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KARAKTERIZACIJA BAKTERIJA IZOLOVANIH 1Z ZAGADJENE ZIVOTNE
SREDINE POMOCU MALDI-TOF-MS
CHARACTERIZATION OF BACTERIA ISOLATED FROM POLLUTED
ENVIRONMENT USING MALDI-TOF-MS

Vladimir Beskoski'?, Maija-Lisa Mattinen®, Jelena Mili¢*, Jelena Avdalovié¢®, Mila T1i¢?,
Srdan Mileti¢?, Gordana Gojgi¢ Cvijovié?, Miroslav M. Vrvi¢'?
1Hemij ski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija, *Institut za hemiju, tehnologiju i
metalurgiju, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija, 'VTT Bioprocessing, Espoo, Finska,
*Ministarstvo energetike, razvoja i zastite Zivotne sredine Republike Srbije, *Institut za
tehnologiju nuklearnih i drugih mineralnih sirovina, Univerzitet u Beogradu, Srbija

Razli¢ite tradicionalne i moderne mikrobioloske metode omogucavaju analizu i
karakterizaciju Cistih bakterijskih kultura. Upotrebom MALDI-TOF MS (Matrix-assisted
laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry) biomolekuli, kao S§to su proteini,
peptidi, oligosaharidi i oligonukleotidi u opsegu od 400 do 350000 Da, mogu se analizirati u
roku od nekoliko sekundi. Odnedavno je razvijeno i odredivanje bakterijskih uzoraka kao
intaktnih (celih) ¢elija i bakterijskih ekstrakta.

Osam bakterijskih sojeva je izolovano iz Zivotne sredine zagadjene naftnim
derivatima i dva iz kiselih rudnickih voda. Sojevi su okarakterisani sekvenciranjem 16S
rRNA gena, a potom i MALDI-TOF-MS. Koris¢eni su Autoflex II Bruker Daltonics i
Microflex Bruker Daltonics MSTM, uz software flexControl, flexAnalysis i Maldi biotyper.
Matriks: o-cijano-4-hidroksicimetna kiselina; mase u opsegu 2-20 kDa odredivane su u
linearnom pozitivnom reZimu pri naponu od 19 kV, uz intezitet lasera 35-40%.
Spektralni/proteinski profil je poreden sa bazom podataka od 3900 sojeva iz preko 2000
okarakteristanih mikrobioloskih vrsta.

Prema analizi gena 16S rRNA, 10 sojeva su bili Brachybacterium sp. CH-KOV3,

Rhodococcus sp. H33-7, Rhodococcus sp. CH-H63-1, Acidithiobacillus ferrooxidans sojevi
B1 & B2, Planomicrobium sp. RNPO1, Micrococcus sp. RNP04, Rhodococcus sp. RNPOS,
Planococcus sp. RNPO7 i Pseudomonas sp. NS009. Porede¢i identifikaciju na osnovu 16S
rRNA sa MALDI Biotyper softverom, dobijena je pozitivna identifikacija samo za dva
uzorka. Rhodococcus erythropolis RNPO5S i Microccocus luteus RNP0O4 su pozitivno
identifikovani kao sigurna identifikacija roda i moguca identifikacija vrste. Medutim, softver
nije bio u stanju da identifikuje rodove Brachybacterium, Acidithiobacillus, Planomicrobium,
Planococcus i Pseudomonas. Ispitivana je i diferencijacija izmedu dva razliCita razdela
(Proteobacteria i Actinobacteria), roda (Planomicrobium i Planococcus), vrste (Rhodococcus
rhodochrous i Rhodococcus erythropolis ) i soja (Acidithiobacillus ferrooxidans soj B-1 i B-
2). Potvrdeno je da je maseni spektar evoluciono srodnijih bakterija izolovanih iz Zivotne
u opsegu od 15% za evoluciono udaljene razdele do vise od 90% sli¢nosti izuzetno bliskih
sojeva. Potvrdjeno je da je metoda pouzdana za diferencijaciju i identifikaciju roda i vrste.
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