποσοστό 91,8% σε επίπεδο είδους και 92,7% σε επίπεδο

γένους ή είδους. Ο συχνότερα ανιχνευόμενος μικροοργανισμός ήταν το E. coli, με τη

MALDI-TOF MS να επιτυγχάνει επιτυχή ταυτοποίηση στο 94,2% απευθείας από τα

ούρα. Σε μικτές καλλιέργειες, η τεχνική απέτυχε να ταυτοποιήσει μικροοργανισμούς

σε δύο περιπτώσεις, ενώ παρείχε ταυτοποίηση σε τρεις, γεγονός που πιθανώς

οφείλεται στην αναλογία μεταξύ των εμπλεκόμενων βακτηριακών πληθυσμών

(Ferreira et al., 2010b).

Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη, το E.coli αναδείχθηκε ως το συχνότερα

απομονωμένο από τα Εντεροβακτηριοειδή (43,2%), ακολουθούμενο από την K.

pneumoniae (15,3%) (Zboromyrska et al., 2019).

Σε μελέτη των Wang et al., αξιολογήθηκε η ικανότητα της μεθόδου MALDI-

TOF MS να ανιχνεύει δύο διαφορετικά βακτήρια σε μικτά δείγματα ούρων. Για τον

σκοπό αυτό, δημιουργήθηκαν πειραματικά μίγματα αποστειρωμένων αλατούχων

διαλυμάτων με δύο είδη βακτηρίων σε διαφορετικές αναλογίες. Τα αποτελέσματα

έδειξαν ότι η ταυτοποίηση και των δύο ειδών ήταν δυνατή μόνο όταν οι αναλογίες

τους ήταν 1:1 ή 1:2. Από το σύνολο 1.456 κλινικών δειγμάτων, σε 44 απομονώθηκαν

δύο διαφορετικά είδη βακτηρίων από την καλλιέργεια. Σε 4 από αυτά, η μεθοδολογία

MALDI-TOF MS ταυτοποίησε και τα δύο είδη και σε 20 δείγματα, ταυτοποιήθηκε

μόνο ένα από τα δύο. Στα υπόλοιπα 20 δείγματα, η ταυτοποίηση ήταν μη αξιόπιστη

και ανακριβής, γεγονός που αναδεικνύει ότι η αποτελεσματικότητα της MALDI-TOF

MS σε μικτές καλλιέργειες περιορίζεται σημαντικά από την αναλογία των

μικροοργανισμών στο δείγμα (Wang et al., 2013).
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Τέλος, οι Oviano et al., εστίασαν στην ικανότητα της μεθόδου να ανιχνεύει

καρβαπενεμάσες. Η ευαισθησία και η ειδικότητα έφτασαν το 100% με αποτελέσματα

διαθέσιμα εντός 90 λεπτών (Oviano et al., 2017). Τα δεδομένα συγκρίθηκαν και

επιβεβαιώθηκαν με PCR επιβεβαιώνοντας την αξιοπιστία της τεχνικής για

φαινοτυπικό έλεγχο αντοχής (Πίνακας 3).

Πίνακας 3. Μελέτες αναφοράς ταυτοποίησης Εντεροβακτηριοειδών σε δείγμα ούρων μέσω
MALDI-TOF MS.

Μελέτη Αριθμός
δειγμάτων

Ποσοστό Επιτυχούς
Ταυτοποίησης και
αντοχής

Βασικά Παθογόνα

Ferreira et al.,
(2010b) 260 91,8% (E. coli

94,2%) E. coli; K. pneumoniae

Oviano et al.,
(2017) 105 100% (Oxa-48

ανίχνευση)
Πολυανθεκτικά
Εντεροβακτηριοειδή

Zboromyska et
al., (2019) 1638 86,4% E. coli; K. pneumoniae

Oros et al.,
(2020) 16

87%
(μονοβακτηριακά
δείγματα)

Klebsiella; Proteus;
Citrobacter

Neuenschwander
et al., (2023) 230 >90% Gram-αρνητικά

βακτήρια

7.1.3 Περιορισμοί Ταυτοποίησης Εντεροβακτηριοειδών σε Δείγμα Ούρων

Παρά τα σημαντικά πλεονεκτήματά της, η εφαρμογή της μεθόδου MALDI-

TOF MS στην άμεση ταυτοποίηση Εντεροβακτηριοειδών συνοδεύεται από

ορισμένους περιορισμούς. Ειδικότερα, η τεχνική παρουσιάζει δυσκολία στη

διακριτική ικανότητα μεταξύ στενά συγγενικών ειδών, όπως το E. coli και τα είδη

Shigella spp., λόγω της υψηλής ομοιότητας στα φασματογραφικά τους προφίλ,

γεγονός που ενδέχεται να οδηγήσει σε σφάλματα στην ταυτοποίηση (Bizzini & Greub,

2010). Σε δείγματα με περισσότερους από έναν μικροοργανισμούς, η μεθοδολογία

MALDI-TOF MS μπορεί να ταυτοποιήσει μόνο το κυρίαρχο είδος ή να αποτύχει

συνολικά λόγω επικαλυπτόμενων φασμάτων (Clark et al., 2013).
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Ειδικότερα για δείγματα ούρων, η ευαισθησία της τεχνικής μειώνεται σε

δείγματα με χαμηλό αριθμό βακτηρίων (<105CFU/mL), με αποτέλεσμα την αποτυχία

ταυτοποίησης χωρίς να προηγηθεί εμπλουτισμός (Ferreira et al., 2010; Ferreira et al.,

2010b). Σε άλλες μελέτες όπου συνδυάστηκε η χρώση Gram μαζί με MALDI-TOF

MS σε δείγματα ούρων, ο συνδυασμός των δύο διαγνωστικών τεχνικών παρείχε

πληροφορίες που προέβλεπαν το αποτέλεσμα της καλλιέργειας σε ποσοστό 82,7%

των περιπτώσεων και σημαντικά υψηλότερο απ’ ότι με την εφαρμογή μόνο της

φασματομετρίας. Σε ποσοστό 13,4% παρατηρήθηκαν ελάσσονος σημασίας

αποκλίσεις, ενώ σοβαρά σφάλματα καταγράφηκαν στο 3,9% των δειγμάτων. Τα

αποτελέσματα ήταν διαθέσιμα εντός μίας ώρας. Συνολικά, ο αλγόριθμος διάγνωσης

με τον συνδυασμό των μεθόδων παρείχε πληροφορίες πλήρως συμβατές ή με μικρές

αποκλίσεις σε ποσοστό 96,1% των δειγμάτων ούρων από ασθενείς με υποψία

ουρολοίμωξης (Burillo et al., 2014). Η κατανόηση και η τεχνική αντιμετώπιση των

περιορισμών αυτών είναι απαραίτητη για την ασφαλή κλινική εφαρμογή της.

7.2 Άμεση Ταυτοποίηση από Θετική Αιμοκαλλιέργεια

Οι λοιμώξεις του κυκλοφορικού συστήματος (Bloodstream Infections-BSI)

αποτελούν ένα από τα σοβαρότερα προβλήματα δημόσιας υγείας παγκοσμίως, καθώς

συνδέονται με υψηλά ποσοστά νοσηρότητας και θνησιμότητας (Fleischmann et al.,

2016). Επιπλέον, επηρεάζουν σημαντικά τη διάρκεια νοσηλείας και επιβαρύνουν

οικονομικά τα υγειονομικά συστήματα (Delport et al., 2017). Οι λοιμώξεις αυτές

μπορεί να οδηγήσουν σε σηψαιμία, σηπτικό σοκ και πολυοργανική ανεπάρκεια εάν

δεν διαγνωστούν και δεν αντιμετωπιστούν έγκαιρα (Kern and Reg, 2020).

Η ανάγκη για ταχεία και αξιόπιστη διάγνωση των υπεύθυνων

μικροοργανισμών στις βακτηριαιμίες είναι ιδιαίτερα επιτακτική. Η έγκαιρη

ταυτοποίηση του παθογόνου παράγοντα σε περιστατικά BSI είναι καθοριστικής

σημασίας για την έναρξη στοχευμένης και αποτελεσματικής αντιμικροβιακής

θεραπείας (Idelevich et al., 2014; Verroken et al., 2015; Kohlmann et al., 2015).

Σύμφωνα με επιδημιολογικά δεδομένα, κάθε ώρα καθυστέρησης στη χορήγηση

κατάλληλης αγωγής σε ασθενείς με σηπτικό σοκ συνεπάγεται μείωση ποσοστού

επιβίωσης έως και 7,6% (Kumar et al., 2006). Επομένως, η πρώιμη ανίχνευση τόσο

των παθογόνων όσο και των μηχανισμών ανθεκτικότητας που φέρουν, αποτελεί

βασική στρατηγική για τη βελτίωση της πρόγνωσης των ασθενών. Η καλλιέργεια

αίματος αποτελεί το “χρυσό πρότυπο” για τη διάγνωση των λοιμώξεων αυτών (Jiajia
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et al., 2018). Στη συνήθη μικροβιολογική πρακτική, οι θετικές φιάλες

αιμοκαλλιέργειας επανακαλλιεργούνται σε στερεά θρεπτικά μέσα. Μετά την επώαση,

οι αναπτυχθείσες αποικίες υποβάλλονται σε διαδικασία ταυτοποίησης. Οι συχνότεροι

αιτιολογικοί παράγοντες βακτηριαιμίας (BSI) είναι Gram-αρνητικά βακτήρια, με

κυρίαρχα είδη τα E. coli και K. pneumoniae, τα οποία ευθύνονται για ποσοστό άνω

του 50% αυτών των λοιμώξεων (Lawandi, 2023). Ιδιαίτερη ανησυχία προκαλεί η

ραγδαία αύξηση στελεχών Εντεροβακτηριοειδών που φέρουν μηχανισμούς

ανθεκτικότητας στις καρβαπενέμες. Η ταχεία ανίχνευση των CRE σε θετικές

καλλιέργειες αίματος είναι κρίσιμη (Rhee et al., 2020). Εδώ, η μέθοδος MALDI-TOF

MS μπορεί να διαδραματίσει διττό ρόλο, καθώς πέραν της ταχείας ταυτοποίησης του

παθογόνου, παρέχει τη δυνατότητα ανίχνευσης της ενζυμικής δραστικότητας των

καρβαπενεμασών. Μελετώντας το προφίλ υδρόλυσης της ερταπενέμης, είναι δυνατός

ο εντοπισμός της παρουσίας ενζύμων που υδρολύουν το φάρμακο, χωρίς να

απαιτείται η απομόνωση καθαρών αποικιών (Roncarati et al., 2021).

7.2.1 Επεξεργασία Δείγματος Θετικής Αιμοκαλλιέργειας

Σύμφωνα με τα πειραματικά πρωτόκολλα διακρίνονται τρεις μέθοδοι

επεξεργασίας δείγματος έπειτα από την θετικοποίηση της αιμοκαλλιέργειας. Η πρώτη

προσέγγιση περιλαμβάνει την ανακαλλιέργεια του δείγματος σε θρεπτικό υπόστρωμα,

ακολουθούμενη από ταυτοποίηση των απομονωθέντων στελεχών με χρήση της

τεχνικής MALDI-TOF MS. Η δεύτερη βασίζεται στην άμεση επεξεργασία του

δείγματος με τη χρήση εμπορικά διαθέσιμου κιτ (π.χ. Sepsityper kit). Τέλος, η τρίτη

προσέγγιση αφορά την εφαρμογή μιας εναλλακτικής, εργαστηριακά ανεπτυγμένης

('in-house') μεθόδου (Εικόνα 14).

7.2.1.1 Ταυτοποίηση Θετικής Αιμοκαλλιέργειας μετά από Ανακαλλιέργεια

Μετά την ανίχνευση ανάπτυξης μικροοργανισμών στην αιμοκαλλιέργεια και

την αρχική εκτίμηση με χρώση Gram, τα θετικά δείγματα για Gram αρνητικά

βακτήρια υποβάλλονται σε ανακαλλιέργεια σε επιλεγμένα θρεπτικά μέσα.

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιούνται Blood agar, MacConkey agar και Chocolate agar,

τα οποία επωάζονται στους 36 ± 1°C, σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 18-24 ώρες. Μετά

την ολοκλήρωση της επώασης, οι αναπτυγμένες αποικίες απομονώνονται και, εφόσον

διαπιστωθεί καθαρότητα της καλλιέργειας, μεταφέρονται στην πλάκα-στόχο για

ταυτοποίηση με τη μέθοδο MALDI-TOF MS (Εικόνα 14) (Azrad et al., 2019).
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Εικόνα 14.Μεθοδολογία επεξεργασίας δείγματος μετά από θετική αιμοκαλλιέργεια (Azrad et

al., 2019)

7.2.1.2 Ταυτοποίηση Θετικής Αιμοκαλλιέργειας μέσω Εμπορικά Διαθέσιμων

Μεθοδολογιών MALDI-TOF

Η μέθοδος αυτή αναλύεται και περιγράφεται από τους κατασκευαστές του

εμπορικά διαθέσιμου κιτ προκειμένου να εφαρμοστεί άμεσα σε θετική

αιμοκαλλιέργεια μετά από σύντομη επεξεργασία του δείγματος, (π.χ. SepsiTyper kit).
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Από τη θετική καλλιέργεια αίματος συλλέγεται 1mL και μεταφέρεται σε

σωληνάρια τύπου Eppendorf. Στο δείγμα προστίθενται 200μL ρυθμιστικού

διαλύματος λύσης και το μείγμα αναδεύεται έντονα για 10 δευτερόλεπτα. Ακολουθεί

φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 13.000 στροφές ανά λεπτό (rpm), μετά την οποία το

υπερκείμενο απορρίπτεται και το προκύπτον δείγμα επαναιωρείται σε 1mL

ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης. Η διαδικασία φυγοκέντρησης επαναλαμβάνεται για

1 λεπτό στις 13.000 στροφές και μετά την απόρριψη του υπερκείμενου, το δείγμα

επαναιωρείται σε 300μL ύδατος υψηλής καθαρότητας (τύπου HPLC). Στο εναιώρημα

προστίθενται 900μL αιθανόλης και ακολουθεί εκ νέου φυγοκέντρηση για 2 λεπτά

στις 13.000 στροφές. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το δείγμα φυγοκεντρείται

ξανά υπό τις ίδιες συνθήκες. Μετά την τελική απόρριψη του υπερκείμενου, το ίζημα

αφήνεται να ξηρανθεί στον αέρα για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη

συνέχεια, επαναιωρείται σε 2-50μL διαλύματος 70% μυρμηκικού οξέος και ίσο όγκο

ακετονιτριλίου. Μετά την τελική φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 13.000 στροφές,

1μL του υπερκείμενου τοποθετείται στην πλάκα-στόχο και υποβάλλεται σε

φασματομετρική ανάλυση (Εικόνα 14) (Azrad et al., 2019).

7.2.1.3 Ταυτοποίηση Θετικής Αιμοκαλλιέργειας μέσω in-house Μεθόδου

Από κάθε θετική καλλιέργεια αίματος συλλέγονται 5mL και μεταφέρονται σε

σωληνάρια VACUETTE® Z Serum Sep Clot Activator tube (Greiner Bio-One, North

Carolina, USA), τα οποία περιέχουν αδρανές διαχωριστικό πήκτωμα. Μετά από

φυγοκέντρηση 10 λεπτών στις 3000 στροφές, το πήκτωμα σχηματίζει φραγμό μεταξύ

του ορού και των κυττάρων του αίματος. Στη συνέχεια, το υπερκείμενο απορρίπτεται

με προσοχή και συλλέγεται μικρή ποσότητα κυτταρικού υλικού από την επιφάνεια

της διαχωριστικής πηκτής. Το υλικό αυτό επαναιωρείται σε 1mL ισοτονικού

φυσιολογικού ορού. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 13.000 στροφές και

1μL από το υπερκείμενο τοποθετείται στην πλάκα-στόχο MALDI για ανάλυση

φάσματος (Εικόνα 14) (Azrad et al., 2019).
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7.2.2 Αξιολόγηση MALDI-TOF MS στην Άμεση Ταυτοποίηση

Εντεροβακτηριοειδών από Θετική Αιμοκαλλιέργεια

Η ανάλυση δεδομένων από πολυάριθμες ερευνητικές μελέτες υποστηρίζει την

υψηλή απόδοση της μεθόδου MALDI-TOF MS στην ταυτοποίηση

Εντεροβακτηριοειδών απευθείας από θετικές αιμοκαλλιέργειες. Τα ποσοστά

επιτυχούς ταυτοποίησης κυμαίνονται σε αρκετά υψηλά επίπεδα, με συγκεκριμένες

αναφορές να φτάνουν έως και το 96%, σύμφωνα με μετα-αναλύσεις και

συστηματικές ανασκοπήσεις (Florio et al., 2018; Morgenthaler and Kostrzewa, 2021).

Βάσει των δεδομένων από έρευνες τα αποτελέσματα που προκύπτουν από τη μέθοδο

ταυτοποίησης MALDI-TOF MS και αυτών από τις συμβατικές μεθόδους ανέρχονται

σε συμφωνία άνω του 95%, γεγονός που υποδηλώνει την αξιοπιστία των

αποτελεσμάτων (Florio et al., 2018).

Λαμβάνοντας υπόψιν προηγούμενες μελέτες, ο χρόνος ταυτοποίησης

μειώνεται σημαντικά σε σύγκριση με τις παραδοσιακές μεθόδους. Η μέθοδος

επιτρέπει την ταυτοποίηση στελέχους Εντεροβακτηριοειδών εντός 1-3 ωρών από τη

λήψη σήματος θετικής αιμοκαλλιέργειας, έναντι των 24-48 ωρών που απαιτούνται

για την ταυτοποίηση μέσω συμβατικών κλασικών μεθόδων (Morgenthaler and

Kostrzewa, 2021). Αναφορικά με την ποιότητα ταυτοποίησης, η ανάλυση

βαθμολογιών για τα Εντεροβακτηριοειδή λαμβάνει τιμές μεγαλύτερες του 2.3, η

οποία τιμή θεωρείται ως ασφαλής ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους (Πίνακας 4) (Florio

et al., 2018).

Πίνακας 4. Βαθμολογίες Ταυτοποίησης MALDI-TOF MS (Florio et al., 2018)

ΒΑΘΜΟΛΟΓΙΕΣ (SCORE) ΑΝΑΛΥΣΗ

<1.7
Μη αξιόπιστη ταυτοποίηση
(απαιτείται συμπληρωματική
ανάλυση)

2.0 - 2.3 Πιθανή ταυτοποίηση σε επίπεδο
είδους (περαιτέρω επιβεβαίωση)

>2.3 Ασφαλής ταυτοποίηση σε επίπεδο
είδους
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Τα πιο συχνά είδη των Εντεροβακτηριοειδών που προκαλούν λοιμώξεις

αιματικής ροής, όπως αναφέρθηκε και πιο πάνω, είναι τα βακτήρια E. coli και K.

pneumoniae, όπως και άλλα Εντεροβακτηριοειδή (Florio et al., 2018; Morgenthaler

and Kostrzewa, 2021).

Το ποσοστό επιτυχούς ταυτοποίησης του βακτηρίου E.coli μέσω της μεθόδου

MALDI-TOF MS κυμαίνεται μεταξύ 96,5% και 98,2%. Στην Εικόνα 15

παρουσιάζεται ενδεικτικά το φάσμα μαζών που λαμβάνεται για το συγκεκριμένο

είδος (Yu et al., 2018). Σε άλλη μελέτη οι χαρακτηριστικές κορυφές παρουσιάζονται

στις τιμές m/z 4365, 5030, 6310 και 9060 Da. Οι κορυφές αυτές αντιστοιχούν σε

ριβοσωμικές πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούν το ειδικό φασματογραφικό αποτύπωμα

(fingerprint) του είδους (Florio et al., 2018).

Εικόνα 15. Ανάλυση φάσματος (m/z) E. coli (Yu et al., 2018)

Το ποσοστό επιτυχίας ταυτοποίησης για το είδος K. pneumoniae κυμαίνεται

μεταξύ 95,8% και 97,6%. Στην Εικόνα 16 παρουσιάζεται ενδεικτικά το φάσμα μαζών

που λαμβάνεται για το συγκεκριμένο είδος (Cordovana et al., 2018). Με βάση άλλη

μελέτη οι κορυφές που ελήφθησαν και αφορούσαν την K. pneumoniae ήταν οι 4450

Da, 6105 Da, 7250 Da και 10400 Da. Οι κορυφές αυτές θεωρούνται χαρακτηριστικές

και χρησιμοποιούνται για την διάκριση μεταξύ των Klebsiella spp (Morgenthaler and

Kostrzewa, 2021).



70

Εικόνα 16. Ανάλυση φάσματος (m/z) K. pneumoniae (Cordovana et al., 2018)

7.2.3 Περιορισμοί Ταυτοποίησης Εντεροβακτηριοειδών από Θετική

Αιμοκαλλιέργεια

Παρά τα πλεονεκτήματά της, η εφαρμογή της μεθόδου στην ταυτοποίηση

Εντεροβακτηριοειδών από θετικές αιμοκαλλιέργειες παρουσιάζει και ορισμένους

σημαντικούς περιορισμούς. Η παρουσία περισσότερων του ενός παθογόνου σε θετική

καλλιέργεια αίματος επηρεάζει αρνητικά την ακρίβεια ταυτοποίησης. Η τεχνική

βασίζεται στην παραγωγή ενός μοναδικού αποτυπώματος φασμάτων, γεγονός που

καθιστάται δύσκολο όταν υπάρχουν πολυμικροβιακές λοιμώξεις (Idelevich et al.,

2018; Calderano et al., 2020). Στις περιπτώσεις όπου ο αριθμός των βακτηρίων στην

καλλιέργεια δεν είναι επαρκής, ενδέχεται να παρουσιαστεί λανθασμένη ταυτοποίηση

(Delport et al., 2022). Επιπλέον, βακτηριακά υπολείμματα από το θρεπτικό υλικό του

φιαλιδίου μπορεί να παρεμποδίσουν την ιοντοποίηση των βακτηριακών πρωτεϊνών.

Τέλος, η ακρίβεια της τελικής ταυτοποίησης εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την

έκταση και ποιότητα της φασματικής βάσης δεδομένων της μεθόδου. Περιορισμένη

εκπροσώπηση κάποιων Εντεροβακτηριοειδών στη βιβλιοθήκη ενδέχεται να οδηγήσει

σε χαμηλή βαθμολόγηση (Πίνακας 4) ή λάθος ταυτοποίηση (Oviano and Bou, 2019).

7.3 Εφαρμογή και αξιολόγηση της MALDI-TOF MS στην Άμεση Ταυτοποίηση

από Εγκεφαλονωτιαίο Υγρό

Η βακτηριακή μηνιγγίτιδα είναι μια κρίσιμη κατάσταση, που απαιτεί ταχεία

παρέμβαση. Επί του παρόντος, το πρώτο βήμα για την ανίχνευση των βακτηριακών

παθογόνων παραγόντων που ευθύνονται για τη μηνιγγίτιδα είναι η μικροσκόπηση

δείγματος εγκεφαλονωτιαίου υγρού (ΕΝΥ), πραγματοποιώντας αρχικά μια χρώση
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κατά Gram για να διαπιστωθεί εάν υπάρχουν βακτήρια. Οι ασθενείς με θετικά

επιχρίσματα λαμβάνουν θεραπεία με αντιβιοτικά ευρέος φάσματος με βάση τα

αποτελέσματα της χρώσης κατά Gram. Μέχρι σήμερα, μόνο ένας περιορισμένος

αριθμός μελετών έχει περιγράψει τη χρήση του MALDI-TOF MS για την άμεση

ανίχνευση μικροοργανισμών που προκαλούν βακτηριακή μηνιγγίτιδα (Tsuchida et al.,

2020). Διάφορες αναφορές έχουν περιγράψει την ταυτοποίηση Streptococcus

pneumoniae (Nyvang et al., 2010), K. pneumoniae (Segawa et al., 2014) και

Pasteurella multocida (Bardou et al., 2015), με εφαρμογή της μεθόδου απευθείας σε

δείγμα εγκεφαλονωτιαίου υγρού.

Η τεχνική MALDI-TOF MS εφαρμόστηκε σε 44 δείγματα ΕΝΥ, εκ των

οποίων τα 10 προέρχονταν από ασθενείς με μηνιγγίτιδα της κοινότητας και τα 34 από

ασθενείς με μετεγχειρητική μηνιγγίτιδα. Η μεθοδολογία επέδειξε ικανοποιητική

διαγνωστική απόδοση για Gram-αρνητικά βακτήρια και Εντεροβακτηριοειδή

αναγνωρίζοντας σωστά 17 από τα 21 δείγματα με θετικό άμεσο επίχρισμα

(ευαισθησία 81%, 95% CI: 64,2%–97,7%). Όλα τα δείγματα αυτής της ομάδας

προέρχονταν από ασθενείς που είχαν υποβληθεί σε νευροχειρουργική επέμβαση.

Αντιθέτως, η ταυτοποίηση Gram-θετικών κόκκων ήταν περιορισμένη, ενώ η

ανίχνευση Candida spp. απέτυχε και στα δύο θετικά δείγματα. Στην ομάδα της

μηνιγγίτιδας της κοινότητας, η τεχνική απέτυχε να ανιχνεύσει Streptococcus

pneumoniae σε όλα τα εξετασθέντα δείγματα (Bishop et al., 2018). Σε μια άλλη

μελέτη, όπου αναλύθηκε δείγμα ΕΝΥ μέσω MALDI-TOF MS, παρουσιάστηκαν

ενθαρρυντικά αποτελέσματα καθώς έγινε ταχεία διάγνωση βακτηριακής μηνιγγίτιδας

που προκλήθηκε από K. pneumoniae (Εικόνα 17) (Segawa et al., 2014).

Συμπερασματικά, η άμεση εφαρμογή της MALDI-TOF MS σε δείγματα ΕΝΥ

δεν φαίνεται να βελτιώνει τη διαγνωστική ακρίβεια σε λοιμώξεις που αποκτώνται

στην κοινότητα ή σε Gram-θετικά βακτήρια που προκαλούν μηνιγγίτιδα. Εντούτοις,

παρουσιάζει υψηλή χρησιμότητα στην ταχεία ταυτοποίηση Gram-αρνητικών

βακτηρίων σε περιβάλλοντα όπου τέτοιοι μικροοργανισμοί είναι διαδεδομένοι. Σε

τέτοιες περιπτώσεις, ο συνδυασμός της μεθόδου με την παραδοσιακή χρώση Gram

μπορεί να συνεισφέρει στην έγκαιρη έναρξη στοχευμένης εμπειρικής αντιβιοτικής

θεραπείας, πριν την έκδοση των τελικών αποτελεσμάτων καλλιέργειας (Bishop et al.,

2018).

Σύμφωνα με τους Christner et al. (2010), για την αξιόπιστη ταυτοποίηση

βακτηρίων σε θετικές αιμοκαλλιέργειες μέσω φασματομετρίας μάζας MALDI-TOF
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απαιτείται ελάχιστη συγκέντρωση της τάξεως των 10⁶ CFU/mL. Αντίστοιχες μελέτες

που εστίασαν στην άμεση ταυτοποίηση Εντεροβακτηριοειδών σε δείγματα ούρων

από λοιμώξεις του ουροποιητικού, προσδιόρισαν το κατώφλι ευαισθησίας περίπου

στα 10⁴–10⁶ CFU/mL (Ferreira et al., 2010b; Veron et al., 2015; Kim et al., 2015).

Εκτιμάται ότι απαιτείται παρόμοιο βακτηριακό φορτίο και για την αξιόπιστη ανάλυση

δειγμάτων εγκεφαλονωτιαίου υγρού (ΕΝΥ).

Εικόνα 17. Φάσμα MALDI-TOF MS δείγματος εγκεφαλονωτιαίου υγρού από ασθενή με

βακτηριακή μηνιγγίτιδα. Το φάσμα του δείγματος παρουσιάζεται στην επάνω στήλη και το

αντίστοιχο φάσμα της βάσης δεδομένων για την Klebsiella pneumoniae στην κάτω στήλη. Οι

πράσινες ράβδοι στην άνω στήλη υποδεικνύουν τις ταυτοποιημένες κορυφές με τη βάση

δεδομένων, οι κόκκινες τις μη ταυτοποιημένες κορυφές και οι κίτρινες τις ενδιάμεσες κορυφές

(Segawa et al., 2014)

7.3.1 Επεξεργασία Δείγματος ΕΝΥ

Για την απευθείας ταυτοποίηση από ΕΝΥ, 1 ml του δείγματος

φυγοκεντρείται για 30 δευτερόλεπτα στις 2.000 στροφές ανά λεπτό. Το υπερκείμενο,

στη συνέχεια, φυγοκεντρείται στις 13.000 στροφές (rpm) για 5 λεπτά και ακολουθεί

πλύση για το προκύπτον ίζημα με 1 mL απιονισμένου νερού τύπου HPLC. Έπειτα, το

εναιώρημα φυγοκεντρείται στις 13.000 στροφές ανά λεπτό για 5 λεπτά και το

υπερκείμενο απομακρύνεται. Το ξηρό ίζημα υποβάλλεται σε επεξεργασία με ίσες
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ποσότητες μυρμηκικού οξέος 70% και ακετονιτριλίου (20-50μL του καθενός από τα

αντιδραστήρια), για 1 λεπτό ώστε να πραγματοποιηθεί εκχύλιση του πρωτεϊνών των

βακτηριακών κυττάρων. Το εκχύλισμα φυγοκεντρείται εκ νέου στις 13.000 στροφές

ανά λεπτό για 2 λεπτά και ένα 1 μl από το υπερκείμενο τοποθετείται στην πλάκα-

στόχο MALDI-TOF-MS και αφήνεται να στεγνώσει. Οι κηλίδες επικαλύπτονται με 1

μL διαλύματος μήτρας (HCCA) και, μετά την ξήρανση, η πλάκα τοποθετείται στον

αναλυτή MALDI-TOF-MS. Για την απόδοση αποτελέσματος χρειάζεται περίπου 1

ώρα για κάθε δείγμα (Bishop et al., 2018) .

8. MALDI-TOF MS και Έλεγχος Αντιμικροβιακής Αντοχής

Η αξιολόγηση της αντοχής των παθογόνων στα αντιμικροβιακά αποτελεί

βασικό στοιχείο για την επιλογή της κατάλληλης θεραπευτικής αγωγής, καθώς και

την ταυτοποίησή τους. Η ανθεκτικότητα στα αντιμικροβιακά μπορεί να προκύψει,

όπως αναφέρθηκε, λόγω διαφόρων μηχανισμών, όπως η παραγωγή ενζύμων που

αδρανοποιούν τα αντιβιοτικά (Shakil et al., 2008), η υπερέκφραση αντλιών εκροής

(Nikaido, 2003), η τροποποίηση της κυτταρικής μεμβράνης και η παραγωγή

προστατευτικών πρωτεϊνών στα σημεία δράσης των αντιμικροβιακών (Strahilevitz et

al., 2009). Επιπλέον, η τροποποίηση των ενζύμων που μειώνουν την ευαισθησία των

βακτηρίων και η προσαρμογή των μεταβολικών οδών που εμπλέκονται στην

απόκριση στα αντιμικροβιακά παίζουν καθοριστικό ρόλο. Η φασματομετρία μάζας

MALDI-TOF αποτελεί μια καινοτόμο τεχνολογία που έχει φέρει επανάσταση στον

τομέα της μικροβιολογικής διαγνωστικής, επιταχύνοντας τη διαδικασία ταυτοποίησης

παθογόνων, αλλά και την ανίχνευση της αντοχής στα αντιβιοτικά σε σύγκριση με τις

κλασικές μεθόδους, όπως οι δοκιμασίες ευαισθησίας (AST) και οι τεχνικές μοριακής

ανάλυσης (π.χ. PCR) (Vrioni et al., 2018).

Η φασματομετρία MALDI-TOF MS έχει τη δυνατότητα να επιταχύνει

σημαντικά την ανίχνευση της αντοχής σε σύγκριση με τις κλασικές AST μεθόδους.

Συγκεκριμένα, τέσσερις διαφορετικές μεθοδολογίες (Vrioni et al., 2018) έχουν

περιγραφεί:

1. Φασματική Ανάλυση Αντοχής: Ανίχνευση μοτίβων φασμάτων σε

ανθεκτικά και ευαίσθητα στελέχη και σύγκριση αυτών (Kostrzewa et al., 2013;

Sparbier et al., 2016). Η μεθοδολογία αυτή βασίζεται στην αναγνώριση διακριτών
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διαφορών στα φάσματα μάζας MALDI-TOF μεταξύ ευαίσθητων και ανθεκτικών

στελεχών ενός δεδομένου μικροοργανισμού, χρησιμοποιώντας την κλασική

προσέγγιση τυποποίησης.

2. Υδρόλυση β-λακταμών (MBT-STAR-BL Assay): Παρακολούθηση της

υδρόλυσης των αντιβιοτικών μετά από επώαση με το βακτηριακό παθογόνο. Η

υδρόλυση των β-λακταμών ανιχνεύεται μέσω της παρατήρησης ειδικών

μετατοπίσεων μάζας μετά από επώαση 30–180 λεπτών του παθογόνου με το προς

εξέταση αντιβιοτικό. Η παρουσία αυτών των μεταβολών υποδηλώνει την ύπαρξη

δραστηριότητας β-λακταμάσης.

3. Χρήση ισοτοπικά επισημασμένων αμινοξέων (MBT-RESIST Assay) για

την εκτίμηση της σύνθεσης νέων πρωτεϊνών υπό την επόδραση αντιβιοτικού. Η

τεχνική βασίζεται στην ενσωμάτωση σημασμένων αμινοξέων σε νεοσυντιθέμενες

βακτηριακές πρωτεΐνες. Η ποσότητα των σημασμένων αμινοξέων που

ενσωματώνονται σε συνθήκες παρουσίας αντιβιοτικού χρησιμοποιείται για να

εκτιμηθεί η ευαισθησία ή η αντοχή του στελέχους (Hrabak et al., 2011; Sparbier et al.,

2012).

4. Αξιολόγηση της βακτηριακής ανάπτυξης με και χωρίς την παρουσία

αντιβιοτικού με χρήση εσωτερικού προτύπου (MBT-ASTRA), μέσω ποσοτικής

φασματομετρικής σύγκρισης. Τα βακτήρια επωάζονται για σύντομο χρονικό διάστημα,

το οποίο εξαρτάται από το είδος του μικροοργανισμού και το αντιβιοτικό. Στη

συνέχεια, λύονται και το προκύπτον φάσμα συγκρίνεται με το εσωτερικό πρότυπο. Η

απουσία ανάπτυξης (ευαισθησία) εκδηλώνεται με χαμηλής έντασης κορυφές μάζας,

ενώ η κανονική ανάπτυξη (αντοχή) αντιστοιχεί σε υψηλής έντασης πρωτεϊνικές

κορυφές (Lange et al., 2014).

Μια ιδιαίτερα σημαντική κατηγορία ανθεκτικών βακτηρίων είναι αυτά που

παράγουν β-λακταμάσες, ικανά να υδρολύουν τα αντιβιοτικά β-λακτάμης. Η τεχνική

MALDI-TOF MS έχει χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση της δραστηριότητας των β-

λακταμασών μέσω διαφορών στη μοριακή μάζα πριν και μετά την υδρόλυση, όπως

απεικονίζεται στα φάσματα μάζας (Hrabak et al., 2013). Ενδεικτική είναι η μελέτη

των Camara et al. (2007), όπου οι ερευνητές εντόπισαν ένα διακριτό φάσμα μάζας —

χαρακτηριστική κορυφή β- λακταμάσης - σε ανθεκτικά στελέχη E.coli, συγκρίνοντάς

το με τα φάσματα ευαίσθητων στελεχών. Μετά από συγκαλλιέργεια του ανθεκτικού

στελέχους με αμπικιλλίνη σε ζωμό Luria-Bertani και εξαγωγή πρωτεϊνών με διάλυμα

μυρμηκικού οξέος–ισοπροπυλικής αλκοόλης–ύδατος, το δείγμα υποβλήθηκε σε
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ανάλυση με MALDI-TOF MS με χρήση SA ως μήτρα και ανιχνεύθηκε μέσω

MALDI-TOF MS μια κορυφή β-λακταμάσης (Εικόνα 18) περίπου στα 29 kDa

(Camara et al., 2007).
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Εικόνα 18. Παραδείγματα φασμάτων μάζας MALDI TOF MS α) κυττάρων άγριου στελέχους
E.coli που αναπτύχθηκε σε υγρό μέσο Luria-Bertani (LB), β) κυττάρων στελέχους E.coli
ανθεκτικού στην αμπικιλλίνη που αναπτύχθηκε σε υγρό μέσο LB-αμπικιλλίνης και γ) κυττάρων
στελέχους E.coli ανθεκτικού στην αμπικιλλίνη που αναπτύχθηκε σε υγρό μέσο LB. Οι κορυφές
που είναι κοινές σε όλα τα δείγματα επισημαίνονται με αστερίσκους και οι κορυφές που είναι
κοινές μόνο σε δείγματα ανθεκτικά στην αμπικιλλίνη επισημαίνονται με σταυρούς (Camara et
al., 2007).
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Παρότι η ταυτοποίηση βακτηρίων μέσω MALDI-TOF είναι ακριβής σε

επίπεδο είδους, η διάκριση ανθεκτικών από ευαίσθητα στελέχη παραμένει δύσκολη,

απαιτώντας την εφαρμογή επιπλέον δοκιμασιών ευαισθησίας στα αντιβιοτικά (AST).

Η ακρίβεια της μεθόδου MALDI-TOF ενισχύεται με την ανάπτυξη βάσεων

δεδομένων πρωτεϊνικών αποτυπωμάτων ανθεκτικών στελεχών, την ανάλυση

τροποποιήσεων στους στόχους δράσης των αντιβιοτικών και την ποσοτική μελέτη

των μηχανισμών εκροής και εισροής φαρμάκων (Hrabak et al., 2013).

Η άμεση ανίχνευση πρωτεϊνών που σχετίζονται με την αντιμικροβιακή αντοχή

θεωρείται ιδανική προσέγγιση και ερευνάται διαρκώς. Παρόλα αυτά, δεν είναι

πάντοτε επιτυχής, καθώς η μέθοδος δεν χρησιμοποιείται ευρέως, λόγω

συγκεκριμένων περιορισμών. Τα μεγάλα μοριακά βάρη των προσδιοριστών αντοχής

καθιστούν δύσκολη την ανίχνευσή τους στο φάσμα ρουτίνας για την ταυτοποίηση

ειδών, ενώ η χαμηλή παραγωγή των σχετικών πρωτεϊνών οδηγεί σε αδύναμα σήματα

και δυσδιάκριτες κορυφές. Η επιτυχής ανίχνευση απαιτεί συχνά ενίσχυση των

προσδιοριστών αντιμικροβιακής αντοχής (Schaumann et al., 2012) ώστε να αυξηθεί η

ποσότητα της πρωτεΐνης και να γίνει ανιχνεύσιμη. Επιτυχημένα παραδείγματα

εφαρμογής του MALDI-TOF MS περιλαμβάνουν την ανίχνευση της πενικιλλινάσης

TEM-1 (Camara et al., 2007), της πλασμιδιακής AmpC β-λακταμάσης CMY-2 στα

39800 m/z και της καρβαπενεμάσης της K. pneumoniae KPC-2 στα 28544 m/z

(Espinosa et al., 2018). Επιπλέον, πρόσφατα δεδομένα υποδηλώνουν την ύπαρξη

εναλλακτικών κορυφών μάζας για την KPC, πιθανώς λόγω διαφοροποιήσεων των

υποτύπων της (Yoon et al., 2020). Σύμφωνα με τη μελέτη των Oviano and Bou, για

την ανίχνευση φάσματος β-λακταμασών παρουσιάζεται ευαισθησία 91,1% και

ειδικότητα 92%, ενώ για καρβαπενεμάσες 96,2% και 99,2% αντίστοιχα (Oviano and

Bou, 2019).

Η τεχνική MALDI-TOF MS μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για την

ανίχνευση απώλειας πορινών, όπως η OmpK36 σε στελέχη K. pneumoniae, μέσω

απουσίας χαρακτηριστικών κορυφών στα 38000 m/z και 19000 m/z (Hu et al., 2015).

Τέλος, η υπερέκφραση συστημάτων εκροής, που συσχετίζεται με

πολυανθεκτικότητα σε Gram-αρνητικά βακτήρια, αποτελεί έναν ακόμη πιθανό στόχο

(Cai et al., 2012), αν και αν και η ποσοτική ανάλυσή τους μέσω MALDI-TOF MS

παραμένει αναποτελεσματική. Εναλλακτικά, η υγρή χρωματογραφία συνδυασμένη με

φασματομετρία μάζας (LC-MS) παρέχει αυξημένη ευαισθησία και αξιοπιστία

(Cecchini et al., 2018).
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Παρόλο που οι μελέτες με το σύστημα VITEK MS είναι ακόμη περιορισμένες,

η χρήση του επικεντρώνεται κυρίως στην ανάλυση της υδρόλυσης καρβαπενεμών

που επάγεται από Εντεροβακτηριοειδή όταν παράγουν καρβαπενεμάσες (Carvalhaes

et al., 2015).

8.1 Ανίχνευση Δραστικότητας β-λακταμάσης

Η τεχνική MALDI-TOF, όπως αναφέρθηκε, έχει αποδειχθεί αποτελεσματική

στην ανίχνευση της ευαισθησίας στα β-λακταμικά αντιβιοτικά, εντοπίζοντας το

υδρολυμένο αντιβιοτικό που παραμένει μετά τη δράση της β-λακταμάσης (Kostrzewa

et al., 2013). Η εφαρμογή αυτής της μεθοδολογίας έχει αποδειχθεί για διάφορα

αρνητικά κατά Gram βακτήρια, όπως E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa,

A.baumannii και E.cloacae, καθώς και για αντιβιοτικά όπως η αμπικιλλίνη, η

πιπερακιλλίνη, η κεφοταξίμη, η κεφταζιδίμη, η ερταπενέμη, η ιμιπενέμη και η

μεροπενέμη. Ιδιαίτερο επιστημονικό ενδιαφέρον έχει η ανίχνευση της αντοχής στις

καρβαπενέμες με MALDI-TOF MS, καθώς αποτελεί ένα από τα πλέον μελετημένα

θέματα. Οι Hrabák et al. ανέπτυξαν μια καινοτόμο μέθοδο που επιτρέπει την

ανίχνευση των προϊόντων αποικοδόμησης των καρβαπενεμών από ανθεκτικά στις

καρβαπενέμες παθογόνα (Hrabak et al., 2011). Αντίστοιχα, οι Sakarikou et al.

πραγματοποίησαν μελέτη για την ταχεία ανίχνευση της παραγωγής καρβαπενεμάσης

από στελέχη K. pneumoniae απευθείας από καλλιέργειες αίματος χρησιμοποιώντας

MALDI-TOF και απέδειξαν ότι το σύστημα μπορεί να ανιχνεύσει την υδρόλυση των

β-λακταμών μετά από σύντομη επώαση των Gram-αρνητικών στελεχών με το

αντιβιοτικό (Sakarikou et al., 2017). Παράλληλα, οι Oviaño et al. ανέπτυξαν μια

εξαιρετικά ευαίσθητη μέθοδο για την ανίχνευση Enterobacteriaceae που παράγουν β-

λακταμάσες εκτεταμένου φάσματος (ESBL) απευθείας από θετικές καλλιέργειες

αίματος με τη χρήση MALDI-TOF. Σε αυτή τη μελέτη, η δραστικότητα της β-

λακταμάσης αξιολογήθηκε μέσω του προφίλ των κορυφών που σχετίζονται με τα

αντιβιοτικά κεφοταξίμη και κεφταζιδίμη και τις υδρολυμένες μορφές τους. Επιπλέον,

προστέθηκε κλαβουλανικό οξύ για την εξακρίβωση της παρουσίας μη-ESBL

μηχανισμών, ενώ η συνολική ευαισθησία της μεθόδου προσδιορίστηκε στο 99% με

χρόνο ανάλυσης περίπου 90 λεπτά (Oviano et al., 2014).

Τέλος σε μεταγενέστερη μελέτη, οι ερευνητές παρουσιάζουν μια πλήρη

προσέγγιση βασισμένη στο MALDI για την ανίχνευση στελεχών K. pneumoniae που
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παράγουν KPC, καρβαπενεμάσης που κωδικοποιείται σε πλασμίδιο, η οποία

επιτυγχάνεται με την αυτοματοποιημένη ανίχνευση μιας κορυφής ειδικής για KPC

(στα 11109 m/z) από έναν ειδικό αλγόριθμο ενσωματωμένο στο σύστημα MALDI

Biotyper (Bruker Daltonik) και την επιβεβαίωση της δραστικότητας της

καρβαπενεμάσης με τη δοκιμασία υδρόλυσης ιμιπενέμης STAR-Carba (Εικόνα

19). Η εν λόγω μέθοδος, η οποία μπορεί να εφαρμοστεί τόσο σε υλικό αποικίας όσο

και απευθείας σε θετικές αιμοκαλλιέργειες, προσφέρει το μοναδικό πλεονέκτημα της

ταυτόχρονης ανίχνευσης, σε πραγματικό χρόνο, δεικτών αντοχής στα αντιβιοτικά και

της ταυτοποίησης μικροβιακών ειδών. Η συνδυαστική αυτή προσέγγιση καθιστά τη

μέθοδο ένα ιδιαίτερα πολύτιμο διαγνωστικό εργαλείο, ικανό να προσφέρει έγκαιρη

προειδοποίηση για την παρουσία στελεχών που παράγουν καρβαπενεμάσες τύπου

KPC (Cordovana et al., 2018).
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Εικόνα 19. Ανάλυση φάσματος (m/z) K. pneumoniae. Η κορυφή που σχετίζεται με το πλασμίδιο

pKpQIL στα φάσματα μάζας MALDI του K. pneumoniae. Το άνω φάσμα δείχνει αρνητικό

δείγμα, χωρίς τη συγκεκριμένη κορυφή. Το κάτω φάσμα δείχνει στέλεχος που παράγει KPC και

εμφανίζει την συγκεκριμένη κορυφή (11109 m/z)

Βάσει αλγορίθμου (Α) KPC-θετικό στέλεχος K. pneumoniae με κορυφή για το πλασμίδιο

pKpQIL. (Β) KPC-αρνητικό στέλεχος (Cordovana et al., 2018).
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8.1.1 Περιορισμοί Ανίχνευσης Δραστικότητας β-λακταμασών

Παρά την πληθώρα πλεονεκτημάτων που προσφέρει η MALDI-TOF MS, η

εφαρμογή της στην ανίχνευση μηχανισμών αντοχής και συγκεκριμένα η ανίχνευση β-

λακταμασών, συνοδεύεται από σημαντικά μειονεκτήματα που περιορίζουν τη

διαγνωστική της αξία ως αυτόνομη τεχνική (Anantharajah et al., 2019). Ένας από

τους κυριότερους περιορισμούς είναι το γεγονός ότι η τεχνική δεν ανιχνεύει άμεσα τις

β-λακταμάσες. Αντίθετα, βασίζεται στην παρακολούθηση της υδρόλυσης των β-

λακταμικών αντιβιοτικών καταγράφοντας τη μεταβολή της μοριακής τους μάζας. Η

διαδικασία αυτή προϋποθέτει την ενεργή έκφραση της εκάστοτε β-λακταμάσης από

το βακτήριο κατά τη διάρκεια της ανάλυσης, ενώ πρέπει να διερευνηθεί η

αποτελεσματικότητά της στην ανίχνευση β λακταμάσης με χαμηλό επίπεδο έκφρασης

(Sparbier et al., 2012). Επιπλέον, η τεχνική αδυνατεί να διαχωρίσει με ακρίβεια

μεταξύ διαφορετικών τύπων ή υποτύπων β-λακταμασών, καθώς πολλά από αυτά τα

ένζυμα προκαλούν παρόμοια πρότυπα υδρόλυσης. Έτσι, η MALDI-TOF MS δεν

επαρκεί για την ταυτοποίηση του ακριβούς τύπου β-λακταμάσης, κάτι που είναι

κρίσιμο για την επιδημιολογική παρακαλούθηση και επιλογή θεραπείας (Oviano and

Bou, 2019). Παράλληλα, η μέθοδος δεν παρέχει γενετική πληροφορία, καθώς δεν

εντοπίζει τα υπεύθυνα γονίδια αντοχής όπως blaKPC ή blaNDM, κάτι που επιτυγχάνεται

μόνο μέσω μοριακών τεχνικών ή αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώματος. Ένα

ακόμη πρακτικό ζήτημα αφορά το χρόνο ανάλυσης, όπου για την ανίχνευση β-

λακταμασών απαιτούνται 1-3 ώρες επώαση, ώστε να πραγματοποιηθεί επαρκής

υδρόλυση του αντιβιοτικού. Όσον αφορά την ευαισθησία και την ειδικότητα, έχει

διαπιστωθεί πως η μέθοδος αποδίδει ικανοποιητικά στην ανίχνευση ορισμένων

κατηγοριών β-λακταμασών, όπως οι καρβαπενεμάσες, ενώ παρουσιάζει μειωμένη

απόδοση σε άλλες, όπως οι εκτεταμένου φάσματος β-λακταμάσες (Cordovana et al.,

2018). Τέλος, αξίζει να σημειωθεί πως, ενώ έχουν αναπτυχθεί εμπορικά διαθέσιμα

πρωτόκολλα ή κιτ για την ανίχνευση ορισμένων τύπων καρβαπενεμασών, δεν

υπάρχει επαρκής ταυτοποίηση για άλλες κατηγορίες, όπως οι OXA-48, ESBLs και

AmpC, γεγονός που περιορίζει την ευρεία εφαρμογή της τεχνικής (Oviano and Bou,

2019).
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8.2 Ανίχνευση Πορινών

Μεταξύ των μηχανισμών που συμβάλλουν στην ανθεκτικότητα έναντι των

αντιμικροβιακών (Εικόνα 20) είναι η διαφοροποίηση της δομής ή η απώλεια των

πορινών. Οι Cai et al. κατάφεραν να ανιχνεύσουν την αλλοίωση των πορινών σε

στελέχη Klebsiella spp. χρησιμοποιώντας τη μέθοδο MALDI-TOF (Cai et al., 2012).

Στη μελέτη τους ανέλυσαν πέντε απομονωμένα στελέχη K. pneumoniae ευαίσθητα

στις καρβαπενέμες και επτά ανθεκτικά στις καρβαπενέμες, εξάγοντας και μελετώντας

τις πρωτεΐνες της εξωτερικής μεμβράνης. Η ανάλυση με MALDI-TOF κατέδειξε την

απώλεια συγκεκριμένων πορινών στα ανθεκτικά στελέχη, στοιχείο που σχετίζεται με

τον μηχανισμό αντοχής. Αντίστοιχα, οι Hu et al. το 2015, πραγματοποίησαν

παρόμοια μελέτη, εξετάζοντας στελέχη E. coli και K. pneumoniae. Από τα δείγματα

που αναλύθηκαν, ένα στέλεχος E. coli βρέθηκε ευαίσθητο στις καρβαπενέμες, ενώ

οκτώ εμφάνισαν ανθεκτικότητα ή μειωμένη ευαισθησία (Hu et al., 2015). Παράλληλα,

ένα στέλεχος K. pneumoniae ήταν ευαίσθητο στις καρβαπενέμες, ενώ έξι

παρουσίασαν αντοχή ή μειωμένη ευαισθησία, επιβεβαιώνοντας την επίδραση των

αλλαγών της δομής των πορινών στον μηχανισμό ανθεκτικότητας (Hu et al., 2015).

Εικόνα 20. Προσεγγίσεις MALDI-TOF MS για αντιμικροβιακή αντοχή (Yoon and Jeong, 2021)
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9. Πλεονεκτήματα και Περιορισμοί MALDI-TOF MS

Η μεθοδολογία MALDI-TOF MS αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο για την

ταυτοποίηση μικροοργανισμών, προσφέροντας σημαντικά οφέλη, αλλά και

ορισμένους περιορισμούς. Στον Πίνακα 5 παρατίθεται συγκριτική επισκόπηση των

σημαντικότερων πλεονεκτημάτων και μειονεκτημάτων των διαθέσιμων μεθόδων

ταυτοποίησης μικροβίων. Ένα από τα βασικά πλεονεκτήματα της MALDI-TOF MS

είναι το χαμηλό κόστος, που την καθιστά προσιτή τόσο για διαγνωστικές όσο και για

ερευνητικές εφαρμογές. Επιπλέον, ο χρόνος επεξεργασίας των απομονωμένων

στελεχών και των δειγμάτων από το εργαστηριακό προσωπικό είναι μικρός, γεγονός

που συμβάλλει στην ταχεία λήψη αποτελεσμάτων. Η μέθοδος προσφέρει υψηλή

ακρίβεια στην ταυτοποίηση των μικροοργανισμών, φτάνοντας έως και 95% σε

επίπεδο είδους, κάτι που ενισχύει την αξιοπιστία της στην κλινική πράξη (Darie-Ion

et al., 2022).

Ωστόσο, η τεχνική παρουσιάζει και ορισμένους περιορισμούς που επηρεάζουν

την ευρύτερη εφαρμογή της. Ένα από τα μεγαλύτερα μειονεκτήματά της είναι η

χαμηλή αναλυτική ευαισθησία, η οποία περιορίζει την ικανότητά της να διακρίνει

μεταξύ συγγενικών ειδών που παρουσιάζουν γενετικές ομοιότητες. Επιπλέον, δεν

είναι σε θέση να ανιχνεύει μικρές συγκεντρώσεις βακτηρίων σε στείρα βιολογικά

υγρά, όπως το ΕΝΥ, κάτι που αποτελεί σημαντικό περιορισμό στη διαγνωστική της

εφαρμογή (Darie-Ion et al., 2022). Ένα ακόμη κρίσιμο ζήτημα αφορά την εξάρτηση

της μεθόδου από τη βάση δεδομένων των φασμάτων, η οποία, μέχρι σήμερα,

βρίσκεται σε στάδιο πειραματικής ανάπτυξης. Ο βαθμός κάλυψης των μικροβιακών

ειδών εντός της βάσης καθορίζει άμεσα τόσο την ακρίβεια όσο και το εύρος των

ταυτοποιήσεων που μπορούν να επιτευχθούν μέσω της τεχνολογίας MALDI-TOF MS

(Han et al., 2021). Επιπλέον, για τη σωστή λειτουργία της μεθόδου απαιτούνται

βακτηριακές αποικίες, οι οποίες πρέπει να έχουν ληφθεί μέσω καλλιέργειας που έχει

προηγηθεί. Δεδομένου ότι ο συνολικός ρυθμός θετικής καλλιέργειας από κλινικά

δείγματα είναι γενικά χαμηλός, αυτό το χαρακτηριστικό μπορεί να μειώσει την

αποτελεσματικότητα της τεχνικής στην κλινική διάγνωση (Yi et al., 2018). Τέλος,

περιορισμοί που σχετίζονται με την ανίχνευση αντοχής είναι ο περιορισμένος αριθμός

μηχανισμών αντοχής που μπορούν να αναγνωριστούν με MALDI-TOF MS εάν

επιλεγούν μόνο δοκιμασίες που περιλαμβάνουν ενζυμική δραστηριότητα βακτηρίων

και καθυστερημένος χρόνος απόκρισης εάν μετρηθούν οι επιδράσεις των
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αντιβιοτικών στην βακτηριακή ανάπτυξη, όπως επίσης και η δυσκολία της μεθόδου

να ταυτοποιεί το είδος της β-λακταμάσης, γεγονός που περιορίζει το θεραπευτικό

σχήμα, καθώς βασίζεται κυρίως στον τύπο των β-λακταμασών που παράγονται από

τα βακτηριακά κύτταρα (Oviano and Bou, 2019).

Για την αντιμετώπιση αυτών των περιορισμών, έχουν αναπτυχθεί διάφορες

στρατηγικές βελτίωσης. Ο εμπλουτισμός βακτηρίων με μαγνητικά σφαιρίδια

επιτρέπει την καλύτερη ανίχνευση μικροοργανισμών στο αίμα, ενώ οι τεχνικές

μικρορευστότητας μπορούν να μειώσουν ή ακόμα και να καταργήσουν την ανάγκη

για καλλιέργεια (Zhu et al., 2018). Παράλληλα, η ανάπτυξη νέων υποστρωμάτων ή

τεχνικών ενίσχυσης επιφανείας επιτρέπει την ανίχνευση περισσότερων μοριακών

πληροφοριών, αυξάνοντας έτσι την ακρίβεια της ταυτοποίησης. Επιπλέον, η

συνδυαστική χρήση της MALDI-TOF MS με φασματομετρία μάζας υψηλής

ανάλυσης μπορεί να προσφέρει μεγαλύτερη ειδικότητα, ενώ η εξέλιξη των

αλγορίθμων ανάλυσης δεδομένων διευκολύνει την ταυτοποίηση μικτών βακτηριακών

πληθυσμών, την ανίχνευση ανθεκτικών στα αντιμικροβιακά βακτηρίων, καθώς και

την αναγνώριση παραγόντων παθογένειας (Yang et al., 2017). Με τη συνεχή εξέλιξη

αυτών των τεχνολογιών, η φασματομετρία μάζας MALDI-TOF αναμένεται να

καταστεί ακόμη πιο αξιόπιστο και αποτελεσματικό εργαλείο στη μικροβιολογική

διάγνωση, διευρύνοντας τις εφαρμογές της και συμβάλλοντας σημαντικά στη

βελτίωση των διαγνωστικών διαδικασιών.
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Πίνακας 5. Σύγκριση μεθόδων ταυτοποίησης, παρουσίαση πλεονεκτημάτων και
μειονεκτημάτων

Μέθοδος
Ανίχνευσης

Πλεονεκτήματα Μειονεκτήματα

Συμβατική
Καλλιέργεια

-Ευαίσθητη
-Οικονομική

-Χρονοβόρα
-Απαιτούνται 24-48h

Ανοσολογικές
Μέθοδοι

-Ταχύτερες από
συμβατικές
-Ανίχνευση
μικροοργανισμών
και τοξινών τους

-Λιγότερο ευαίσθητες και ειδικές
-Περιορισμένη εφαρμογή

Υβριδισμός
φθορισμού in situ
(FISH)

-Ταχεία ανίχνευση
και ταυτοποίηση
απευθείας από
δείγμα

-Περιορισμός λόγω διαθεσιμότητας
ειδικών αντιγόνων

Μοριακές Μέθοδοι
-Real-time PCR
-Multiplex PCR

-Όχι
προαπαιτούμενη
καλλιέργεια
-Μειωμένος
κίνδυνος μόλυνσης
-Ανίχνευση πολλών
παθογόνων
ταυτόχρονα

-Ακριβός εξοπλισμός
-Απαιτεί εκπαιδευμένο προσωπικό

Αλληλούχηση DNA -Ανίχνευση
δύσκολων
μικροοργανισμών

-Εκπαιδευμένο προσωπικό
-Κοστοβόρα
-Ακατάλληλη για ρουτίνα

Μικροσυστοιχίες
(Microarrays)

-Μαζική ανίχνευση
και ταυτοποίηση
πολλών παθογόνων
ταυτόχρονα

-Εκπαιδευμένο προσωπικό
-Ακριβή

Αντίδραση Ισόθερμης
Ενίσχυσης Βρόχου
(LAMP assay)

-Εύχρηστη
-Όχι
εξειδικευμένος
εξοπλισμός

-Περιορισμένος αριθμός
μικροοργανισμών

Μεταγενωματική
Ανάλυση
(Metagenomic assay)

-Ταχεία ανίχνευση
παθογόνων

-Χρονοβόρα
-Εκπαιδευμένο προσωπικό

MALDI-TOF MS -Ταχεία
-Ακριβής
-Χαμηλό κόστος
-Όχι εκπαιδευμένο
προσωπικό

-Υψηλό κόστος αρχικού
εξοπλισμού
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Συμπέρασμα
Η παρούσα διπλωματική εργασία εξέτασε σε βάθος τη χρήση της

φασματομετρίας μάζας τύπου MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption

Ionization Time-of-Flight) ως εργαλείου ταυτοποίησης και ελέγχου της

αντιμικροβιακής αντοχής σε στελέχη Εντεροβακτηριοειδών, εστιάζοντας τόσο στη

μεθοδολογική τεκμηρίωση όσο και στις δυνατότητες εφαρμογής της τεχνικής στην

καθημερινή μικροβιολογική πρακτική.

Σε ένα περιβάλλον όπου η ταχεία εξάπλωση πολυανθεκτικών βακτηρίων, και

ειδικότερα των ανθεκτικών στις καρβαπενέμες Εντεροβακτηριοειδών, αποτελεί

μείζονα απειλή για τη δημόσια υγεία, η ανάγκη για διαγνωστικές μεθόδους υψηλής

απόδοσης, ταχύτητας και αξιοπιστίας καθίσταται επιτακτική. Η μέθοδος MALDI-

TOF MS ανταποκρίνεται σε αυτήν την ανάγκη, προσφέροντας τη δυνατότητα άμεσης

ταυτοποίησης μικροοργανισμών σε επίπεδο γένους και είδους εντός λίγων λεπτών, με

χαμηλό κόστος ανά δείγμα και χωρίς την ανάγκη σύνθετων προπαρασκευαστικών

διαδικασιών. Το θεμελιώδες πλεονέκτημα της τεχνικής έγκειται στην αξιοποίηση του

πρωτεϊνικού προφίλ κάθε βακτηριακού στελέχους, το οποίο λειτουργεί ως μοναδικό

«φασματικό αποτύπωμα». Μέσω της σύγκρισης με βιβλιοθήκες αναφοράς,

καθίσταται δυνατή η γρήγορη και ακριβής ταυτοποίηση, ακόμη και σε περιπτώσεις

που οι συμβατικές φαινοτυπικές, βιοχημικές ή μοριακές μέθοδοι παρουσιάζουν

περιορισμούς. Επιπλέον, η τεχνική MALDI-TOF μπορεί να εφαρμοστεί απευθείας σε

θετικές αιμοκαλλιέργειες ή δείγματα ούρων, εξαλείφοντας την ανάγκη για

προηγηθείσα καλλιέργεια και επιταχύνοντας την κλινική λήψη αποφάσεων. Η

ανάλυση των στρατηγικών προετοιμασίας δείγματος (απευθείας τοποθέτηση,

εκχύλιση επί στόχου, πλήρης εκχύλιση) κατέδειξε ότι η επιλογή της κατάλληλης

μεθοδολογίας επηρεάζει καθοριστικά την απόδοση της τεχνικής. Σε Gram-αρνητικά

βακτήρια, όπως τα Εντεροβακτηριοειδή, η απευθείας μέθοδος προσφέρει

ικανοποιητικά ποσοστά ταυτοποίησης, ενώ για Gram-θετικά ή αναερόβια στελέχη, η

εφαρμογή επιπλέον επεξεργασίας (π.χ. φορμικό οξύ, ακετονιτρίλιο) ενισχύει

σημαντικά την ακρίβεια και τη διακριτική ικανότητα του φάσματος. Ιδιαίτερη

έμφαση δόθηκε στην ικανότητα της MALDI-TOF MS μεθοδολογίας να συμβάλλει

και στον έλεγχο αντιμικροβιακής αντοχής, πέραν της ταυτοποίησης. Οι σύγχρονες

προσεγγίσεις για την ανίχνευση παραγωγής καρβαπενεμασών, όπως μέσω

φασματομετρικής καταγραφής της υδρόλυσης αντιβιοτικών, παρέχουν τη δυνατότητα
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λειτουργικής αξιολόγησης των μηχανισμών αντοχής σε πραγματικό χρόνο. Αυτό

αποτελεί σημαντική καινοτομία, ιδίως σε περιβάλλοντα με περιορισμένους πόρους,

όπου η χρήση μοριακών μεθόδων δεν είναι πάντα εφικτή.

Παρά τα πολλαπλά πλεονεκτήματα, η τεχνική παρουσιάζει και ορισμένους

περιορισμούς. Η διακριτική της ικανότητα είναι στενά συνδεδεμένη με την

πληρότητα και ποιότητα των φασματικών βιβλιοθηκών. Ελλείψεις στη βάση

δεδομένων μπορεί να οδηγήσουν σε ψευδώς αρνητικά ή ασαφή αποτελέσματα,

ιδιαίτερα για σπάνια ή περιβαλλοντικά στελέχη. Επίσης, η διαφοροποίηση συγγενών

ειδών, όπως Escherichia coli και Shigella spp., παραμένει προβληματική λόγω

υψηλής ομοιότητας στα προφίλ φασμάτων τους. Επιπλέον, η απόδοση της τεχνικής

μπορεί να επηρεάζεται από εξωγενείς παράγοντες, όπως οι συνθήκες καλλιέργειας, η

φάση ανάπτυξης του μικροοργανισμού, ή η παρουσία επιμολυντικών ουσιών.

Επομένως, απαιτείται τυποποίηση των διαδικασιών και επαρκής εκπαίδευση του

προσωπικού, ώστε να διασφαλίζεται η αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Η εισαγωγή

αλγορίθμων τεχνητής νοημοσύνης για την επεξεργασία και ερμηνεία των φασμάτων

προβάλλει ως μία προοπτική που μπορεί να ενισχύσει περαιτέρω τη διαγνωστική

ακρίβεια. Η συστηματική ενσωμάτωση της MALDI-TOF MS στην κλινική

μικροβιολογία έχει τη δυνατότητα να αλλάξει το τοπίο της διαγνωστικής προσέγγισης.

Προσφέρει ουσιαστική συμβολή στην επιτάχυνση της θεραπευτικής απόφασης, στη

μείωση της εμπειρικής χρήσης ευρέως φάσματος αντιβιοτικών και στη συγκράτηση

της διασποράς ανθεκτικών στελεχών. Η αξιοποίηση της τεχνικής στο πλαίσιο εθνικών

και διεθνών δικτύων επιτήρησης μικροβιακής αντοχής μπορεί να συμβάλει

καθοριστικά στη βελτιστοποίηση της δημόσιας υγείας.

Συνοψίζοντας, η MALDI-TOF MS δεν αποτελεί πλέον μία πειραματική

τεχνολογία, αλλά μία ώριμη, ευρέως εφαρμόσιμη και καθοριστική διαγνωστική

προσέγγιση, με αποδεδειγμένη αξία στην ταυτοποίηση παθογόνων μικροοργανισμών

και την επιτήρηση της αντιμικροβιακής αντοχής. Η πλήρης αξιοποίησή της

προϋποθέτει τη συνέργεια τεχνολογίας, εκπαίδευσης και διαρκούς επιστημονικής

αξιολόγησης. Υπό αυτές τις προϋποθέσεις, η MALDI-TOF MS μπορεί να καταστεί

αναπόσπαστο εργαλείο για ένα σύστημα υγείας που στοχεύει στη γρήγορη,

ορθολογική και τεκμηριωμένη διαχείριση των λοιμώξεων.
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Περίληψη

Η αντιμικροβιακή αντοχή (ΑΜΑ) αποτελεί ένα από τα σημαντικότερα

προβλήματα δημόσιας υγείας του 21ου αιώνα. Η εμφάνισή της συνδέεται στενά με

παράγοντες όπως η αλόγιστη ή εσφαλμένη χρήση αντιμικροβιακών παραγόντων στην

ιατρική και κτηνιατρική πράξη, καθώς και με την περιβαλλοντική ρύπανση. Ιδιαίτερο

ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι βακτηριακές λοιμώξεις που προκαλούνται από

εντεροβακτηριακά ή εντεροβακτηριοειδή στελέχη, καθώς τα παθογόνα αυτά

εμπλέκονται σε ποικιλία νοσημάτων. Ευθύνονται για γαστρεντερικές λοιμώξεις και

εξωγαστρεντερικές, όπως λοιμώξεις του ουροποιητικού και αναπνευστικού

συστήματος, σηψαιμία/βακτηριαιμία, λοιμώξεις του Κεντρικού Νευρικού

Συστήματος, αλλά και νοσοκομειακές λοιμώξεις. Μέχρι σήμερα, η ανίχνευση και

ταυτοποίηση αυτών των στελεχών, καθώς και η διερεύνηση της αντοχής τους στα

αντιμικροβιακά φάρμακα, βασίζονταν κυρίως σε φαινοτυπικές και μοριακές τεχνικές.

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η βιβλιογραφική παρουσίαση

μιας σύγχρονης και καινοτόμου μεθόδου, της φασματομετρίας μάζας τύπου MALDI-

TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization – Time of Flight). Η μέθοδος αυτή

αναδεικνύεται ως μια ταχεία, αξιόπιστη, οικονομική και υψηλής ακρίβειας τεχνική

για την ανίχνευση, ταυτοποίηση και διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής

εντεροβακτηριακών στελεχών, με ιδιαίτερη έμφαση στα στελέχη που παράγουν

καρβαπενεμάσες.

Λέξεις κλειδιά: Εντεροβακτηριακά/Εντεροβακτηριοειδή, καρβαπενεμάσες,

φασματομετρία μάζας MALDI-TOF, αντιμικροβιακή αντοχή, αντιμικροβιακά.
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Abstract

«MALDI-TOF mass spectrometry for identification and antimicrobial resistance of

Enterobacteriaceae»

Antimicrobial resistance (AMR) is the most significant public health issue of

the 21st century, and its emergence is closely linked to factors related to the irrational

or incorrect use of antimicrobials in medical and veterinary practice, as well as

environmental pollution. Bacterial infections, especially those caused by

enterobacterial strains, have aroused the interest of healthcare professionals. These

pathogens are responsible for a wide range of infections, including gastrointestinal

and extraintestinal diseases such as urinary tract infections, respiratory tract infections,

bloodstream infections, and meningitis. Moreover, a considerable number of

Enterobacteriaceae species are frequently implicated in healthcare-associated

(nosocomial) infections. The techniques used so far for the detection and

identification of those strains, as well as the investigation of their resistance to

antimicrobials, have been primarily based on phenotypic approaches and molecular

(gene-based) techniques.

The present postgraduate thesis aims to provide a comprehensive literature-based

overview of a novel and promising method: Matrix-Assisted Laser

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). This

technique has emerged as a rapid, cost-effective, user-friendly, and highly accurate

tool for the identification and resistance profiling of Enterobacteriaceae, with

particular emphasis on strains producing carbapenemases.

Keywords: Enterobacteriaceae/Enterobacterales, carbapenemase, MALDI-TOF MS,

antibiotic, antimicrobial resistance.



Συντομεύσεις

ΑΜΑ→ Aντιμικροβιακή Αντοχή

ΕΝΥ→ Εγκεφαλονωτιαίο Υγρό

MB→Μοριακό Βάρος

AST → Antimicrobial Susceptibility

Testing

ACN→ Acetonitrile

CPS → Capsule Polysaccharides

CRE → Carbapenem Resistant

Enterobacterales

Da → Dalton

EDTA → Ethylenediaminetetraacetic

Acid

ESBL → Extended Spectrum beta-

lactamase Producing Enterobacterales

FA → Formic Acid

GES → Guiana Extended Spectrum

IMI/NMC-A → Imipenemase / Non-

Metallo Carbapenease A

IR → Infrared Radiation

KPC → Klebsiella pneumoniae

carbapenemase

MALDI-TOF → Matrix-Assisted Laser

Desorption Ionization- Time Of Flight

MBL →Metallo-β- lactamases

MIC → Minimun Inhibitory

Concentration

MS →Mass Spectrometry

PBPs → Penicillin-binding-proteins

SA→ Sinapic Acid

SFC → Serratia fonticola

carbapenemase

SHV→ Sulfhydril Variable

SME→ Serratia Marcescens Enzyme

TFA → Trifluoroacetc Acid

UV → Ultra Violet
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