weue CATC (<)

of our customers B R U K E R

Informace o produktu
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Jednorazové MALDI desticky k
identifikaci mikroorganismu

CARE produkty jsou vysoce kvalitni spotfebni material, pfisluSenstvi a
specializované soupravy, vytvofené jako podpora pro nase zakazniky po celém
svété.
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MALDI Biotarget 48 je jednorazova MALDI desticka pro identifikaci mikroorganism( v pracovnim postupu
MALDI Biotyper. Vyrabi se se 48 terCiky a 5 kalibranimi pozicemi. Jednorazovy design zabrariuje
jakémukoliv riziku zkfizené kontaminace diky nespravnému cisténi. Kazdy Biotarget desticka se také dodava

se strojové Citelnym unikatnim identifikacnim kédem.

Informace pro objednani

Produkt Katalogové Eislo
MALDI Biotarget48 (baleni 25 desticek) #268711
Biotarget Adaptér #267615
Ctecka &arovych kodu pro MALDI Biotarget 48 #268821
Prepravni box pro MALDI Biotarget 48 (baleni 10 box() #270006
MTP MSP Adaptér #226413
HCCA matrice, po davkach (baleni 10 zkumavek) #255344
Standard pro Bruker bakteridlni test (baleni 5 zkumavek) #255343
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Pozadavky hardwaru Bruker Daltonik GmbH

Pozadavky hardwaru

microflex™ LT

» + Biotarget Adaptér (kat.C. #267615)

autoflex™ speed
+ + Biotarget Adaptér (kat.c. #267615)

* + MTP MSP adaptér (kat.c. #226413)

Biotarget Adapter

———————

Obrazek 1 MALDI Biotarget 48 s Biotarget adaptérem (kat.c. # 267615) a MTP MSP
adaptér (kat.¢. # 226413)
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Bruker Daltonik GmbH Pozadavky softwaru

Pozadavky softwaru

> MALDI Biotyper 3.0 + Compass 1.3 nebo novéjsi
> Biotarget nastaveni geometrie
. Biotarget Nastaveni geometrie Ize stahnout z www.bdal.com/268711.
. Pfed prvnim pouzitim MALDI Biotarget 48 nejprve spustte nastaveni. Nastaveni umozni

flexControl rozpoznat geometrii Biotarget ter¢ik.

. Pred spusténim instalace nejprve zaviete flexControl software
. Provedte instalaci z uzivatelského Gctu, ktery bude pouzivan pro méfeni.
> TargetChangeTool 2.0.1

. TargetChangeTool 2.0.1 Ize stahnout z www.bdal.com/268711.

3 Odzipujte tento nastroj a zkopirujte na pracovni plochu uzivatelského uc¢tu (ne
administratorsky ucet).

3 Nastroj umoznuje pfedvybér upfednostinovanych MALDI testd v automatizovaném
pracovnim postupu MALDI Biotyper .

o Pravodce automatické kontroly se musi zavfit.

s MBT-Measuring-Parameters Selection Setup

MALDI Biotyper Measuring Parameters Setting
Please select the appropriate settings to be applied. B R

The initially checked selections show the current settings.,

Measuring Order Selection Measuring Target Layout Report Sorting by

(® Horizontal O mse %6 O Analyte Name
O Horizontal Zigzag (O MSP BigAnchor 96

O Analyte ID
O vertical (O msP BigAnchor 24
O vertical Zigzag ] (® Insert Order

[ <Back || nex> | [ cancel |

Obr. 2 Dialog pro nastaveni vybéru MBT-méfenych parametru
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Montaz MALDI Biotarget 48 na Biotarget Adaptér Bruker Daltonik GmbH

Montaz MALDI Biotarget 48 na Biotarget Adaptér

Budte opatrni, abyste pfi montazi adaptéru neposkodili MALDI Biotarget 48 (viz obrazek 3).

NEBEZPECi POREZANI

Terc¢ je kiehky a pfi zlomeni nebo poSkozeni se miizete porezat.

Precteni ¢arového koédu
Kazdy MALDI Biotarget 48 je vybaven jedineénym sériovym cislem a strojové Citelnym identifikaénim
¢arovym kédem, obsahujicim €islo dilu, sériové ¢Cislo a dvé valida¢ni Cislice.

Bruker nabizi specialni CCD &tecku ¢arovych kodu (kat.C. #268821).
Poznamka Na MALDI Biotarget testech nelze odecitat ¢arovy kéd pomoci laserového scanneru.

Doporucujeme, abyste nakonfigurovali ¢teCku ¢arovych kodu pro pfidani nového fadku po ¢arovém koédu a
to pouzitim ¢arového kédu na obrazku 4.

Obrazek 4 Konfigurace éarového kodu. Vytisknéte a oskenujte tento kéd kviili inicializaci ¢tecky.
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Bruker Daltonik GmbH Nacitani a instruktdz geometrie teréu

Nacitani a instruktaz geometrie terciku

MALDI Biotarget 48 se dodava s péti kalibraénimi pozicemi (BTS 0 - BTS 4) oznaCenymi kfiZky (viz obrazek
5). Proces kalibrace pro identifikaci mikroorganismu je podrobné popsan v SOP dokumentu MALDI Biotyper
Postup Kalibrace.
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Obrazek 5 Pozice kalibraénich bodi na MALDI Biotarget 48

Tyto body se pouzivaji rovnéz pro instruktaz geometrie.

DULEZITE Metoda flexControl se musi rekalibrovat po zméné geometrie ter¢iki k nebo od geometrie
MALDI Biotarget 48. Pokud selze autokalibrace (tlacditko autokalibrace ve flexControl 3.3),
uzivatel musi systém kalibrovat manualné.

K instruktazi MSP MALDI Biotarget 48 geometrie

1. Ujistéte se, Ze v rozbalovacim seznamu Geometry ve flexControl je vybrany' MSP MALDI Biotarget 48

(viz obrazek 6).

. Check teaching here Acceptable teaching
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Spot  |TP20 bm,,: MSP MALDI Biotarget 48

Carrier: G_7ADSFDEB_ACSC_4208_8CE7A25658C48AC2 a |

flexContol. MBT_FC.pat [ﬁ Select Method Incorrect teaching
Obrazek 6 Nactéte spravnou geometrii teréiku ve flexControl a zkontrolujte, ze u€ebni body jsou
spravné.

2. Po vloZeni MALDI Biotarget 48 do hmotnostniho spektrometru vzdy zkontrolujte instruktaz vybérem "BTS
1" (viz obrazek 6) a zkontrolujte, zda vyrazeny kfiz na povrchu terCiku odpovida nitkovému kfizi v
obrazovém okné flexControl.

1

Pokud nelze definovat geometrii (je zaSedla), vyberte volbu none v poli Run v zaloZce AutoXecute.
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Kultivace mikroorganism0 (Puvodni material) Bruker Daltonik GmbH

3. Pokud je instruktaz nespravna, nahrajte Vychozi instruktédz (Default Teaching) kliknutim na odpovidajici
tlacitko na zalozce Sample Carrier ve flexControl. Znovu ovérte BTS 1 pozici bodu.

4. Pokud je instruktaz stale nespravna, musi se provést nova:

a. V zalozce Sample Carrier, vyberte Advanced > Teach.
Otevie se okno ucebnich pozic (Teach Position). Pfesurfite nosi¢ vzorku na prvni u€ebni pozici
BTS1 kliknutim na tlagitko Go vedle BTS1. Vyrovnejte pozici kfiZze vyrazeného na povrchu ter¢iku s
nitkovym kfiZzem v obrazovém okné flexControl. Potom kliknéte na tlacitko Reached vedle BTS1.
Stejnym zpUsobem provedte instruktaz pro BTS2 a BTS4.

d. Kliknéte na Save As Default Teaching a nasledné na OK.

Kultivace mikroorganismu (Puvodni material)

Podminky kultivace maji maly efekt na vytvofeni spektra. ZhorSeni rlstovych podminek vede pouze
k minimalnim odchylkam v seznamech maximalnich hodnot (pikl), kdy témér vSechny piky zUstavaji stale
vysoce reprodukovatelné. Lze pouzit média, jako jsou LB, YPD, nebo krevni agar, stejné jako Ize rlizna
rustova stadia nebo rlstové teploty.

Nicméné v zajmu reprodukovatelnosti, by se tam, kde je to mozné, mélo pro kultivaci mikroorganismu
pouzivat to stejné médium a rlstové podminky.

Pokud je to mozné, pouzivejte Cerstvé narostly material (narist pfes noc). V pfipadé pomalu rostoucich
bakterii Ize pouzit nékolikadenni bakterialni kulturu.

Pokud jsou kultivaéni misky skladovany pfi 4°C, kvalita spektra relativné rychle klesa (b&éhem nékolika dni).
Misky Ize uchovavat pfi pokojové teploté nékolik dni.
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Bruker Daltonik GmbH Ptiprava vzorkd na MALDI Biotarget 48

Priprava vzorki na MALDI Biotarget 48

Existuji dva standardni protokoly pro pfipravu vzork(l u mikroorganismu profilovanych s MALDI Biotyper a
MALDI Biotarget48:

» Postup pfimé identifikace (viz nize)
» Extrakce v etanolu/ kyseliné mravenci (viz strana 9)
Oba protokoly jsou aplikovatelné na ocelové desticky stejné jako na MALDI Biotarget.

48. Zakladni pozadavky

» Vzdy pravé zkumavky Eppendorf (napf. kat.c. 0030120.086) a Spicky. Plasty od jinych vyrobcu
mohou uvolfovat zmékcovadla, ktera mohou negativné ovlivnit vysledky.

» Pouzivejte pouze chemikalie o vysoké gistoté (HPLC nebo MALDI tfida)

Priprava Matrix roztoku

Materialy

» HCCA matrice, porcovana (Bruker kat.c. #255344)

« Acetonitril >99.9%, LC-MS CHROMASOLV® jakost u Fluka (# 34967, Sigma-Aldrich GmbH)

» Kyselina trifluoroctova >98,5% (ReagentPIus®jakost u Sigma-Aldrich) (# T62200, Sigma-Aldrich
GmbH)

+ Ultra purifikovana voda, CHROMASOLV® pro HPLC (# 270733, Sigma-Aldrich GmbH)

1. Pipetujte 500 pl acetonitrilu, 475 pl vody a 25 pl &isté TFA do &isté Eppendorf zkumavky a promichejte

opétovnym nasatim a vypusténim tekutiny. Tento roztok se nazyva ,Zasobni roztok®.

Alternativné pouzijte komeréné dostupné rozpoustédlo od Sigma Aldrich (Acetonitril 50%, Voda 47.5% a
Kyselina trifluoroctova 2.5%, katalogové Cislo 19182).

2. Pipetujte 250 pl Zasobniho roztoku pfipraveného v bodé 1 do zkumavky s HCCA matrici a vortexujte

dokud nejsou vSechny krystaly matrice zcela rozpusténé.

Pfipraveny roztok matrice Ize uchovavat ve tmé (vyvarujte se vystaveni UV svétla) pfi pokojové teploté
po nékolik dni.

Postup primé identifikace

1. Potfete biologicky material (jednu kolonii) jako tenkou vrstvu pfimo na vzorkovy teréik MALDI Biotarget
48.

Lze pouzit pipetovaci Spicky nebo inokulaéni klicky. Pro méfeni je vyZadovano pouze malé (stézi
viditelné) mnozstvi.

2. Prelijte biologicky material 1 pl roztoku matrice.

3. Nechejte pifed analyzou desku uschnout na vzduchu.
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Ptiprava vzorkd na MALDI Biotarget48 Bruker Daltonik GmbH

Postup extrakce etanol/kyselina mravenci

Pokud selze metoda pfimého pfenosu, Ize tuto metodu pouzit pro zvySeni ucinnosti proteinové extrakce a
zajisténi kvalitnich vysledka.

Abyste zabranili jakékoliv oxidaéni reakci, které vede k posunu pikl, je velmi dulezité pracovat rychle.
Vzorkové ter¢iky by mély byt prekryty HCCA matrici co nejrychleji po ususeni (béhem par minut).

Materialy

+ absolutni etanol, >99.8% (GC), (nedenaturovany) (# 24102, Sigma-Aldrich GmbH)

* 70% kyselina mravenci (puriss. p.a., ~98% (T) [# 06440, Sigma-Aldrich GmbH])

+ Ultra purifikovana voda, CHROMASOLV® pro HPLC (# 270733, Sigma-Aldrich GmbH)

« Acetonitril >99.9%, LC-MS CHROMASOLV® jakost u Fluka (# 34967, Sigma-Aldrich GmbH)

1. Pipetujte 300 pl vody do ¢&isté zkumavky Eppendorf.

2. Preneste 10 mg biologického materialu do zkumavky a ddkladné promichejte kvili dikladnému rozptyleni
bunék ve vodé.
MnozZstvi pouzitého materialu se mize lisit od jedné kolonie po 10 mg.
Pfidejte do zkumavky 900 ul 100% etanolu a dudkladné promichejte.

4. Centrifuguijte pfi 13,000 rpm ve stolni centrifuze po dobu 2 minut a slijte supernatant. Centrifugujte dalsi 2
minuty a odstraite s pouZitim pipety zbytek ethanolu z peletek.
U mikroorganism( pfitomnych v malych koncentracich nebo téch, které maji robustni bunécnou sténu,
suste EtOH peletky nékolik minut pfi pokojoveé teploté, ¢imz zvySite u€innost extrakce.

5. Pridejte k peletkam mezi 1-80 ul 70% kyseliny mravendi a dukladné promichejte pipetou a/nebo vortexem.
Pfidejte do zkumavky stejny objem acetonitrilu a opatrné promichejte.
Objem pfidavané kyseliny mravenéi a acetonitrilu k peletkhm by mél byt odpovidajici mnoZstvi
biologického materialu pfeneseného v bodé 2.

Mala jednotlivd |Velka jednotlivda |1 pl inokulaéni klicka |10 pl inokulacéni klicka
kolonie kolonie

Kyselina 1-5 ul 5-15 pl 10-40 pl 30-80 i

mravenci

Acetonitril 1-5 ul 5-15 pl 10-40 pl 30-80 pl

6. Centrifugujte pfi maximalni rychlost ve stolni centrifuze po dobu 2 minut a pipetujte celkem 1 pl
supernatantu do vzorkového ter€iku MALDI Biotarget 48.

7. Jakmile vzorkovy ter¢ik zaschne, pfelijte vzorek 1 yl HCCA matrici a nechejte pfed analyzou uschnout na

vzduchu.
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Bruker Daltonik GmbH Podpora

Priprava standardniho roztoku pro Bruker Bakterialni Test

Materialy

» Standard pro Bruker Bakterialni test (Bruker kat.¢. # 255343)

« Acetonitril >99.9%, LC-MS CHROMASOLV® jakost u Fluka (# 34967, Sigma-Aldrich GmbH)

» Kyselina trifluoroctova >98,5% (ReagentPIus®jakost u Sigma-Aldrich) (# T62200, Sigma-Aldrich
GmbH)

+ Ultra purifikovana voda, CHROMASOLV® pro HPLC (# 270733, Sigma-Aldrich GmbH)

1. Pipetujte 500 ul acetonitrilu, 475 pl vody a 25 pl Cist¢ TFA do Cisté Eppendorf zkumavky a
promichejte opétovnym nasatim a vypusténim tekutiny. Tento roztok se nazyva ,Zasobni roztok".

Alternativné pouzijte komeréné dostupné rozpoustédlo od Sigma Aldrich (Acetonitril 50%, Voda
47.5% a Kyselina trifluoroctova 2.5%, katalogové cCislo 19182).

2. Pipetujte 50 pl Zasobniho roztoku pfipraveného v bodé 1 do zkumavky se standardem Bruker
Bakterialniho testu a rozpustte opakovanym nasatim a vypusténim tekutiny nejméné 20x.

3. Inkubujte roztok standardu pro Bruker Bakterialni test po dobu 5 minut a ujistéte se, Ze je zcela
rozpustény nasatim a vypusténim tekutiny zpét nejméné 20x.

4. Centrifugujte pfi 13,000 rpm ve stolni centrifuze po dobu 2 minut.
Aplikujte 0.5 pl BTS do jakékoliv BTS pozice a nechejte uschnout.
Pridejte 0.5 ul roztoku matrix a nechejte zaschnout.

Rozpustény standard Ize skladovat az 5 mésicl pfi teploté —18 °C nebo nizsi. MGze byt detekovano par
produktl oxidace, ale ti vyznamné neovlivni kvalitu spektra.

Podpora

E-mail: care@bdal.de

Telefon: +49421 2205-0

Web: www.care-bdal.de

Pouze pro vyzkumné Ucely. Nepouzivejte pfi diagnostickych postupech.
Popisy a specifikace nahrazuji veSkeré dfivéj$i informace a Ize je bez pfedchoziho upozornéni ménit.
© Copyright 2011 Bruker Daltonik GmbH
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