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Veskera prava vyhrazena
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Prvni vydani: leden 2011

Zaruka

Informace uvedené v tomto dokumentu mohou byt bez pfedchoziho upozornéni
pozmeénény.

Firma Bruker Daltonik GmbH neposkytuje na tento material zadnou zaruku, a to
v€etné (avSak bez omezeni na) implicitni prodejni zaruky a vhodnost jeho pouziti pro
jiné Ucely.

Firma Bruker Daltonik GmbH neodpovida jak za chyby, které se v tomto dokumentu
mohou vyskytnout, tak také za nahodné ¢&i nasledné Skody, které vzniknou
v souvislosti s pofizenim, provozovanim anebo pouzivanim tohoto materialu.

Firma Bruker Daltonik GmbH rovnéz nenese zodpovédnost za pouziti nebo

spolehlivost tohoto softwaru u téch zafizeni, ktera nejsou vyrobky zn. Bruker Daltonik
GmbH.

Uziti obchodnich znamek

Nazvy spole¢nosti a produktd zde zmifiované mohou byt ochrannymi znamkami
pFislusnych vlastnika.

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 2



Bruker Daltonik GmbH 1 systemové komponenty

Omezeni pouzivani

Pouziti pouze pro vyzkum (RUO). Nepouzivat na diagnostické procedury.
Odmitnuti odpovédnosti za hyperlink

Firma Bruker Daltonik GmbH neposkytuje Zadnou zaruku (ani pisemnou, ani Gstni) a

nezodpovida ani za obsah, ani za Udaje, jez jsou uvedeny na téch internetovych
strankach, na které tento dokument odkazuje

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 3



Bruker Daltonik GmbH

Kontakt

1 systemové komponenty

Pro ziskani dalSich informaci a sluzeb kontaktujte svého mistniho z&stupce firmy

Bruker Daltonics

Ceskéa Republika

Bruker Daltonics s.r.o.
Zdréhalova 10

Brno, 613 00

Ceska Republika

Telefon e: +420 544 526 988
Fax: +420 544 526 989

Internet: www.bdal.cz

Service Support
Telefon: +420 733 351 541

E-mail: service@bdal.cz

Némecko

Bruker Daltonik GmbH
Fahrenheitstral3e 4
28359 Bremen

Némecko
Telefon: +49 421 2205-450
Fax: +49 421 2205-370

Internet: www.bdal.de

Service Support
Telefon: +49 421 2205- 350

E-mail: service@bdal.de
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Novinky

Aktualizované balicky programi MALDI Biotyper Realtime Classification (RTC) a
MALDI Biotyper Offline Classification (OC) obsahuji nékolik novych funkci, které
ulehéuji identifikaci vzorkd a zpracovani dat.

Novinky a vylepSené funkce programu MALDI Biotyper RTC:

1 Pfimé zobrazeni vysledku identifikace — okamzity pfistup k vysledkiim rozboru
dat v dobé kdy jsou zpracovavany dalSi vzorky.

1 Opakovany rozbor zkoumanych vzorkd — pokud se pokud rozbor nezdafi, 1ze
vzorky zcela jednoduSe analyzovat znovu.

1 Zobrazeni pfipadd shody (‘matching hints’) na obrazovce — zvlastni klasifikacni
informace jsou okamzité k dispozici.

1 Zobrazeni uplného seznamu spravnych vysledku — Ize zviditelnit az 10 pfipadd
shody aniz by bylo tfeba vypracovat zpravu.

1 Interaktivni validace — uzivatel mize definovat validacni status fazeni vysledku
(viz Cast 2.15).

1 Vzdalené definovani a validace projektu — pohodIné nastaveni projektu
v jakémkoli pocitaci.

1 Némecka, francouzska a Spanélska verze — usnadnéni pro ty uzivatele, ktefi
nehovofi anglicky.

1 ZlepSena graficka vizualizace vysledkt — rychly odhad vysledku klasifikace.

1 Vyhledavani archivovanych projektd podle jména vzorku a jeho ID — snadnéjsi
prace s daty.

1 Definované valida¢ni pozice a automaticka kalibrace (viz ¢ast 2.5.1.9).

1 HIaSeni o konzistentnich kategoriich a o statistice (viz ¢asti 2.18 a 2.19).

Nové a vylepSené funkce programu MALDI Biotyper OC:

1 Pfimy import RTC projektt — pohodIné nasledné zpracovani dat o RTC projektu.
1 Rychlé natazeni obsahu uzlu s taxonomickym stromem — rychlejSi organizace
dat.
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"1 Funkce Gel view zobrazi kterykoli podsoubor hrubych spekter — zlepsena
vizualizace dat.
1 Exportovani tabulky CCl — zjednodu$ena vyména dat.
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Typografické a aplikacni zvyklosti

Tyto zvyklosti obsahuji styly pisma uzité k oznaceni jednotlivych polozek grafického
uzivatelského rozhrani (GUI) (napf. Polozky v menu)

Navic obsahuiji i vysvétlivky terminl uzitych k popisu interakce uzivatele s grafickym
uzivatelskym rozhranim (napf. zmacknuti pravého tlacitka mysi)

Uzivatelské rozhrani

Vypnout (Clear)

Funkci programu vypnete nastavenim kurzoru mysi na zaskrtnuté policko a
zmacknutim levého tlacitka mysi.
Priklad: 'Vypnéte policko Curve Smoothing (vyrovnani kfivky).'

Kliknout (Click)

Ke spusténi pozadované akce programu nastavte kurzor mysi na polozku GUI a
zmacknéte levé tlacitko.
Priklad: 'Zmacknéte OK.'

Kliknout a tahnout (Click and drag)

Nastavte kurzor mysSi na okno a zmacknéte levé tlacitko mysi. Drzte levé tlacitko
zmacknuté a pohnéte kurzorem mysi tak abyste oznacili pozadovanou (obvykle
obdélnikovou) oblast.

Priklad: 'Priblizte zajimavé body pomoci pfikazu ,kliknout a pretahnout” (,click
and drag®) v okné zobrazujicim spektrum.

Dvojité kliknuti (Double-click)

Ke spusténi pozadované akce programu nastavte kurzor mysi na pfislusnou
polozku a zmacknéte rychle dvakrat po sobé levé tlacitko mysi.

Priklad: 'Dvakrat po sobé kliknéte rychle levym tlacitkem mysi na polozku
Sample.'

Tahnout a presunout (Drag and drop)

Nastavte kurzor mySi na pfislusnou polozku a zmacknéte levé tlacitko. Levé
tlaitko mysi drzte zmacknuté a vybranou polozku pfesurite na jiné misto.
Priklad: 'Presurite pomoci pfikazu ,, Tahnout a pfesunout” (,Drag and drop*)
tabulku do jiné skupiny tabulek.'
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Vybrat (Select)
Prejdéte na pozadovany pfikaz v Menu.
Priklad: 'Vyberte pfikaz File > Zip > Zip Project...'
Pfi vybéru dané polozky na ni nastavte kurzor mysi (napf. pfi vloZzeni tabulky) a
zmacknéte leve tlacitko.
Priklad: 'Vyberte poZzadovany soubor z nabidky a kliknéte na Export.’
Pfislusnou polozku programu aktivujte nastavenim kurzoru mysi na

nezaskrtnuté policko a zmacknutim leveho tlacitko mysi.
Priklad: 'Zaskrtnéte policko Curve Smoothing.'

Kliknout pravym tlac¢itkem mysi (Right-click)

Pro otevieni kontextového menu u dané polozky uzivatelského rozhrani (GUI)
nastavte kurzor mysi na tuto polozku a zmacknéte pravé tlacitko.
Priklad: ' Zmacknéte pravé tlacitko mysSi v okné Spectrum View'.

Ovladani klavesnice
Stisknout (Press)

Pouzijte klavesy vyznacené na klavesnici. Pokud jsou vyznaceny zménové
klavesy (napf. SHIFT, ALT, CTRL), drzte je stisknuty sou¢asné s dalSi
klavesou.

Priklad: 'K pfepnuti mezi okny Tabulka a Spektrum zmacknéte CTRL+F3.’

Typografické konvence
Nazvy soubori a adresaru a jejich umisténi

Nazvy souborl a adresaru a jejich umisténi jsou psany fontem monospace

type.
Priklad: 'Navigujte do adresafe C: \Bruker\solariXcontrol\test a

oteviete soubor test_1.txt.
Polozky grafického uzivatelského rozhrani

Polozky grafického uzivatelského rozhrani umozniuji interakce uzivatele s
programem aniz by bylo nutno pouzit klavesnici.

Mezi typické polozky GUI patfi okna, menu, menu s volbami, roletky s
moznostmi a tlacitka v programu.

1 Nazvy oken jsou psany béznymi kapitalkami.
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1 Nézvy poli pro vkladani textu a tla€itek jsou psany tuéné.

Priklad: ‘Do okna New Digest vlozte hodnoty pro Name (povinny udaj) a Note
(nepovinny Udaj) a kliknéte na tlaCitko Next>.

71 Pfikazy menu a volby GUI jsou psany tuéné.

Priklad: 'Vyberte Window > Show View > LC-MS Survey'.
Klavesnice

Odkazy na klavesy jsou psany tuéné.
Priklad: 'Zmacknéte ALT+F4'.

Publikace

Odkazy na elektronické a tisténé dokumenty jsou psany kurzivou.
Priklad: 'Pro ziskani dalSich detaill vyhledejte manual ProteinScape
Administrator.

Odkazy URL

Jednotné lokatory zdroju (URLSs) jsou psany podirzené. Nazvy schémat
(napf: http://) jsou vynechany
Priklad: 'Dali podrobnosti naleznete na odkazu www.mascot.org/users'.
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Zaciname s programem MALDI Biotyper
Tato sekce poskytuje souhrnny prehled postuplt potfebnych k roztfidéni neznamych
mikroorganismud pomoci softwaru MALDI Biotyper.
Predpoklady
Pouziti hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF (viz Pfiloha A)
1 Pfipraveny MALDI tercik (viz Pfiloha A)

» » Roztridéni neznamych mikroorganisma pomoci programu MALDI Biotyper
RTC

1. Vlozte misku se vzorkem do hmotnostniho spektrometru (viz pfiru¢ka s ndvodem)

2. Spustte program MALDI Biotyper Realtime Classification (viz ¢ast 2.1).

3. Spustte Pravodce programem MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard (viz
Cast 2.3).

4. Vytvoite novy projekt (viz cast 2.4).

5.Zadejte udaje o vzorku (viz €ast 2.5.1).

6. Definujte projektové metody (viz cast 2.7).

7.Zkontrolujte nastaveni projektu a spustte identifikaci (viz Cast 2.8).

8. Vytvorte pfehled vysledkul identifikace (viz ¢ast 2.17).

Analyza vysledku

Vysledky rozboru ziskané pomoci programu MALDI Biotyper RTC mohou byt dale
zpracovavany a analyzovany pomoci programu MALDI Biotyper Offline Classification.

» » Analyza vysledka pomoci programu MALDI Biotyper OC
1. Spustte klasifikaéni program MALDI Biotyper OFFLINE Classification (viz ¢ast
1.1).
2.Nahrajte projekt MALDI Biotyper RTC do programu MALDI Biotyper Offline
Classification ( viz ¢ast 3.3.2.2).
3.Program MALDI Biotyper pouZzijte k nasledujicim ukonum:

1 Provedte analyzu neznamych mikroorganismi pomoci:
o Hrubych spekter anebo hlavnich spekter (viz ¢ast 3.4)
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o Matice kompozitniho korela¢niho indexu (Composite Correlation Index
Matrice; viz ¢ast 3.8.3)
1 Zptesnéni klasifikace Uzce pFibuznych mikroorganismu pomoci subtypizace
podle hlavnich spekter (MSP — viz ¢ast 3.4.4)
1 Zaclenéni spekter ur€enych mikroorganismu do taxonomickych stromu a
knihoven MSP (viz &ast 3.5)
1 Ke zjisténi vztahd mezi mikroorganismy pouzijte:
o PCA dendrogramy a tabulky skore a nahravani (viz ¢ast 3.7)
o MSP dendrogramy (viz Cast 3.6)

o CCI matrice (viz ¢ast 3.8.1)
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1 Systémové komponenty

Software MALDI Biotyper ma tfi hlavni komponenty:

e MALDI Biotyper RTC (klasifikace v realném €ase)

o Tento software je ur€en pro ty uZivatele, ktefi chtéji neznamé vzorky
klasifikovat rychle a snadné. V tomto pfipadé uzivatel prosté viozi vzorek do
pristroje, spusti proces klasifikace a ¢eka na vysledek.

e MALDI Biotyper OC (offline klasifikace)

o Ur€eno pro vyspélejsi uzivatele tj. ty, ktefi chtéji klasifikacni proces presné

doladit a podrobné zkoumat vztahy mezi jednotlivymi skupinaml! organismu.
e flexControl

o Tento software se pouziva ke kontrole pfistroje MALDI-TOF. V pribé&hu
klasifikace vzorku pristrojem MALDI Biotyper maze tento progrtam bézet
skryté.

1.1 Pouziti pristroje MALDI Biotyper ke klasifikaci v
realném case

1.1.1 Identifikace mikroorganismu pomoci hmotnostni
spektrometrie

V soucCasnosti predstavuji biochemické testy zaklad vétSiny technik, jez se k
identifikaci mikroorganismu pouZzivaji. Ke kulturam se pfidavaji ty reagencie, které jsou
metabolizovany pouze specifickymi organismy. To ma za nasledek ur€itou
charakteristickou zménu barvy pfidaného Cinidla a tu pak Ize porovnat s referenénimi
hodnotami. Korelovani vysledku velkého poctu testl provedenych u kultivovaného
vzorku potom umoziuje indikaci identity pfislusného mikroorganismu.

Pfistroj MALDI Biotyper pouziva odliSnou metodiku: mikroorganismy jsou v tomto
pfipadé identifikovany na zakladé exprese jejich vlastnich bilkovin pomoci hmotnostni
spektrometrie. Tento hmotovy spektralni obraz proteinové exprese se porovnava s
referen¢nimi  hodnotami uvedenymi v databazi pfistroje (seznam zaznamu
obsazenych v této referencni databazi Ize na pozadani obdrzet).

Vychozim materialem pro klasifikaci pomoci pfistroje MALDI Biotyper je individualni
kolonie mikroorganismu, ktera je ziskana po jejich kratkodobé kultivaci na agarové
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plotné (obvykle pfes noc). Vzorek pak je pfenesen na urcitou pozici teréiku MALDI
target a vysuSen na vzduchu.

Po vysu$eni se ke vzorku pfida malé mnoZstvi zasobniho roztoku (matrix). Organické
rozpoustédlo, kireré je v tomto roztoku obsazeno, pak z mikroorganismu extrahuje
jednotlivé bilkoviny. Tyto extrahované proteiny jsou hlavné ribozomalniho puvodu a ve
vzorku jsou pfitomny ve vysokych koncentracich.

Jakmile matrix vykrystalizuje, je pfiprava vzorku dokoncena a Ize jej analyzovat.

Neni-li tato jednoduchd metoda pfipravy vzorku Uspésna, lze pouzit dodatkovy
protokol obsahujici kratky popis jednotlivych krokG chemické extrakce k tomu, aby se
zvysil po€et mikroorganismu, jez Ize pomoci MALDI analyzy identifikovat.

Hmotnostni spektrometrie zvana MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionisation)
TOF (Time of Flight) pfedstavuje zaklad analyz provadénych pfistrojem MALDI
Biotyper. Laser hmotového spekirometru MALDI-TOF oz&Ffi smés matrix/vzorek,
matrix odpafi a v ramci tzv. “mékkého” ioniza¢niho procesu uvolni pozitivné nabité
proteiny. Zakladnim faktorem tohoto procesu je schopnost matrix absorbovat UV
zafeni a pfenaset protony na extrahované bilkoviny.

Proteinové ionty jsou pak na kratkou vzdalenost elektrostaticky urychleny a proleti
trubici pfistroje rychlosti, ktera je umérna jejich hmotnosti. Proteinové ionty o rlizné
hmotnosti doleti do detektoru b&hem riznych ¢€asovych intervalld. Jednoduchym
zméfenim doby, ktera uplyne mezi pulzacnim zrychlenim a pfisluSnym signalem
detektrou (nanosekundy), Ize rychlost iontl zméfit velmi pfesné a vyslednou hodnotu
pak konvertovat na pfesnou molekularni hmotnost.

1.1.2 Generovani identifikacnich molekularnich otisku
(‘Fingerprints’)

Analyza pomoci pfistroje MALDI Biotyper generuje charakteristickou distribuci
hlavnich ribozomalnich bilkovin podle jejich hmotnosti a intenzity. Vzhledem k tomu,
Zze toto hmotové spekirum je pro velky pocet mikroorganismu druhové specificke,
predstavuje de facto jejich “molekularni identifikator” (tzv. fingerprint). Neznamé
mikroorganismy lze pak identifikovat na zakladé srovnani jejich molekularniho
identifikatoru s tisici vzora (pattern), jez jsou v referencni databazi ulozeny.

Pfi zpracovani dat je prvnim krokem pfeneseni ziskanych hmotovych spekter na
seznam pikd (peaks). Ve druhém kroku je pak tento seznam pikd porovnavan se
vSemi jednotlivymi vzory (profily), jez jsou v referenéni databazi ulozeny.
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1.1.3  Vypocet skére vzorku

Srovnavaci algoritmus pouzity ke srovnani molekularniho identifikatoru vzorku
vypocitava tfi samostatné hodnoty pro tfi zdkladni charakteristiky vzorku a pro
referencni spektra.

1. Nejdfive se stanovi pocet té&ch signalu v referenénim spektru, které se
srovnavanému neznamému spektru podobaji nejvice. Pfi zadném srovnavani neni
vysledek tohoto srovnani roven nule a uplné porovnani dava hodnotu = 1.

2. Pak se stanovi pocet téch signalll neznamého spektra, které se partnerskym
hodnotam referenéniho spekira nejvice pfiblizuji. Pfi zadném srovnani neni
vysledek tohoto srovnani roven nule a uplné porovnani dava hodnotu = 1.

3. Nakonec se propocte symetrie srovnavanych signalnich para. Jestlize vysoce
intenzivni (high-intensity) signaly neznameého spektra koresponduji s vysoce
intenzivnimi signaly spektra referenéniho a odpovidaji-li si navzajem i signaly nizko
intenzivni (low-intensity), je vysledkem tohoto postupu vysoce symtericka hodnota
a tzv. srovnavaci (korela¢ni) matice dava hodnotu blizkou 1. Jestlize ale
srovnavané pary signalu tuto symetrii nevykazuji je vysledna hodnota blizka nule.

Uvedené tfi hodnoty jsou pak spolec¢né vynasobeny a vysledek je normalizovan na
1000. Hodnota vypocteného skére je v tomto pfipadé dekadickym logaritmem tohoto
vysledku. Maximalné dosazitelna hodnota skére je rovna 3 (= log 1000).

Nasledna klasifikace hodnot vypoc¢teného skore vykazuje nejvyssi shodu v horni asti
seznamu. Cim je hodnota skére vy$si, tim pravdépodongjsi je | Kklasifikace
analyzovaného druhu. Barevné kédované zobrazeni hodnoty vypocteného skére
pfitom umoznuje rychlé hodnoceni vysledku.

Hodnoty skére = 2,0 Ize povazZovat za pravdépodobnou klasifikaci.

V této souvislosti je ale diilezité si uvédomit, Zze hodnota skoére vygenerovaného
pristrojem MALDI Biotyper RTC znamena jen pravdépodobnost toho, Zze
neznamy mikroorganismus bude jednim z druhd, jez jsou v databazi pristroje
MALDI Biotyper zachyceny.
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1.2 Offline kasifikace (OC) pristrojem MALDI
Biotyper

Pfi offline klasifikaci vyuziva pfistroj MALDI Biotyper OC stejnou databazi a nabizi
tytéz klasifikaCni algoritmy jako pfistroj MALDI Biotyper RTC; rozdil spoc¢iva pouze v
tom, Ze tato metoda dava uzivateli vétSi volnost pfi definovani klasifikacnich
parameterd. Software pfistroje MALDI Biotyper OC umoziuje uZivateli rovnéz
optimalizaci klasifikacniho procesu, a to tim, Zze vytvafi, modifikuje a organizuje data
referencniho spektra.

Zdokonalena analyza a rdzné vystupy umozriuji také vizualizaci vztahl existujicich
mezi riznymi skupinami mikroorganismu a testovanymi vzorky, a to na zakladé pouziti
metod analyzy zakladnich komponent (Principal Component Analysis — PCA) a
kompozitniho korela¢niho indexu (Composite Correlation Index — CClI).

1.3 Program flexControl

Program flexControl je urCen pro konfiguraci a fizeni c¢innosti hmotnostnich
spektrometrd  typu Time-Of-Flight (TOF) vyrobkovych fad microflex, autoflex a
ultraflex firmy Bruker. Program flexControl pracuje v opera¢nich systémech Microsoft®
Windows® anebo XP® (SP3).

Vice informaci Ize ziskat v manualu flexControl User Manual.
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2 Klasifikace v realném ¢ase pomoci softwaru
MALDI Biotyper Realtime Classification
(RTC)

2.1 Spusténi softwaru

Pro spusténi softwaru MALDI Biotyper Realtime Classification je treba:

1. Bud zvolit nabidku 2/Start| Programs > Bruker Daltonics > MALDI Biotyper
RTC anebo dvakrat kliknout na ikonu desktopu MALDI Biotyper RTC.

2.2 Uzivatelské rozhrani programu MALDI Biotyper
Realtime Classification

Okno programu MALDI Biotyper Realtime Classification obsahuje listy: titulek-, menu-
nastroj- a status (title-; menu-; toolbar- a status-); cilovy a legendovy displej (target
and legend displays) a vysledkovou tabulku (results table).

B 540101 D otyper Bealbme Classtfication Progect: 20001 214 &BC_01_1234 Tille Bar
Rz s Tk kel hienu Bar
12 M inl @ B 9 | Main Toolbar
12 3 4 B G 7 8 9 1011 12 siizen
A D . . . . T
B @ oo
c Hmaursd
D Tanget Display Bl ipsonn Legend Cisplay
E Heased. chs 20 gven
F Heasaid, chiris fod el osi
G P sl e
H .Zn.in.'uu::ul md e
] [+) @ rederdetid [ Resul Toolbar |
[ Have - Uehpashend f et 2 Godre Loy e W Sion
[ :J 5 a4l Sagloal Sl i coaductdan 227 pacias 0 :mwru'ﬂ_l,-:-- Lrkncem
1=l il Sarpie a1l “arthavones pEl 23 ek 8 seruzony ) Lnbnesn O
= 541 Garqrs 517 i relis=ln e dstion 1.5 PCTR grirez o 8 e o (F
= g oAalr Sapdu Al Eacteanh wccl kL] dhoady ndamc w Zh pdls wrd not de'mady cming pacE cerironid 0 Lakncan
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B [ Y] Hirnheriai.m mesvpiz.n A Resulls Table spackey 5 ceruzoni 0 wnkaecan
___| A_ah Saylof0 Frok o i wililn e | — e [ mrwonty [ Lndncon
2] Sargis sk [ = O 1A= muacinx 3 cprusnnky 3 Loknean (2]
3 GAT Gmrqrm 47 oo reks e e deshion 1297 P srss o (0 rkureom (7
=l 5 AR Sarpisfd Lazicha oo 1o ss 2237 P ceruron 0 Lobncan O
O] 53 Sogizad Mot ks b 1 sz 2oy 1564 spmcian £ cmnnennke (51 nndneam
k. Slabes Dar marvae: |ovalend ok B0
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Lista Titulek (Title)
Tato lista zobrazuje nazev aplikace a obsahuje znama tlacitka systému Windows
umoziujici minimalizaci, maximalizaci a zavieni okna. Je-li klasifikace spusténa

anebo jsou-li zobrazeny vysledky klasifikace jiz ukoncené, je zde zobrazeno | jméno
souvisejiciho projektu.

Lista Menu

Tato lista zobrazuje nabidky Soubor, Nahled, Nastroje a Pomoc (File, View, Tools
and Help) programu MALDI Biotyper RTC.

Lista Panely nastroju

Na list& Panely nastroju jsou zobrazena tlacitka umoznujici pfimy pfistup k urcitym
pfikazam.

|Panel Tip Funkce
[Hlavni panel nastroju
2 Otevrit klasifikaci  Otevfeni archivovaného projektu
, - Vytvoreni nového projektu anebo
O Nova klasifikace natazeni projektu jiz existujiciho
= . . . Generovani zpravy o vysledcich
(=] Nahled vysledku klasifikace
E Zavrit klasifikaci Zavreni praveé probihajici klasifikace
= , Ulozeni uzivatelem definovaného
“3 Export validace stavu validace
9 Resetovani Pouziti jiz nastaveného stavu
_ validace validace
|Vysledky
0 Kolaps (zruSeni)  Kolaps (zruseni) vSech vysledku
vSeho klasifikace
— . Expandovat vSechny vysledky
[+] Expandovat vse klasifikace
9 Skryr/zobrazit Skryr/zobrazit druh na zakladé
. identifikovane 'shodnych(konzistentnich) vysledku
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2 Klasifikace v realném ¢ase pomoci softwaru MALDI
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Cilovy displej zobrazuje zastupce terCiku MALDI a indikuje pozici a stav vzorkd.

Legenda k displeji

Tato legenda vysvétluje barevné kddovani pouzité k indikaci momentlaniho stavu
vzorkd zobrazenych na tomto displeji.

Tabulka vysledku

Ve vysledkové tabulce je zobrazen souhrn vysledku aktivniho nebo jiz ukonéeného
klasifikacniho cyklu. Kliknutim praveho tlagitka na zahlavi tabulky se sloupce bud
zobrazi anebo skryji. Pofadi sloupcu Ize zménit kliknutim levého tlacitka na zahlavi
tabulky a pretazenim sloupce na nové misto.

Sloupec

Ikona

ID

Nazev

Pozice

v

Cip

Detekovany druh

Skore

Komentar

Kdédovani barvami semaforu.

ldentifikaéni Cislo analytu (analyzovaného vzorku) (= ID
vlozené na stranku Analyte Placement v Prdvodci k
programu MALDI Biotyper RTC).

Nazev analytu (= jméno vilozené na stranku Analyte
Placement v Privodci k programu MALDI Biotyper RTC).

Pozice cilového analytu (= pozice vloZzena na stranku Analyte
Placement v Privodci k programu MALDI Biotyper RTC).

Cip vloZzeny na stranku Analyte Placement v Pravodci k
programu MALDI Biotyper RTC.

Jméno nejvice odpovidajiciho organismu.

Bodova hodnota vysledku porovnani.
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Poznamka Naznak shody (existuje-Ii)

Popis Popis analytu (= popis vloZzeny na stranku Analyte
Placement v Privodci k programu MALDI Biotyper RTC).

Validace Uzivatelem ménitelné konzistentni kategorie.

Vysledky srovnani Barevné kodovani rozSifenych (expandovanych) vysledk
— lkona (pouzito je barev dopravnich svétel).

Vysledky srovnani Hodnota skére shody u rozsifenych (expandovanych)
— Skoére vysledkU

Vysledky srovnani Jméno srovnavaného organismu v rozsifenych
— Zjistény druh (expandovanych) vysledcich.

Vysledky srovnani Naznak shody u rozsSifenych (expandovanych) vysledku
— Poznamka (existuje-li).

Vysledky srovnani NCBI identifikator v pfislu§ném uzlu (node) taxonomického

— Vazba kmene podle NCBI (existuje-li) v roz8ifenych vysledcich.Je-li
system napojen na Internet, otevie hyperlink v daném nodu
taxonomicky prohlize¢ NCBI.

Chcete-li zabranit tomu, aby vysledkova tabulka automaticky nerolovala smérem
nahoru a aby v pribéhu klasifikace nové vysledky nebyly zobrazovany, zvolte Fidici
policko Switch off scrolling (Vypnout rolovani). Vysledky se na zobrazované tabulce
prestanou pohybovat.

Neni-li nabidka Switch off scrolling vybrana, je stavajici zobrazovana vysledkova
zabulka ovlivhovana pravé probihajicim méfenim. Nové vysledky se objevuji v dolni
¢asti tabulky, vysledkova tabulka automaticky pomalu roluje smérem vzhdru a objevuji
se na ni postupné dalsi a dal$i nové vysledky.
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Status Bar (Stavova lista)

Informace o aktualnim stavu programu MALDI Biotyper je zobrazena na levé strané
stavové listy, zatimco informace o pfipojeni pocitace jsou viditelné na strané pravé.

|':.1'|'|5:tr§ b Pt ol succssfil runr: calhost Fort: G050 |

Také prubéh klasifikace je na stavové listé zachycen. Toto hlaseni obsahuje €islo
momentalné méfeného vzorku, propocCteny zbyvajici ¢as méfeni (z programu
flexControl), Udaj o poCtu vzorku, které jiz byly klasifikovany, a zbyvajici dobu
klasifikace (z programu MALDI Biotyper RTC).

| ClsFicatan (s running...  Measursd: 3012 Taremaining: 00:046  dazsfied: 1012 Time remaning: 00:15:06 Serend! bcakbest Pors: E0ED |

2.2.1 Zmeéna velikosti okna programu MALDI Biotyper RTC

Okno programu MALDI Biotyper RTC se vzdy otevira ve velikosti, ktera byly
nastavena vyrobcem; uzivatel ji v8ak muze zménit a pfizpasobit svym potfebam.

Velikost celého okna Ize zvétsit nebo zmensSit kliknutim kurzoru na jeho okraj a jeho
naslednym roztazenim na pozadovanou velikost. Spolu s tim se adekvatné zméni i
velikost displeje a zobrazené vysledkové tabulky.

Relativni Sitku cilového displeje a zobrazeni pfislusné legendy Ize zménit kliknutim a
potazenim jejich svislého délitka potfebnym smérem.

Také relativni vysku vysledkové tabulky, cilového displeje a prislusné legendy lze
zménit kliknutim a potazenim jejich vodorovného délitka potfebnym smérem.

2.3 Priavodce programem MALDI Biotyper RTC
Poradce programu MALDI Biotyper RTC se pouziva pro:

e vytvofeni noveho klasifikacniho projektu (viz ¢ast 2.4)

e pokracovani v pferudeném klasifikacnim procesu (viz ¢ast 2.12)

e natazeni (nahrani) jiz archivovanych projektu a zobrazeni vysledku (viz ¢ast
2.15).

Privodce (Wizard) programem MALDI Biotyper RTC ma pét samostatnych stranek:

e Stranka uvitaci (Welcome) (volitelnd).
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o Stranka defininovani projektu (Definition of Project) — pouziva se bud k
definovani novych anebo k ulozZeni jiz existujicich klasifikacnich projektu.

e Stranka umisténi analytu (Analyte Placement) — pouziva se k vlozeni Gdaju
0 vzorku.

e Stranka volba metod programu MALDI Biotyper (Selection of MALDI
Biotyper Methods) — pouziva se k definovani metod pfedbézné pfipravy
vzorku a jeho identifikace (preprocessing and identification).

e Stranka shrnuti projektu (Project Summary) — pouziva se ke kontrole
nastaveni projektu.

Chcete-li Pravodce programem MALDI Biotyper RTC spustit:

e zvolte pfikaz File > New classification a

e Kliknéte bud na ‘L na listé nebo
e soucdasné stisknéte tlacitka Ctrl+N.
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& MaLDI Biotyper Realtime Classification Wizard

MALD| Biotyper Aealtime Claszification Wizard

MALDI Exlyper clazshication n

Bruker Daltonics

s MALDI Biotyper,

IUEEDG riat zhows Bhic page anpmons.
o

Welcome to tha AL DI Biohyper Reabme Classhication\Wizard This wizand assists wou when seftihg up an aukomabic

Hewd 22 Cancel | |

Help

Tip: Pritvorbé budoucich projekti vyberte kontrolni box; tim pfeskocite uvitaci

stranku (Welcome).

Kliknutim na nabidku Next > na uvitaci strance (Welcome) ziskate pfistup na stranku

definovani projektu (Definition of Project).

Pfikazova tlaCitka nachazejici se v dolni ¢asti kazdé stranky umoznuji uzivateli

navigaci uvedenou v obsahu Pravodce.

Tlacitko Funkce

Help Spusténi prohledavace.

< Back Navrat na predchozi stranku

Next > Prechod na dalSi stranku
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|
JTIac':itko Funkce

Cancel Otevieni nize uvedeného konfirmaéniho dialogu.
Warning |£|

Do wou really want to close the wizard?
You will lose all data entered in the wizard pages,

[ Yes | [ Mo ]

Chcete-li Pravodce zavfit a vratit se zpét do programu MALDI Biotyper
Realtime Classification, kliknéte na tlacitko Yes; tim Prlvodce zaviete a
vratite se zpét do pdavodniho okna. Chcete-li se vratit zpét na pravé
otevienou stranku Pravodce programem, kliknéte na tlacitko No.

{b}Poznamka ZruSeni nastaveni (setupu) probihajici klasifikace
bude mit za nésledek ztratu v8ech novych dat, kter4d bya na
stranky Pruvodce vloZena (s vyjimkou nazvu projektu, popisu
projektu a tvurce — Project Name, Project Description a
Creator).

Finish  Tento pfikaz pravoce uzavira a spousti proces klasifikace.

2.4 Vytvoreni nového projektu

» » Vytvoreni klasifikacniho projektu

Klasifikacni projekt Ize pomoci Pravodce programem MALDI Biotyper RTC vytvofit
dvéma zpusoby:

e Kliknutim na tlaCitko New... na strance Definition of Project (viz Cast 2.5) a
pfidanim adajd o vzorku na cilovou pozici, kterd se nachazi na strance Analyte
Placement.
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e Kliknutim na tlaCitko Import... na strance Definition of Project (viz ¢ast 2.5) a
importovanim 'klasifikacniho ukolu” (‘classification job'), ktery je vygenerovan
nanasecim (spotting) robotem anebo LIMS.

’ MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard

D efindtion of Project

Flease crosbe & e peoject for your clagalication i, The praject wil recond ol resuks generated hese, [To cortrue an
enzhing praject, plesze select ihe appropnale project name. |

D'escnphian
Cigalicn Date:
Creatar:
Mo, Imnpaet.. Ophions =

| <cBack | | Cacel || Hew |

{b}Poznamka{/b} Za vybér té setupové procedury klasifikacniho projektu,
ktera je pro pfislusnou laboratof nejvhodnéjsi, je zodpovédny uzivatel
programu.

2.5 Vytvoreni projektu pomoci tlaCitka New...
nachazejiciho se v Pravodci

Nazev projektu, jeho tvirce a jeho fakultativni popis se vkladaji na stranku Definition
of Project.
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Chcete-li pomoci tlacitka New... vytvorit novy klasifika¢ni projekt:

1. kliknéte na tlaCitko New... na strance Definition of Project.

2. Vramcidialogu New Project Biotyper Measurement, vioZte nazev tohoto
nového projektu do policka Name a do policka Creator uvedte jméno té osoby,
ktera bude projekt tvofit.

Tip Pro vytvofeni nazvuprojektu se doporucuje pouZit nasledujici postup:
<date>_<operator's name or initials>_<sequential number>_<target ID>

Syntax: yyyyymmdd ABC 01 01234, e.g.
20081208 _JKB 02 _01234.

New Project Bio TyperMeasurement g|
Mame: 201 2116_ABC_01_1224
Creator: taf-uzen@HBMEBT

Description: | WMALDI Biotyper RTC Praject

’ ] l [ Cancel ] [ Help ]

| kdyz je tvurce (Creator) systémem navrzen automaticky (= jméno uzZivatele je
zalogovano do Windows), Ize jeho jméno zménit. Tvurce (Creator) projekiu ale
definovan byt musi. Je-li plvodné nastaveny Udaj vymazan, je tladitko OK
vyfazeno z provozu, a to az do okamziku, kdy bude vlozen novy identifikator.

Popis projektu Ize viozit do policka Description (tento Udaj je nepovinny).
Pounamka: Maximalni délka nazvu (Name) a tvurce (Creator)

projektu €ini 50 znakd. Maximalni délka popisu (Description)
projektu Cini 255 znakad.

3. Kliknutim na tlac¢itko OK se vratite na stranku definovani projektu (Definition of
Project); na ni se pak objevi podrobné udaje o projektu novém.
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&8 MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard

Definition of Project
Fleaza cisate a new project for pour claszification e The propect wll record all resuks penarated hara. [To continue an
eEiztng progect, pleaze sekck the apprapnasbe propect name, |

Project Mame: | 20 m 216 ABC 01234 -

Decoiiphion: | p44) 0| Biotpped BT Praject

Creation Date! (1512 2010 16:17:31

Crealer. bof-uzerf@HEMET

[ Maw.. ] | Dakate Import... Oiptiors > |

[ ccpack || Mewsr |[ Cance || Hep |

4. Kiliknutim na tlacitko Next prejdete v Pravodci na stranku Analyte Placement; tato
stranka se pouZziva k pfidani udaju o vzorku na cilové pozice (viz ¢ast 2.5.1).

2.5.1 Vlozeni udaja o vzorku
Udaje o vzorku Ize na cilové pozice dodat &tverym zptisobem. Udaje o vozku lze:

e vlozit pfimo pomoci mysi a klavesnice pocitace (viz ¢ast 2.5.1.3),

e zkopirovat a vlozit z nékterého tabulkového programu, napf. Microsoft Excelu
(viz ¢ast 2.5.1.5),

e importovat ze souboru XML (viz ¢ast 2.5.1.6) or

e nacist a postupné vlozit pomoci ¢arovych kodu (viz East 2.5.1.4).
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2.5.1.1  Volba cilové pozice vzorku

Maji-li byt data vkladana pfimo z klavesnice, je tfeba na cilovém displeji zvolit ty cilové
pozice, na néz tato data maji byt ulozena (viz ¢ast 2.5.1.3).

Jsou-li Udaje o vzorku vkladany kopirovanim z tabulkového procesoru anebo
importem ze souboru XML, jsou cilové pozice definovany témi udaji, které jsou bud
vkladany (viz ¢ast 2.5.1.5) anebo importovany (viz ¢ast 2.5.1.6).

Sekvencni zptsob vkladani

Pfi pouziti sekven¢niho zpusobu vkladani jsou za vychozi cilovou pozici postupné
ukladany i pozice dalSi. Tento modus se obzvlast hodi pro vkladani udaji o vzorku
pomoci ¢arovych kodu (viz ¢ast 2.5.1.4).

Modus sekvenc¢niho vkladani (Sequential Insert Mode) se aktivuje kliknutim
praveho tlacitka mySi na poZzadovanou startovaci pozici a volbou pfikazu Sequential
Insert Mode v kontextovém menu cilového displeje.

Zvolend cilova pozice je pfi aktivaci zvyraznéna bilym krouzkem a pfidana na seznam
v nahledu tabulky. Hodnota uvedena v kolonce Pozice je pak automaticky
zkopirovana do kolonky Name (muze vSak byt pozménéna). Textovy kurzor se objevi
v kolonce identifikacniho €isla vzorkd (sample ID).

ID vzorku Ize nyni vloZit bud pomoci klavesnice a stisknuti tlacitka Return anebo jeho
oskenovanim z ¢arového kdédu vzorku. Poté, co je ID vzorku ulozeno, viozi se do
nahledu tabulky dalSi nasledna pozice a kurzor se prfesune na poliCko pro vliozeni
dalSiho ID. Momentalné aktivni pozice je na cilovém displeji zvyraznéna modrym
CtvereCkem.

V modu sekven&niho vkladani je mys stale aktivni. Kliknutim na urcitou buriku tabulky
se do ni textovy kurzor pfesune. Nasledné viloZeni dat do dalSich bunék tabulky Ize
ucinit pomoci klavesnice anebo ¢tecky carovych kédu.

Jakmile je ukladani udaju o vzorku ukonéeno, lze modus sekvenéniho vkladani

vypnout tim, ze pfikaz Sequential Insert Mode z kontextniho menu displeje
odstranime.

2.5.1.2 Pozadavky kladené na kategorii Udajua o vzorku

Vlastnosti a jmenna omezeni Udaju o vzorku vkladanych na stranku Analyte
Placement jsou uvedeny v Tab. 3-1.
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Neobsazena identifikacni Cisla vzorku (ID) v projektu nejsou povolena. Vkladané ID
musi byt uzivatelem vytvoreno tak, Zze se bud napiSe, zkopiruje ¢i importuje z urcitého
externiho zdroje dat anebo se nacte z ¢arového kddu.

Jsou-li udaje importovany z XML souboru anebo pfeneseny z tabulkového procesoru,
dojde v pfipadé neobsazeného ID vzorku k tomu, Ze tento pfikaz / vlozeni nebude

fungovat.

Jestlize existuji pozice s neobsazenymi identifikacnimi &isly (ID) vzorkl, dojde v
okamziku, kdy je kliknuto na tlacitko Next, k zahajeni konfirmacniho dialogu.

MALDI Biotyper Realtime Classification

2

Do o want ko delete all positions with empty analyvee 107

Tabulka 3-1 Vlastnosti a jmenna omezeni kategorii udajt o vzorku

Kateqorie |Povinné/Nepovinné Charakter omezeni Specialni
znaky*
Pozice Povinné Velké pisemno nasledované Nepouzito '
jednomistnou anebo dvoumistnou
Cislici (napf. A3, D11 atd.)

Cip Povinné 0 nebo 1' Nepouzito
Datum Povinné (pfidava se Nepouzito NepouZito
vytvoreni |automaticky)
Jméno Nepovinné 50 Ne

(doporuceno)
ID Povinné 50 Ne |
|Popis Nepovinné 50 Ano |

* Ke specialnim znakum patfi ty, které v zazvech soubort nejsou povoleny (\[:*?"<>() |

'Ty MALDI teré¢iky které zadnou substrukturu nemaji, jsou vyrobcem definovany jako
Cip 0; MSP BigAnchorChip™ 96 a MTP BigAnchorChip™ 384 T F charakterizuji
substrukturu tzv. kalibracnich mist na Cipu 1, jez lze pouzit jako validacni pozici.
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Povinné a nepovinné udaje

Kolonky se zahlavim Name a Description obsahuji nepovinné udaje; doporucujeme
vSak pouzit nejméné jedno jméno (Name) analyzovaného vzorku. V maodu
sekvencniho ukladani, jsou v pfipadé prazdnych nazvi (Names) do nich automaticky
ukladany udaje vlozené do kolonky Pozice.

Omezeni poctu znakii

Velikost udaju vkladanych do kolonek Name, ID a Description je omezena po¢tem 50
znakd. Manualné nelze vlozit vice nez 50 znaku. Pfi nacitani z ¢arového kédu budou
fetezce udaju vkladanych do kolonek Name, ID anebo Description zkraceny a po 50.
znaku jiz nebudou zobrazeny.

PFi importu dat ze souboru XML anebo pfi jejich pfenaseni z tabulky dojde také k
tomu, Ze importovany/pfenaseny piikaz nebude proveden v tom pfipadé, Zze délka
fezézce ID anebo Name piekroci hranici 50 znaku. V kolonce Description bude delSi
text bez jakéhokoli upozornéni zkracen taktéz na 50 znakd.

Specialni znaky

Specialni znaky a znaky, které v nazvech souboru nelze pouzit (\|:*?"<>|), nemohou
byt pouzity ani v fetézcich kategorii ID anebo Name. PFfi manualnim vkladani dat
anebo pfi nacitani z ¢arového kdédu jsou tyto specialni znaky bez bez jakéhokoli
upozornéni rovnéz vypustény.

Pfi importu dat ze souboru XML anebo pfi jejich kopirovani z tabulky nebude
importovany/kopirovany pfikaz proveden v tom pfipadé, ze nazev nebo identifikacni
Cislo (Name or ID) analytu budou obsahovat néktery z vy$e uvedenych specialnich
znakd.

2.5.1.3 Primé vkladani udaji o vzorku
Cilové pozice, k nimz maji byt udaje o vzorku pfifazeny, je tfeba vybrat na cilovém
displeji stranky Analyte Placement. Pro zvolené cilové pozice lze udaje o vzorku

vloZit pfimo z klavesnice.

Poznamka: Vkladané udaje musi respektovat omezeni tykajici se délky fetézce
a pouzivani specialnich znaku (viz ¢ast 2.5.1.2).
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V nasledujici tabulce je popsan zpusob, jenz lze pouzit pfi vybéru cilovych pozic.
Modry ¢tvereCek oznamuje, Ze urcita pozice byla vybrana.

Mys

Funkce

Kliknuti levym tlaCitkem na pozici (nap¥. A5)

Exkluzivni vybér pozice.

Kliknuti levym tlacitkem na pismeno fadku (napf.
A)

Exkluzivni vSech pozic v

radku.

vybér

Kliknuti levym tlacitkem na nazev sloupce (napf.
5)

Exkluzivni vybér vSech pozic ve
sloupci.

Kliknuti  levym tlaCitkem text

(marquee) a jeho pretazeni

na rolujici

Exkluzivni vybér vSech pozic v

rolujicim textu.

Podrzeni Ctrl + Kkliknuti levym tlacitkem na
urcitou pozici

Pfidani pozice do vybéru.

Podrzeni Ctrl + kliknuti levym tladitkem na nazev
fadku

Pfidani vSech pozic v Fadku do
vybéru.

Podrzeni Ctrl + kliknuti levym tlagitkem na nazev
sloupce

Pfidani v8ech pozic ve sloupci do
vybéru.

Podrzeni Ctrl + Kkliknuti levym tlacitkem na
rolujici text a jeho potazeni

Pfidani vSech pozic v obdélnicku
fadku do vybéru.

Kliknuti levym tlacitkem mezi pozice

Zpétny vybér vSech pozic.

Pfiklad: Vybrani fadku A kliknutim levého tladitka
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Moznosti primého viozeni udaji o vzorku

a. Zvolte pfislusné cilové pozice, kliknéte pravym tlacitkem na kteroukoli z nich
(nachazejici se v modrém obdélnicku) a z kontextového menu vyberte pfikaz
Add Samples (pfidat vzorky).

b. Zvolte cilové pozice a na klavesnici stisknéte tlacitko Insert (vioz).

Vybrané cilové pozice jsou aktivnimi (na cilovém displeji se objevi bily indikacni
krouzek).

1 2 3 45 B 7 8 9 1011 12
100000000000
B
C
D
E
F
G
H

Pfikazy Pozice a Chip jsou u vS8ech aktivovanych cilovych pozic automaticky
vygenerovany a vlozeny do tabulky vzorkl. Pfi ulozeni projektu do databaze se
také automaticky ulozi datum jeho vytvoreni (Creation Date).
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& MALD! Hiotyper Realtime Classification Wizard

Analyte Placement
Please specify the taiget positions for pour analptes by drawing a rectangle. chcking on row/column names or diectly on
the sppropriale otz Gnelpbes se nseiked uzng the Inesit kep orweth dd Anaiies bom lhe conlesd meme &valshls
Laiget spole are shovn i bolos Spols conlaring anayles of the cuirsrt projec! ae white [rol yet measwed] o oreen
[zheady mezred).
1 2 3 45 6 7 & 8 1011 12
A000000000000
B
C
D
E
F
G
H
Fasilian | Chip  Creston Dale Heme [aphona] 0 [iescnphon [aptanal] s
W
& L
[ Cowcel | [ ceBack || Mess: |[ Frm [ Hep |

2. Pozadované identifikatory vzorku pfidejte do sloupce ID.

3. Do sloupct Name a Description pridejte vSechny potiebné deskriptory (nepoviny
udaj).
Obsah tabulky |ze zkopirovat a pfenést pomoci pfikazd Copy a Paste, které se
nachazeji ve sloupcovém zahlavi kontextovych menu (tato se zpfistupni kliknutim

pravého tlacitka na zahlavi sloupcu). Tyto operace probihaji jako standardni
procedury programu Microsoft Windows GUI.

4. Jakmile je vkladani dat ukoncéeno, kliknéte na tlacitko Next, ¢imz prejdete na
stranku vybéru metod programu MALDI Biotyper (Selection of MALDI Biotyper
Methods).

a. Jestlize existuji pozice s neobsazenymi identifikacnimi Cisly (ID) vzorku, dojde
v okamziku, kdy je kliknuto na tlacitko Next, k zahajeni konfirmacéniho dialogu.
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MALDI Biotyper Realtime Classification

9P

1‘./ Do wou wank to delete all positions with empty analyte I07

b. Kliknutim na tlacitko Yes vymazete v prazdném ID vSechny aktivni pozice
projektu a oteviete stranku Project Summary (souhrn projektu).

c. Kliknutim na tla¢itko No se vratite na stranku Analyte Placement a poté
vlozite chybéjici ID vzorku.

d. Jakmile je ukladani dat ukonceno, kliknéte na tlaCitko Next a pokracuijte na
strance vybér metod (Selection of MALDI Biotyper Methods).

2.5.1.4 Nacitani udaju o vzorku z ¢arovych kédu

Udaje o vzorku lze z &arovych kédd nadist pomoci &tecky a pracovniho modu
postupného vkladani dat (Sequential Insert Mode).

Poznamka Vkladané uUdaje musi respektovat ta omezeni, kterd se tykaji
délky fetézce a pouzivani specialnich znaku (viz ¢ast 2.5.1.2).

Ctecku &arového kodu Ize povazovat za druhou klavesnici. Kazdy textovy Fetézec,
ktery je na klavesnici napsan, muze byt viozen i naskenovanim pfislusného ¢arového
kodu.

Standardni aplikace ¢te¢ky ¢arovych kodu je urCena pro ty vzorky, které potiebuji
oznacit svym valstnim (jedine€nym) ID. Toro oznaceni Ize snadno provést pfi pouziti
sekvenéniho modu vkladani (viz ¢ast 2.5.1.1), v némz je seznam vzorkd vyplfiovan
tak, ze se ¢arove kody vzorku skenuiji striktné podle pofadi, v némz byly pfipraveny.

Chcete-li udaje o vzorcich Cist z ¢arovych kédu za pouziti modu sekvenéniho
vkladani (Sequential Insert Mode), ucinte nasledujici kroky:

1. Kliknutim levého tlagitka mysi zvolte potfebnou vychozi pozici (napf. A1) na
cilovém displeji pozice vzorku (Sample Position).

Tato pozice je nyni oznaCena jako pozice vybrana (vybér indikuje modry
obdélnicek).
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2. Pravym tlaCitkem kliknéte na vybrané pozice a vyberte v kontextovém menu
modus sekvenc&niho vkladani (Sequential Insert Mode).

Vybrana cilova pozice je pomoci bilého krouzku oznacena jako aktivni a je pfidana
do seznamu, ktery je zobrazen na nahledu tabulky. Hodnota uvedena v pozi¢nim
policku (Pozice) je automaticky zkopirovana do policka jméno (Name) (lze ji ale
zménit). Textovy kurzor se v poli¢ku objevi az pro vlozeni ID vzorku.

3. Oskenujte ID prvniho vzorku pomoci ¢tecky ¢arovych kodu (pouzivani vzorka s
c¢arovym kodem je velmi vyhodné a doporucuje se).

Nejsou-li ¢arové kody k dispozici, Ize je také oskenovat ze seznamu cilovych
pozic.

4. Pokracujte ve skenovani ¢arovych kédu tak dlouho, az jsou vloZeny udaje o vSech
vzorcich.

5. Jakmile je ukladani udaju o vzorku ukon&eno, kliknéte na nabidku Next.

Tim se otevie niZze uvedeny konfirmacni dialog. Po oskenovani posledniho
c¢arového kodu preskoci kurzor automaticky na ten novy fadek, kitery mé prazné
(neobsazené) ID vzorku.

MALDI Biotyper Realtime Classification

:;':’r‘/ Do you wank to deleke all positions with empty analvte ID7?

6. Abyste presli na stranku vybéru metod (Selection of MALDI Biotyper Methods),
kliknéte na nabidku Yes.

2.5.1.5 Kopirovani a vkladani dat z tabulkového procesoru

Udaje o vzorku Ize kopirovat a vkladat také z tabulkovych procesor(, napk. z programu
Microsoft Excel.
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Poznamka Vkladané Udaje musi respektovat ta omezeni, kterd se tykaji
délky fetézce a pouzivani specialnich znaku (viz ¢ast 2.5.1.2).

Pro kopirovani a vkladani dat z tabulkového procesoru je tireba provéstt
nasledujici kroky:

1. Oteviete vhodny inputovy soubor v tabulkovém procesoru.

Tento inputovy soubor by mél obsahovat potfebné informace v nasledujicim
usporadani: Pozice (pozice - sloupec A), Chip? (&ip — sloupec B), Name (nazev —
sloupec C), ID (identifika¢ni Cislo — sloupec D) a Description (popis — sloupec E).
Je-li projekt v béhu, bude datum vytvofeni (Creation Date) pfidano programem
zcela automaticky.

2. Pak vyberte ty buriky, které obsahuji Udaje o vzorku.

A B C D E F

1 |al 0 SsampleA AB 01 Temp =30

2 |A2 0 SsampleB  AB_02 Temp=31

3 |A3 0 SampleC AB 03 Temp=32

4 |A4 0 SampleD AB_D4 Temp =33

5 |AS 0 SampleE AB_05 Temp=34

6 |AB 0 5ampleF  AB_D6 Temp =35

7 |AT 0 Sample G AB_O7 Temp =36

g |AB 0 SampleH AB_08 Temp =37

9 |A9 0 Samplel AB_09 Temp=38

10 |A1D 0 Sample J AB_10 Temp =39

11 |All 0 Sample K AB 11 Temp =40

12 |A12 0 Samplel AB 12 Temp =41

13 =
14

> Ty MALDI teréiky, které Zadnou substrukturu nemaji, jsou vyrobcem definovany
jako Cip 0; MSP BigAnchorChip™ 96 a MTP BigAnchorChip™ 384 T F
charakterizujf substrukturu tzv. kalibra¢nich mist na Cipu 1a Ize je pouZit jako
validacni pozici.

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 39



Bruker Daltonik GmbH

2

Klasifikace v realném ¢ase pomoci softwaru MALDI

Biotyper Realtime Classification (RTC)

Chcete-li vybrané udaje do schranky pfidat, stisknéte bud kombinaci tlacitek

Ctrl+C anebo na vybrané udaje kliknéte pravym tlacitkem mysi a v kontextovém
menu programu schranky zvolte pfikaz Copy.

Na strance Analyte Placement v Privodci programem, kliknéte pravym tlacitkem

na nahled prazdné tabulky a v kontextovém menu zvolte pfikaz Paste; timto
prikazem kopirované Udaje do tabulky viozite.

ﬁf MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard

Analvte Placement

Pl spocify the target positions for pouwr amalyies by drawing @ rectand e, dicking om row/'colimn name: o dschy on
ihe= appropriate zpolz. Anavies sie nested wing the Inzet kep or wih Sdd Snaltes fom the conbed menu Sveilabls
larmel spals ae shown i holow. Spoks contaning anakdes of the curenl proecl aie while [Rol pel messued) o gesn

|dlraady maasLned]

1 2 3 465 6 7 8 9 101112
ADOODOOOOOPOOOD
EO0P0O000OO0OORPOO
Coo0oOOOOOODOOS
o X N N XN N N N NN N
FOOP0OO0OO0OO0OOOOOOSO
FOOOOOOOBDOOROO®

o0 0

COOOOOOOO®
HOOOOOOOOOOOS®

Foshon  Chp  Creation D sbe

Harme [optonal]

1Cr

[ Concel ][ <Back | Hews

| Descrptian [optianal)

Vybrané cilové pozice se tak stanou aktivnimi (na cilové obrazovce budou
oznaceny bilym krouzkem) a Udaje o vzorku budou vlozeny do zobrazené tabulky.
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& MALD| Hiotyper Realtime Classification Wizard

Analyte Placement
Plzase specify the taiget positions for pour analptes by drawing a rectangle. chcking on rowd/column names or diecty on
thie spproprate spoks Gnelpbes ae mseited uzng the Inseit kep oreath 8dd Sralies bom he conlest meme &walshls
Lziget spole are shovn n bolos Spols conlarng anales of the cuirsrt projec! ae while [rol yel measwed] o oreen
[eheady messwed].
1 & 3 45 6 7 8 8 10 11 12
AEIEIEIDEIDEIDEII:IDD
A "
C
D
E
F
G
H
Pasiton | Chp | Creaton Date Heme [ophona] | 1D D:a:nphun [aptanal] »
£
[ Cawcal || ccBack || Metss || Fnish || Hep |

a. Jestlize kopirovana data porusuji néktera z omezeni tykajicich se vzorku (viz
¢ast 2.5.1.2), objevi se chybové hlaseni.

b. Kliknéte na Yes v nabidce dialogu a v tabulkovém procesoru zkontrolujte zda
u nékterych dat nedoslo k nedodrzeni pozadavkd (1j. >50 znakl &i pouziti
specialnich znaku).

c. Chcete-li data opét vlozit, opakuijte kroky 2 a 3.

5. Jakmile je ukladani dat vzorku ukon&eno, kliknéte v Privodci programem na
nabidku Next a tim postoupite na stranku volby metod (Selection of MALDI
Biotyper Methods).

7 wvr

a. Je-li na aktivnich pozicich prazdné identifikaéni €islo vzorku (empty sample
ID), kliknéte na tlaCitko Next a otevie se nésledujici konfirmacni dialog.

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 41



2 Klasifikace v redlném ¢ase pomoci softwaru MALDI

Bruker Daltonik GmbH Biotyper Realtime Classification (RTC)

MALDI Biotyper Realtime Classification [ |

:;':’(/ Do wou wank to delete all positions with empty analyte I07

[ es ] [ Mo ]

b. Kliknutim na nabidku Yes vymazete z projektu vSechny aktivni pozice s
prazdnymi ID a oteviete stranku Project Summary.

c. Kliknutim na nabidku No se vratite na stranku Analyte Placement. Vymazani
stavajici definice vzorku provedete tak, Ze v nabidce kontextového menu na
displeji zvolite pfikaz Clear.

d. Zkontrolujte, zda v datech tabulkového procesoru nechybi identifikaéni Cisla
vzorkl a zopakujte kroky 2 a 3; tim Udaje znovu vlozZite.

e. Jakmile je ukladani dat o vzorku ukonceno, kliknéte na nabidku Next, ¢imz v
Pravodci pfejdete na stranku volby metod (Selection of MALDI Biotyper
Methods).

2.5.1.6 Import udaja o vzorku ze souboru XML

Udaje o vzorku Ize ze souboru XML importovat.

Poznamka Vkladané udaje musi respektovat ta omezeni, kterd se tykaji délky
fetézce a pouzivani specialnich znaku (viz ¢ast 2.5.1.2).

Poznamka Postup pfi importovani dat vzorku neni stejny jako pfi vytvareni
projektu pomoci tlacitka Import... v Pravodci (viz ¢ast 2.6).
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Struktura XML souboru pouzitého pro import dat

Struktura pfislusného XML souboru je velmi jednoducha.

cturnl version="1.0" encoding="LITF-9° %

zsanquenca nam=="AnalytePlacamant” cre=tor-"kok" d=ta="Z2008-09-09T14:03:00+07 00" =
zpos spot="A1" chip="0" sampename="Sample &' szapleicsntifzr="NY00001-2" descrption="measured at Al" /=
cpos spob="A2" Chip="D" samplzname="§ample B" sonpleidentifer="¥Y00002-3" description="measured al A2" /=

cpns spob="AR" chip="m" samplsname="8&ampla &' sampleidsn =HYINOnA-3" description="maasured at 43° S
Zpos spob="A4"' Chip="D" sampiename="3ample D' szypleiizniifzer="KY000D04 1" descrnption="measured ot A¥ /-
cpos spob="A%" chip="0" samplename="§ample E* samdeidentifer="¥¥00005-3" ceccnption="measured at 43" />
cnns spot="an’ chip="n" samplEname="g8ample F' sampeidentifier="¥¥YNON0G-3" ss=-nption="maasurad ot AG" /-

Zpos Spobl="AT' Chip="D" sampiename="Sample G' sanpleiizntifer="KY0D0D7 2" desCcnption="measured ot A7" /-

cpos spot="ald’ chip="D" sampizname="Samplhe H* samplzidentier=" Y 0000B-3" descrotion="measured at A8"

cpns spob="A%" —hip="m" samplaname="gampla 1* sampkidantifier="$Y0DO09-3" d=scoptinn="measurad ar A9 =

pos spot="A1D0" chiz="0" szmplenzme="Bampla J1° sarmplsdent er="KY000L0-3° descrction="measured at ALD" /=

cpos spok="A11" chiz="0" sanplencnez"Bample K empledent fer="8Y00011-8" description="measured at A11° /=

cpns spof="A12" chir="0" sanplanzma="BEampla L' sarglridetifier="Xynom2-3" dascripron="meaasured At 412" /=
=SB GUENCes

Pro kazdou pfipravenou pozici obsahuje sekvence koifenového elementu také
element dcefinny (child element), ktery je oznacen jako pos. K definovani obsahu
sloupct tabulky se pouzivaji tzv. atributy (spot, chip, samplename atd.; viz nize).

I!Kategorie dat vzorku XML pos atribut
'|Pozice spot

'|cv:ip chip

| INazev samplename

|ip identifikator vzorku
'|Popis popis

Tento zpUsob importu Udaji o pozici vzorku je tfeba pouzit pfi poloautomatickém
pracovnim postupu, pfi némz jsou importované XML soubory vytvareny externim
programem zcela automaticky. Znamena to tedy, Ze interaktivné jsou provadény
pouze jednotlivé kroky tvorby projektu a selekce XML souboru.

Import udaju o vzorku ze souboru XML

1. Na stance Analyte Placement v Prlivodci programem zobrazite kliknutim na pravé
tlaCitko mysi prazdnou tabulku a v kontextovém menu zvolite nabidku Import.
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& MaLp Biotyper Realtime Classification Wizard

Analyte Placement

Plzase speciy the taiget positions for sour analptes by drawing a rectangle. chcking on rowdcolumn names or directy on
the sppropale spofs Anelpfes e nseited uzng the Ins=it key or weth dd Analyles hom he conled meme Svalshle
kziget soole e thown n holos, Spols conlaring analbes of the curent project ae white [rol yed measwed] o oreen
[2leady mazswred].

10 11 12
L R N

CMMOOCDE
200000 RS-

HO 90O OOODOODS

Fasiian | Chp | Creaton Dale

| Hame |aphonal] | (i} [1e senphon [optanal]

[

Cancel || <t Back |

2. 'V otevieném dialogu (Open dialog) zvolte odpovidajici XML soubor a poté kliknéte
na nabidku Open.

Tim jsou importovany udaje o souboru XML a zvolené cilové pozice (selected
target pozices) se stanou aktivnimi (na cilovem displeji budou zvyraznény bilym
indikacnim krouzkem).

Nespliuji-li importovana data ta omezeni, ktera se Gdaju o vzorku tykaji (viz ¢ast
2.5.1.2), objevi se chybové hlaseni. V dialogu kliknéte na nabidku Yes a v

souboru XML zkontrolujte pfipadné chyby (>50 znakd; pouziti specialnich
znaku). Opakovanim kroku 1 a 2 jsou pak data reimportovana.

3. Jestlize se na strance volby metod (Selection of MALDI Biotyper Methods).

a. nachazi po kliknuti na nabidku Next na aktivnich pozicich prazdné identifikacni
Cislo vzorku (empty sample ID), otevie se nasledujici konfirmacni dialog.
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MALDI Biotyper Realtime Classification

1?(/ Do wou wank to delete all positions with empty analyte I07

b. Kliknutim na nabidku Yes budou z projektu vymazany vSechny pozice s
prazdnym ID a otevie se stranka Project Summary.

c. Kliknutim na nabidku No se vratite na stranku Analyte Placement; v
kontextovém menu cilového displeje pak zvolte nabidku Clear a tim vymazete
stavajici definici vzorku.

d. Zkontrolujte, zda v souboru XML nechybi identifikacni Cisla vzorka a
zpakovanim kroku 1 a 2 provedte reimport dat.

e. Jakmile je vkladani udaju o vzorku ukonceno, kliknéte na nabidku Next, ¢imz
v Pravodci pfejdete na stranku volby metod (Selection of MALDI Biotyper
Methods).

2.5.1.7 Editace udaja o vzorku

Editace obsahu nahledu tabulky
Ménit Ize pouze obsah sloupct Name, ID a Description.

Prvnim kliknutim myS&i vyberete text v pfislusné burice tabulky. Viozenim jakéhokoli
nového textu dojde k pfepsani jejiho obsahu.

Druhym kliknutim mysi navedete kurzor do textu. Na pozici kurzoru pak bude viozen
jakykoli novy text.

Editaci obsahu buriky ukoncite stisknutim tladitka Return. Kurzor pfeskoc¢i smérem
doll do dalsi bunky, ktera se ve vybraném sloupci nachazi. Tim je vybran Uplny
obsah bunky a vloZzenim jakéhokoli nového textu dojde k pfepsani textu stavajiciho.

Tridéni obsahu tabulky

Tabulky Ize ftfidit podle hodnot, které jsou uvedeny v jednotlivych specifickych
sloupcich, kliknutim na zahlavi pfislusného sloupce. Chcete-li pofadi udaji ve sloupci
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uvést obracené (ij. odshora dolu nebo naopak), kliknéte na zahlavi sloupce znovu.
Ménény sloupec a zpusob tfidéni je v jeho zahlavi oznacen symbolem V¥ i A.

2.5.1.8 Vymazani udajia o vzorku z cilovych pozic

Udaje o vzorku Ize vymazat tak, Ze na cilovém displeji zvolite data nachazejici se na
pFislu§né cilové pozici; pak kliknutim pravého tlacitka mySi na nabidku vymaz
analyzované vzorky (Delete Analytes) tato vybrana data z kontextového menu
odstranite.

ﬂ MALD| Bistyper Realtime Classification Wizard

Analpte Placement

Please speciy the baget pesitiore for pour analpes by drawing a reciangle. chcking on row/columea names or directly an
the: sppropriale spots Anslbes ae meebed uzng the Ins=it key or wath Add Analytes from the confest merns Svalsble
Laigel soole ane shavwn n halow, Spols conlaring anayles of the cumert project ae white [rol yet mestued)] of green

[ahieady mazswred).

123455?39101112'

A mimiminin

E 8 PO 08

C W

Clear

D@

E

F

G

H
Pazition Chip  Creaton Date Hame [aphohal] D Dz zcnphon [ophaonal] e
AE 1] . Sample F &B_15 Temp =35

a7 1] . Sample [ AH_I7 Temp =35

l Cancal H o4 Back J[ Mend: 2 H Firigh ]. Help J

]

{b}Poznamka{/b} Udaje o vzorku Ize vymazat pouze z t&ch cilovych pozic,
které nebyly méfeny (zvyraznéno bilym indika&nim krouzkem).

Udaje o vzorku Ize vymazat ze vSech cilovych pozic, a to tak, Ze kliknete pravym
tlacitkem mysi na cilovy displej a v kontextovém menu zvolite nabidku Clear.

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 46



2 Klasifikace v redlném ¢ase pomoci softwaru MALDI

Bruker Daltonik GmbH Biotyper Realtime Classification (RTC)

2.5.1.9 Definovani validacni pozice

Uzivatel si muze vybrat tu cilovou pozici, na niz bude automaticka kalibrace a
valida¢ni procedura provedena jesté pfed zahajenim klasifikaéniho procesu.

Kalibrace a valida¢ni procedura se provedou na cilové pozici obsahujici vzorek
standarniho bakterialniho testu (Bruker Bacterial Test Standard; Bruker vyr. C.
#255343). Tento standard je v podstaté preparatem kmene E. coli DH5a, ktery byl v
hornim hmotovém rozmezi napichnut spolu s dvéma dalSimi proteiny; timto opatfenim
je umoznéna kalibrace v hmotovém rozmezi 4 az 17 kDa.

Valida¢ni pozici Ize také vybrat pohybem smérem dolu prfes seznam nabidek
Validation Pozice na strance Analyte Placement. Volbou pfikazu None se pak
valida¢ni krok vynechava. Validacni pozice museji byt aktivni (aktivace je zvyraznéna
bilym indika&nim krouzkem).

QM.I.I DI Biogtyper Realtime Classification Wizard

Analybe Placemant
Plsase speciy the taiget positions for our analptes b drawing a rectanple. chcking on rowdcolumn names o directly on
thi= sppropriale spoks Anslpbes sre msetbed uzng the Inseit kep or wabh Add Analytes iom the confed mene, Svalsble
Lziget sools ae shavwn n bolos, Spols conlarng analles of the curenl project ae while [rol yed measued] o green
[aheady maaswed).
1 2 3 45 6 7 & 8 1011 12
A
=]
C:
]
E
F
G
H
Posiion | Chp CrecbonDate | Heme [ophonal] | 1D | Diescriphon [aptonal] »
3 A1 1] 20012210 1370 Sample 1 101 Sample 1
A10 I 1310 Sample 10 100 Sampl= 10
a11 0 1310 Sample 171 1011 Samgplz 11
Alz 0 1210 Sample 12 01z Sampla 12
A7 a 1370 Sample 2 102 Sample 2
A3 0 |§ 1310 Sample 3 103 Samal= 3
A 0 1310 Sample 4 ICr4 Sampls 4 .
‘Waldation Fositor
Cancal || <«Back || Mew:» |[ Fiien ][ Hep
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Vyrobcem nastavena validaéni pozice je stejna jako pozice, ktera byla pouzita pfi
poslednim klasifikatnim procesu. Je.li tato pozice inaktivni, je valida¢ni pozice
definovana jako prvni aktivni pozice.

Pfi prvnim otevieni stranky Analyte Placement (ij. v okamziku, kdy zadna z pozic
neni aktivni), neni v boxu obsahzujicim seznam zobrazena zadna pozice a proto ji ani
nelze vybrat.

{b}Poznamka{/b} Presvédcte se o tom, Ze testovaci standard (Bruker
Bacterial Test Standard) byl pfipraven v té pozici, v niz bude k validaci
pouzit.

Doporucuje se pouzivat stéle tu pozici, ktera odpovida validacni pozici pro
vSechny MALDI ter€iky (napf. A1:0).

Je-li klasifikacni béh pferusen anebo zrusen jesté pred dokoncenim
validace, je tfeba valida¢ni pozici definovat znovu.

2.6 Vytvoreni projektu pomoci tlacitka Import...

Novy klasifikacni projekt Ize v Privodci programem MALDI Biotyper RTC vytvofit
kliknutim na tlacitko Import... na strance Definition of Project (viz ¢ast 2.4).

Tato importni funkce je klavesovou zkratkou slouzici pro vytvofeni projektu a pro
pfidani Udaju o vzorku na stranku Analyte Placement; tyto Udaje jsou importovany
pomoci externé vytvorené definice terCiku (oznacované také jako 'klasifikacni zadani -
classification job').

V klasifikaénim zadani jsou udaje o vzorku definovany v souboru znakové
separovanych hodnot (character-separated values - CSV), ktery je generovan bud
pomoci nanaseciho robota (spotting robot) nebo nebo LIMS.

{b}Poznamka{/b} Vytvoreni projektu pomoci tladitka Import... v pravodci
programem neni totozné s importovanim 0daju o vzorku ze souboru XML
na strance Analyte Placement (viz ¢ast 2.5.1.6).

2.6.1 CSV (Classification Job) soubory

Minimalni soubor klasifikacniho zadani (CSV file) musi obsahovat Udaj o pozici
(Positions) vzorku a o jeho odpovidajicim identifikacnim Cisle (ID), jez jsou od sebe
oddéleny stfednikem; kazda pozice se nachazi na samostatném fadku.
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Puvodné nastavena konfigurace pfedpoklada, Zze se pozice vzorku (Position) nachazi
v prvnim sloupci a Zze ID vzorku je ve sloupci druhém (pozice ter€iku je pouzita také
jako nazev vzorku - Sample Name).

Tak napfiklad soubor klasifikaéniho zadani CSV definujiciho identifikacni Cisla pozic
vzorku ID A1-A12 uréitého terCiku mohou vypadat nasledovné:

A1,XY00001-1
A2;XY00002-1
A3;XY00003-1
A4;XY00004-1
A5;XY00005-1
A6;XY00006-1
A7;XY00007-1
A8;XY00008-1
A9;XY00009-1
A10;XY00010-1
A11,XY00011-1
A12;XY00012-1

Doplriujici udaje, napf. nazvy €i popisy (Sample Names or Sample Descriptions)
analytu mohou byt pfipojeny ke kazdému fadku. Kazda kategorie pfitom musi byt
oddélena stfednikem.

Poznamka: Data museji odpovidat omezenim tykajicim se délky fetézce a
pouzivani specialnich znaku (viz ¢ast 2.5.1.2).

Pojmenovani souboru klasifikacniho zadani

Je-li projekt vytvofen pomoci tlac¢itka Import... v privodci programem, pouzije se
nazev souboru klasifikaéniho zadani jako nazev projektu (Project Name). Maximalni
célka nazvu projektu (Project Name) Cini 50 znakd.

Nazev souboru klasifikacniho zadani ma mit pfiponu “. in”.
Tip  Pro pojmenovani soubort klasifikacnich zadani se doporucuje pouZivat
nasledujici schéma: <datum>_<jméno nebo inicialy operatora

> <sekvencni ¢islo >_<target ID> Syntax: rrrrmmdd_ABC _01_01234,
napf. 20081208 _JKB_02_01234.1in.
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Lokalizace souboru klasifikacnich zadani

Soubory klasifikacnich zadani“.in” by mély byt ukladany do importniho adresare,
ktery je do registru zadan v pribéhu instalace softwaru (viz ¢ast Pfiloha D).

2.6.2 Import udajua o vzorku ze souboru CSV

Chcete-li importovat udaje o vzorku ze souboru CSV:

1. Kliknéte na okénko Import... na strance definice projektu (Definition of Project).

2. Vdialogu o importu projektu (Import Project) kliknéte na tlaCitko drop-down,
které se nachazi vpravo od policka Name; tak se zobrazi vSechny CSV soubory,
které jsou v daném okamziku v designovaném importnim adresafi dostupné (viz
¢ast PFiloha D).

BioTyperMeasurement El
t ame: "
Creator: tof-user@HEMBT
Drescription:

ak. l ’ Cancel l [ Help

3. Pozadovany soubor zvolte tak, Zze na néj prosté kliknete.

Jméno souboru pfitom bude pouzito i jako nazev projektu (Project Name).

4. |dentifikator osoby vytvarejici projekt viozte do policka Creator. Tvirce projektu
(Creator) je systémem navrzen automaticky (jméno uzivatele je sou€asné
zalogovano do Windows = uzivatel), Ize jej ale i zménit.

Popis projektu (nepovinny Udaj) Ize vlozit do policka popis projekiu (Project
Description).
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5. Chcete-li se v Pravodci vratit zpét na stanku definice projektu (Definition of
Project), kliknéte na nabidku OK.

Nazev souboru CSV je pak pfidan do policka nazev projektu (Project Name) na
strance definice projektu (Definition of Project).

6. Kliknutim na tlacitko Next budete imporiovat data z vybraného souboru CSV a
v Privodci programem postoupite na stranku Selection of MALDI Biotyper
Methods (viz ¢ast 2.7).

Poznamka: Stranka Analyte Placement priivodce je pak automaticky doplnéna
ze vstupniho souboru a nebude uz mozno do ni vstoupit.

a. Jestlize soubor CSV obsahuje pozici s prazdnym vzorkem anebo neodpovidaji-
li vstupni Udaje prislusSnym omezenim (viz ¢ast 2.5.1), objevi se chybové
hladeni a projekt nebude importovan.

b. V dialogu kliknéte na tlacitko Yes a zkontrolujte jak identifikacni €islo vzorku,
tak také to, zda jsou dodrzeny pozadavky na format dat (>50 znakd; pouzivani
specialnich znaku).

c. Chcete-li data reimportovat, zopakujte kroky 1 az 6.

2.7 Definovani projektovych metod

Stranka vybéru selekénich metod programu MALDI Biotyper (Selection of MALDI
Biotyper Methods) se pouziva k definovani podrobnosti tykajicich se procesu
klasifikace hlavniho spektra (MSP). Obecné Ize fici, Zze tovarni nastaveni poskytuje
uspokojivé vysledky a ze tedy lze tuto stranku kliknutim na nabidku Next presko it a
v Privodci programem pokraCovat az na strance shrnuti projektu (Project Summary).
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Metoda predbézné
pripravy

Definuje metodu pouzitou k vytvofeni seznamu piku
(peak list) na zakladé hrubych dat.

Metoda identifikace MSP

Definuje metodu pouzitou k porovnani seznamu piku
spektra vzorku s referenénimi vzory (MSPs) obsazenymi
v databazi.

Zdroj MSP

Definuje ta hlavni spektra, kterd budou pro klasifikaci
pouzita.

e MSP z knihovny
spekter

Vybere ze seznamu jednotlivé pozadované knihovny
(mnohonasobna selekce je mozna po stisknuti klavesy
CTRL)

e MSP z taxonomického
dendrogramu

Vybere ze seznamu pozadovany taxonomicky
dendrogram (vybran ale maze byt pouze jeden jediny).

e VSechna MSP

Klasifikace je provedena za pouziti vSech dostupnych
MSP (v€etné nepfifazenych).
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2.8 Kontrola nastaveni projektu

Strdnka Projekt Summary se pouzivd ke Kkontrole nastaveni momentalniho
klasifikaCniho projektu a ke spusténi klasifikacniho procesu. Tato stranka poskytuje
prehled o hlavnich parametrech procesu klasifikace programem MALDI Biotyper.

@ MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard

Project Summany
Plaase check pouwr project settings. Chcking Firesh' will san the avtomatic mezsuement and clazslication
Froject Hame: ANM2T6_48C_01_1234
Dresciiplion MALDI Biatypei ATLC Project
Humber of Pazihons (o measune 12
Fraproceseng Method BioTypei Piegiocecaing Standard Methad
M5F ldentification Method BioTyper MSF |denification Standad Method
MEF Souice: Biuke Taxonomy|Taxonomg Tres|
| Cancal || «Back || Finih || Hep

2.9 Zruseni nastaveni projektu

Nastaveni projektu Ize zrusit z kterékoli stranky Pravodce programem MALDI Biotyper
RTC.

Chcete-li zrusit nastaveni projektu:

1. Kliknéte nabidkou Cancel na kteroukoli ze stranek Pruvodce programem MALDI
Biotyper RTC.
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Po tomto kliknuti se objevi nize uvedeny konfirmacni dialog.

Warning |£|

Do you really want bo close the wizard?
You will lose all data entered in the wizard pages,

e Kliknutim na No se vratite zpét na stranky Pravodce programem MALDI
Biotyper RTC.

e Kliknutim na Yes Pravodce uzaviete a vratite se do zdrojové aplikace.
Poznamka: ZruSeni setupu projektu bude mit za nasledek ztratu vSech dat
do projektu vloZzenych (s vyjimkou udaji nazev projektu, popis
projektu a tvurce projektu Project Name, Project Description a

Creator). Projekty, které jiz byly zruSeny, Ize z databaze
vymazat (viz ¢ast 2.10).

2.10 Vymazavani projektu

Projekty, které jiz byly zruSeny (viz ¢ast 2.9), Ize z databaze vymazat. Vymazat ale
nelze ty projekty, které jiz obsahuiji klasifikacni udaje,.

Chcete-li zruseny projekt z databaze vymazat

1. Zvolte bud nabidku File > New Classification anebo kliknéte na L.
2. Prejdéte na stranku Definition of Project.
3. Pozadovany projekt zvolte bud:

a. vybérem jeho nazvu (Project Name) v sestupném seznamu

anebo
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b. kliknutim na nabidku Open Tree; pak navigujte na pozadovany projekt a
kliknéte na OK.
Pouziti nabidky Open Tree umoziuje uzivateli vyhledavat v projektové
databazi fetezce nazvu projektd anebo ID analyzovanych vzorkud. Vyberte
prislusny box, vlozte vyhledavaci filtr a zobrazte ty projekty, jejichz nazvy
anebo ID relevantni Fetézce obsahuiji.
Tip K vyhledani retézce v nazvech projektu a ID pouZijte symbol divoké

karty (*). Tak napr. pouZitim vyhledavaciho filtru "ABC* budou
zobrazeny vSechny nazvy projekti a ID, které obsahuji fetézec ABC.

4. Kliknutim na Delete zvoleny projekt z databaze. vymazete

Tlacitko Delete je inaktivovano vybérem toho projektu, ktery obsahujice
klasifikaCni data.

2.11 Spusteéni klasifikaéniho procesu

Klasifikacni proces lze spustit z kterékoli stranky Pravodce programem MALDI
Biotyper RTC (s vyjimkou stranky Welcome). Ke spusténi klasifikaéniho procesu musi
existovat pfinejmensim jedna cilova pozice s platnym ID .

Chcete-li klasifikacni proces spustit:

1. Kliknéte na kterékoli strance Pravodce programem MALDI Biotyper RTC na
tlacitko Finish (kromé stranky Welcome).

Existuji-li pfi stisknuti tlaitka Finish aktivni pozice s prdzdnym ID vzorku, dojde
k otevieni konfirmacniho dialogu

MALDI Biotyper Realtime Classification

:.":’r‘/ Do ywou wank ko deleke all positions with empky analyvee 107
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e Kliknutim na nabidku Yes vymazete z projektu véechny aktivni pozice
s prazdnym ID a odstartujete klasifikacni proces.
e Kliknutim na nabidku No se vratite na stranku Analyte Placement a viozite
chybéjici ID vzorku.
o Jakmile bude ukladani dat ukoncéeno, kliknéte na nabidku Finish a
odstartujte klasifikaéni proces.

2.12 Pokracovani v preruseném klasifikaénim procesu

Klasifikaéni proces, ktery byl zné&jakého dlvodu pFerusen (napf. manualnim
pferuSsenim anebo vypadkem proudu), Ize obnovit opétovnym otevienim projektu
pomoci Pruvodce programem MALDI Biotyper RTC a zahdjenim procesu nové
klasifikace.

Po skonéeni klasifikacniho procesu Ize jednotlivé pozice opét zméfit (a reklasifikovat).

Po aktivaci se validace automaticky zopakuje pomoci té valida¢ni pozice, ktera byla
pouzita tésné pred prerusenim.

Chcete-li v preruseném klasifikacnim procesu pokracovat:

1. Zvolte nabidku File > New Classification anebo kliknéte na .
2. Pak prejdéte na stranku Definition of Project.
4. Pozadovany projekt zvolte bud:

a. vybérem jeho nazvu (Project Name) v sestupném seznamu

anebo

b. kliknutim na nabidku Open Tree; pak navigujte na pozadovany projekt a
kliknéte na OK.
Pouziti nabidky Open Tree umozhuje uZivateli vyhledavat v projektové
databazi fetezce nazvl projektd anebo ID analyzovanych vzorkd. Vyberte
prislusny box, vlozte vyhledavaci filtr a enter a zobrazte ty projekty, jejichz
nazvy anebo ID relevantni fetézce obsahuiji.
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Tip K vyhledani fetézce v nazvech projekta a ID pouZijte symbol divoké
karty (*). Tak napf. pouZitim vyhledavaciho filtru *ABC* budou
zobrazeny vsechny nazvy projektd a ID, které obsahuji fetézec ABC.

4. Kliknutim na nabidku Next oteviete v Pravodci stranku Project Summary a
zkontrolujte nastaveni projektu.

Nabidka pocet pozic k méfeni (Number of Positions to measure) indikuje pocet
nezméfenych pozic vzorku.

5. Kliknutim na nabidku Finish znovu nastartujete klasifikacni proces.

Jakmile je klasifikacni proces ukoncen, objevi se na obrazovce zprava o
vysledcich klasifikace; tato sprava obsahuje vysledky, které byly ziskany na vSech
mérenych pozicich (tj. jak pfed prerusenim, tak také po ném).

Poznamka Cilovy displej a vysledkova tabulka v okné MALDI Biotyper
Realtime Classification nezobrazi jiz dfivé naméfené a
oklasifikované analytové pozice.

Poznamka Ty cilové pozice, které byly v okamziku preruSeni méreny,
mohou byt z klasifikace vypustény. Jestlize preruseni tohoto
procesu zabranilo provedeni klasifikacniho ukolu, musi byt
pozice pfFislusného vzorku zméfena znovu.

Chcete-li cilové pozice opét zmérit:

1. Zvolte bud nabidku File > New Classification anebo kliknéte na (.
2. Prejdéte na stranku Definition of Project.
3. Pozadovany projekt zvolte bud:

a. vybérem jeho nazvu (Project Name) v sestupném seznamu

anebo
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b.

Tip

Biotyper Realtime Classification (RTC)

kliknutim na nabidku Open Tree; pak navigujte na pozadovany projekt a
kliknéte na OK.
Pouziti nabidky Open Tree umozZnuje uZivateli vyhledavat v projektové
databazi fetezce nazva projektd anebo ID analyzovanych vzorkl. Vyberte
pFisludny box, vlozte vyhledavaci filtr & enter a zobrazte ty projekty, jejichz
nazvy anebo ID relevantni fetézce obsahuiji.

K vyhledani fetézce v nazvech projekti a ID pouZijte symbol divoké
karty (*). Tak napr. pouZitim vyhledavaciho filtru "ABC* budou
zobrazeny vsechny nazvy projekti a ID, které obsahuji fetézec ABC.

4. Kliknutim na nabidku Next oteviete stranku Analyte Placement.
5. Zvyraznéni pozadované cilové pozice (pozic) dosahnete kliknutim pravého tlacitka
mysSi a vybérem nabidky Clear state for remeasurement v kontextovém menu.

Q MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard

Analvte Placement

Pl spocify the target positions for pouwr amalyies by drawing @ rectand e, dicking om row/'colimn name: o dschy on
ihe= appropnate zpolz. Analyies e neetbed wsng the Inzet kep or with Add &nalbes from the conlesdt menu Available
larmel spals ae shown i holow. Spoks contaning anakdes of the curenl proecl aie while [Rol pel messued) o gesn

|dlraady maasLned]
2 3 46 6 7 3 89 1011 12 ‘
A OO0
B K f
o Dalate Analytes
ji Clear
O Clesr stabe bor remessuremsnt
E
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G
H
Foshon  Chp  Creatian D sbe Name [aptional] 10 Dﬂ:npmr_-[nplunull B
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220763 Semple AR

gC
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0 16122001638 Sampke AT1 541 Grown at 35 deg C
0 161220001638  Sampk A12 5_ 412 Grawn at 36 deg C

Cancel | [ ¢<Back | Me Fir
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Na cilovém displeji zméni zvolené pozice svoji barvu ze zelené na bilou.

&% MALDI Biotyper Realtime Classification Wizard (=l
Analwte Placemant
Plaaza specify the tarer postions for vour anaktes by draving a rectangle, cicking on sz olumn names or dicectly on
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Al 0 1632200163 Sampke All S AN Gorown ot 35 deg ©
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[ cCarced || <cBack || Wests» |[ Fmich |[ Hep |

6. Kliknutim na nabidku Finish vyvolate na zvolenych cilovych pozicich opakované
méreni a jejich reklasifikaci.

2.13 Pokracovani klasifikacniho procesu

Klasifikace v realném €ase programem MALDI Biotyper sestava ze dvou krokd, které
se provadéji na kazdé pozici vzorku:

e ze vzorku je ziskano hmotové spektrum (krok ,méfeni*);
e vysledné hmotové spektrum je zpracovano a vysledny profil pik{ je porovnan
s referenénimi vzorky ulozenymi v databazi (krok ,klasifikace®).

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 59



2 Klasifikace v redlném ¢ase pomoci softwaru MALDI

Bruker Daltonik GmbH Biotyper Realtime Classification (RTC)

Klasifikacni krok je zahajen okamzité poté, co je souvisejici méfici krok ukoncen a co
se hmotové spektrum stane opét dostupnym.

Jakmile je klasifikaCni proces spustén, zobrazi se v okné programu MALDI Biotyper
Realtime Classification jako bilé teC¢ky ty pozice vzorka, které budou v ramci
stavajiciho projektu méfeny,.

Klasifikaéni krok daného vzorku je zahgjen okamzité poté, co je k dispozici hmotové
spektrum. Postup méfeni a klasifikaéni kroky kazdého vzorku Ize na cilovém displeji
sledovat v realném cCase.

Jakmile je méfeni spekira uspésné ukonceno, zbarvi se leva polovina pozice vzorku
dozelena. Jestlize ale méfeni neskonli Uspésné, zbarvi se leva polovina pozice
vzorku dooranzova.
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Zbarveni pravé poloviny pozice vzorku indikuje bodovou hodnotu (skére) kazdé
klasifikace (dozelena, dozluta nebo docCervena). Pouzity legendovy displej zobrazuje
barevné kodovani a indikuje status vzorku na cilovéem displeji.
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Jakmile je klasifikace pozice vzorku ukon€ena, je vysledek pfislusné klasifikace viozen
do vysledkoveé tabulky.

Vysledkova tabulka (viz ¢ast 2.2) okna programu MALDI Biotyper RTC Realtime
Classification podava v realném case prehled o vysledcich klasifikace u aktivniho
projektu. Tato tabulka obsahuje pouze nejvice (nejlépe) se shodujici referenéni
predlohy (Sablony) pro kazdou analyzovanou pozici a je souhrnem kompletni zpravy o
vysledcich klasifikace (viz ¢ast 2.17).

Klasifikacni proces je ukonfen v okamziku, kdy jsou zméfeny a oklasifikovany
vSechny pozice vzorkl. Validaéni nabidky jsou aktivovany podle pfifazenych kédu
dopravnich svétel.

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 61



Bruker Daltonik GmbH

2 Klasifikace v redlném ¢ase pomoci softwaru MALDI
Biotyper Realtime Classification (RTC)

LT Ul Higtypar HsiHime Ll walien Frepel: ANOLAE AL 01 1284

Fla  wea Tk Hen
it DS S

123 45 6 7T & 81011 12 L o]
A D ' ’ . .' Ficmal
B [
G Bencamal
[ Dol amaiay
C Fommal L g
re R I e Y
G B bl L vl
H 'a.l.i-\.u.-\.-u.-l.l.ll\.‘-..ﬂ'l.\l
[= [+ 3 bebe b dwal
n s e T et ] b 1. e e o AN
Bleo um imupk semphie s eder A3 s e
[F e 5o Sk alll o waes ki b T pecm i@ geroronp (Dl L
Ll e damc 11 ra whaoke v dean ] 1 el Lk
[ F e 1 Cockawrw =l A0 ey wdanarl b Shiom s sl vl pR oy T 3 ok
o] X! Fempleal + 0l e il L] 1
|2l w5 dnwpk &3 Ay vepdia rlasn el Lk
E i SR PR L Y el T Tr -
[ 8 5. Fu m 5 L ELERRE izl 1
o v inwpk r2 wiuse daracakon ]
ol el T 1wl e i AT .
D@ 5 om0 Ladden i erivas L2il 1
IL. Lo Jmwpde Vatplbrdenw sl LIy o i ¢ ebiw
Fomach=. S xahost Fob 308
Poznamka Je-li klasifikace v realném ¢ase spusténa poprveé po restartovani

pocitace, mize generovani vysledku klasifikace zabrat uréity ¢as. Je to
zZplisobeno tim, Ze jsou referencni pfedlohy nahravany z databaze do
vyrovnavaci pameéti.
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2.14 Zruseni klasifikacniho procesu

Probihajici klasifikaci Ize manualné zrusit:

e Kliknutim na aktivované tlac¢itko Abort Classification H v panelu nastrojl
o V tomto pfipadé bude klasifikacni proces ukoncen bez jakéhokoli
upozornéni. Okno MALDI Biotyper Realtime Classification zGstava v tomto
pFipadé aktivni.
e Kliknutim na tlacitko Close \ﬂ v titulkovém pruhu okna programu MALDI

Biotyper Realtime Classification. Timto zpusobem se otevie nasledujici
konfirmacni dialog:

MALDI Biotyper Realtime Classification X]
Classification is skill running!
[ Would wou like bo abark classification and close the application?
[ Yes l ’ Mo ]

o Kiliknutim na tlagitko Yes klasifikacni proces zru$ite a okno MALDI Biotyper

Realtime Classification uzaviete. Klasifikacni proces pak pokracuje az do
stisknuti tlacitka Yes.

o Kiliknutim na tlac¢itko No ponechate klasifikacni proces v béhu.

Poznamka Zrusenim klasifikacniho procesu se sice méreni pozic vzorku
zastavi, avsak klasifikace méfeného vzorku bude pokrac¢ovat. Po
zruseni tohoto procesu nedojde k aktualizaci ani cilového displeje ani
vysledkové tabulky v okné programu MALDI Biotyper Realtime
Classification. VSechny klasifikacni vysledky vsak budou po zruseni

v projektu uloZeny a Ize je shlédnout na zakladé generovani zpravy o
vysledcich klasifikace.

Klasifikaéni proces muaze byt ukonCen i neumysiné, napf. v disledku vypadku
elektrického proudu.
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Poznamka Dojde-li k neumysinému nebo ne¢ekanému pferuseni programu
MALDI Biotyper RTC, projekt uloZte a restartujte proces méreni (viz
cast 2.12).

Tip Velmi viele doporuujeme pouZivat “neprerusitelny zdroj energie”
(,uninterruptible power supply — UPS , a to jak pro pfistroj samotny, tak
takeé pro jeho pocitac.

2.15 Natahovani/nahravani jiz archivovaného projektu

Archivované projekty Ize do programu MALDI Biotyper RTC natdhnout zpét a stejné
tak Ize zobrazit i dosazené vysledky klasifikace (viz ¢ast 2.16).

Natazeni archivovaného projektu:

1. Zvolte bud nabidku File > Open Classification anebo kliknéte na 4
2. Pozadovany projekt vyberte bud

a. volbou projektu v seznamu Project Name.

anebo

b. kliknéte na nabidku Open Tree, pfejdéte na pozadovany projekt a kliknéte na
nabidku OK.
Pouziti nabidky Open Tree umoziuje uzivateli vyhledavat v projektové
databazi fetézce obsahuijici nazev projektu anebo ID analyzovaného
vzorku.Vyberte pfisludny box a vlozte vyhledavaci filtr, ktery vam umozni
zobrazit ty projekty nebo analyzované vzorky, v jejichz ndzvu se relevantni
fetézec vyskytuje.

Tip K vyhledani fetézce v nazvech projekti a ID pouZijte symbol divoké

karty (*). Tak napf. pouZitim vyhledavaciho filtru *ABC* budou
zobrazeny vSechny nazvy projektd a ID, jeZ fetézec ABC obsahuji.
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O
Show projects with analytes containing _.ﬁ.*l 2
g @ W
= 2010 [2)
= Oktober [2)

2070-10-07 kok 01
2010-10-01 -kok02

| oKk | | Cancel | [ Hep

2.16 Zobrazeni vysledku klasifikace

Vysledky klasifikace Ize nalézt ve vysledkové tabulce programu MALDI Biotyper RTC
(viz ¢ast 2.2). Nejvice odpovidajici organismy (nebo 'nespolehlivou identifikaci') 1ze
nalézt ve sloupci zjisténé druhy (Detected Species).

Rozsireni a kolabovani seznamu vysledku

Chcete-li u individualnich vzorka zobrazit nejvétsi miru shody, kliknéte v pfislusném
radku vzorku na tlagitko [+] .
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[=] [+] £} Hids Iderified
Fositon Chip D Debected Species Score Mame &
E| Al 0 oA Hochprvhum sadophim 2467 Semaole Al
[+ A10 & S A0 Hanthormoeas pisi v Samnke 10
ol Hil 0 5_ATT nio rebable idertification 1493 Sempe Al
] [y [ a_Al2 Eschenchia oo 2424 Samoke Al clogelp relaled to 3}
:£| a2 0 5 A2 no relizbls iderbication 143 Semple &2
¥ :] A3 0 543 Arsinbacter sulfunsus 201 Sarnphe &3
Detectad Spacies Lirk. Camimant - Scoie
Sathichacta) sdfineis D5 20TE7T DSH AZE5E 201
Silbiobasis nuluew: 3577 UFL 43555 184
Sithrchacter nsychiopheralicus DSM 15 25745 e 1,540
Aittvabacter ardewensi DSM 17€32T D 225894 . 1188
Ailbeobacler kergueberse [SM 15797 2730 — 1747
Subtrobecter gangolhiensie DSM 15735T.. 24787 - 1063
Apthrcbszee wesicus DSH 14EEST DSR 172040 e 1070
Fandoraaa promanusa LME 1881 7 HAM b el - 1.0F3
Fromidencia rstigen 203372 LHE =1 - 1,087
Seromonas hediophie CECT B25T DSM Bid Species of lhis gerus have veip simil.. B8 1,091
il ad 0 S_A4 Hicrobacienium mantppicum 243 Sample &4
(+] % 45 0 3_AR Protaus mirakikz 2X  Samok A

Kliknutim na tlacitko [ seznam zkolabuje (collapse).

Chcete-li zobrazit u vSech klasifikaci projektu nejvétsi miru shody, kliknéte v panelu

nastroju vysledkové tabulky na tlacitko . Chcete-li seznam zavfit, kliknéte v panelu

nastrojd na tlacitko ) .

Kliknutim na tlagitko & Hide Identified skryiete ve sloupci Validation viechny vysledky

klasifikace definované jako druhové konzistentni.

(=] =] |5 show 1dentiied _'

Puosilion Chip [[] Delected Species
- AN 0 5_A11 mo reiable identfcabon
A2 (I 5 f2 mo ielahle idertifesbon
<] AE 0 5 _AE o telizle idertification
AT 0 c_aT no ieizhle idzrifcahon
[+] A9 I g A9 Melhpabactenum ihadesisnum

Chcete-li znovu zobrazit zelené zbarvené klasifikace, kliknéte v panelu nastroji na

tladitko |:: Show Identified
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(5] [+] 5 Hide Idartified
Pesition  Chip ik Detecied Species
[+ 21 1] 5_A1 Leadiphibum acidaohium
[=] 0 &10 1] S5_4A10 Hanthomonas pisi
[=] 88 A1 0 5_A11 ria refable identification
[+] - &1z ] 5412 Escherichia cal
F! Al 0 5_A7 o r=bable id=nifcston
[£] & 43 I 5 43 Juthpobacter sulluieus
[+]a A4 0 5_A4 Mucrozactanium marnitypacerm
[z 8 25 il 5_85 Probeus mirabilz
[=] G 0 5_AE rid rzbable idenlific sbon
EI A7 1 AT re rabable identification
[+]a a8 0 5_td Lactchacikes rozmas
EI 49 1] 5_A5 Methyplabhacterum ihodesiznum

Zmeéna validaéniho stavu klasifikace

Nabidka ve sloupci Validation umoznuje uzivateli nastavit a ulozit kazdého vzorku
jeho klasifika¢ni status.

» » Chcete-li zménit a ulozit uzivatelem definované validace:

1. zménte validaéni status prFislusné klasifikace kliknutim na odpovidajici nabidku —
tji.druh, pouze rod anebo nezndmy (species, genus-only or unknown).

W alidation

species (%)
species (%)
species ()
species (%)
species ()
species (%)
species (%)

gerusz-only )
genuz-only )
genus-only )
genus-only )
genuz-only )
genus-only )
genus-only )

Kliknutim na nabidku
klasifikaci v projektu na automaticky generované hodnoty (druhové konzistentni
shoda = druh (species); rodové konzistentni shoda = pouze rod (genus-only);

Zzadna konzistence = neznamy (unknown).

klasifikace.

unknown ()
unknown )
unknown (2
unknown ()
unknown (%)
unknown ()
unknown ()

)
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2.17 Generovani zpravy o vysledcich

Zpravu o vysledcich klasifikace |ze vytvofit bud' pro aktivni projekt anebo pro projekt
archivovany. Klasifikaéni zpravy se na lokalnim harddisku ukladaji jako
<projectname>.html nasledujicim zpisobem:

C:\Documents and Settings\<username>\Application Data\Bruker
Daltonik\MALDIBiotyperAutomationControl\HtmpResults

Stavajici HTML soubor je pfepsan po vytvoreni kazdé nové zpravy.

Chcete-li vytvorit zpravu o vysledcich klasifikace u aktivniho projektu:

1. Vyberte bud nabidku View > Results anebo v hlavnim panelu nastroju kliknéte na
nabidku (E. .

Zprava o vytvofeni klasifikanich vysledkl je v tomto pfipadé okamzité odeslana
do vyrobcem nastaveného webového vyhledavace (browseru).

Chcete-li vytvorit zpravu o vysledcich klasifikace u archivovaného projektu:
1. Pozadovany projekt ulozte (viz ¢ast 2.15).

2. Vyberte bud nabidku View > Results anebo v hlavnim panelu nastroju kliknéte na
nabidku (.

Vyrobcem nastaveny webovy browser se po nékolika sekundach otevie a zpravu
zobrazi.

Poznamka: Tlacitko Zobraz vysledky (View Results) je aktivovano pouze
tehdy, jsou-li ve vybraném projektu obsazena data.

Tisk zpravy o vysledcich klasifikace

Zpravu o vysledcich klasifikace |ze z HTML vyhledavace vytisknout pomoci pfikazu
File > Print. Zpravy obsahujici velky pocet vzorkd budou produkovat i velky pocet
stran. Vytisknutim informaci o projektu (Project Info) a prehledné tabulky vysledki
(Result Overview) Ize vytvofit vhodny souhrnny pifehled dosazenych vysledku.

Tip Symboly bodového hodnoceni/skore (napf. +++) v nazvu vzorku

(Sample Name) Ize pouZit k rychlému stanoveni bodové hodnoty
shody pomoci natiskt provedenych ¢ernobilou tiskarnou.
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Je-li k dispozici i tiskarna barevna, Ize webovy prohlize€ nastavit tak, aby bylo tisténo
barevné pozadi. Ke konverzi HTML zpravy do PDF dokumentu Ize pouzit nékterou
z PDF aplikaci (napf. 'PDFCreator’).

Tip Tisk na barevné pozadi se v Internet Exploreru prepina pomoci
pfikazi Tools > Internet Options > Advanced > Printing >
Print background colours and images check box.

2.17.1 Struktura zpravy o vysledcich klasifikace

Zprava o vysledcich klasifikace ma nékolik ¢asti:

e Prvni ¢ast zpravy se sklada z:
o Informaci o projektu (Project Info) (viz ¢ast 2.17.2),
Tabulky Prehled vysledka (Result Overview) (viz ¢ast 2.17.3),
Sledovani shody (Matching Hints) (viz ¢ast 2.17.4),
Vyznamu hodnot skore (Meaning of Score Values) (viz ¢ast 2.17.5) a
Vyznamu konzistencénich kategorii (Meaning of Consistency
Categories) (viz ¢ast 2.17.6).
e Druh4 &ast zpravy obsahuje pro kazdy nazev analyzovaného vzorku, ktery je
uveden v prehledu vysledkt (Result Overview) samostatny oddil
Analyte<numbers> s detailni klasifikacni tabulkou (ranking table) (viz ¢ast

2.17.7).

o O O O

2.17.2 Informace o projektu

Cast Project Info se nachéazi pfimo pod zahlavim zpravy a obsahuje nasledujici
kategorie:

[
[Kategorie Poznamka
' Project Name Nazev projektu.
' Project Description Popis projektu (je-li specifikovan)
' Project Owner Jméno tvarce projektu.
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[

[Kategorie Poznamka
Project Creation Casové uréeni projektu.
Date/Time

' Project Analyte Count |Pocet analyzovanych vzorkd v projektu.

' Project Type Typ by mél byt oznacen jako 'Vyvoj' (‘Development’).
|Validation Vysledek validace ('Uspésna' nebo 'nelspésnd’)
|Validation Pozice Pozice standardu bakterialniho testu (Bruker Bacterial Test

Standard).

2.17.3 Prehledna tabulka vysledku

Tabulka prehledu vysledkl (Result Overview table) obsahuje seznam dvou
nejlepSich pfipadu shody, které byly zjistény u kazdého z analyzovanych vzorkd. Tato
tabulka obsahuje nasledujici sloupce:

|

[Sloupec Poznamka

'Analyte Nazev analyzovaného vzorku = 0daj Name vloZeny na stranku

Name Analyte Placement v Pravodci programem MALDI Biotyper RTC
spolu s pfidruzenymi symboly hodnoceni (skére) a pod tim v
zavorkach uvedenou konzistencni kategorii. Hyperlink otevira tabulku
(ranking table) specifického zafazeni vzorku (viz ¢ast 2.17.7).

'Analyte ID ID analytu = U0daj ID vioZzeny na stranku Analyte Placement
v Pravodci programem MALDI Biotyper RTC.

'Organism Organismus, jehoz referencni hodnoceni (reference pattern) ma

(best match)

nejvy8Si hodnotu skére. Hyperlinkovy U0daj indikuje, ze u této
klasifikace existuje shoda s pfedlohou (viz ¢ast 2.17.4)

Score Value

Hodnota skére nejlepsiho vysledku srovnavani.

|organism
(second best

Organismus, jehoz referencni hodnoceni ma druhou nejvysSsi hodnotu
skére. Hyperlinkovy udaj indikuje, Z2e i u této klasifikace shoda
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[Sloupec Poznamka

match) s pfedlohou existuje (viz ¢ast 2.17.4)

Score Value |Hodnota skére druhého nejlepSiho vysledku srovnavani.

Udaje o pouzitém barevném kédovani, hodnoté skére a o jeho symbolu, jeZ jsou
uvedeny v prehledu vysledkid (Result Overview), jsou vysvétleny v kapitole
Meaning of Score Values (viz ¢ast 2.17.5).

Kategorie shody A, B a C jsou vysvétleny v kapitole Meaning of Consistency
Categories (viz ¢ast 2.17.6).

o
Bruler Daliowik MALD Riotyper [‘ ]
Classification Results ERUKER
R
e
Fraoject Inls
Frejen: o= HAEIIIE ARC 0 11k
Fro it Theaeripiionr
Frepo Geper o REERETL
Prajer Coeaden s T H0-12- 15T 791 e
Prop Acakve Uast 12
Frepd Trpe Mrrrbyee
falbwe B A
Vakdaten Pootion:
Henlr Crrepvier
Al i Amalyin s tcere Lhgaanm Bl g ]
N I} Vet mairk Vol (oo baxt moech] Valun
|h..":-'::-.| AL Az il gy e = rkakles ambeae
"I:"ﬂ‘r‘:‘l" 5 A1 wst reliable e feurin - won 1w Bl Mol By o
Ill-‘liu.i.ui 5_Ad At ecier mlfaroen ALl Auibrcbecizr rfmern 1ExE
B il Mcrobadonr el M Sbrobmciroes bpdecc L5

{H1{A)

Je-li zprava vytvorena v prabéhu procesu klasifikace, obsahuiji ty sloupce se zahlavim
Organism a Score Value, u nichZz Udaje o analyzovanych vzorcich jesté nebyly
zaméfeny anebo klasifikovany, hlaSeni 'Udaj jeSté neexistuje’ a '< 0' ('not (yet) present’
and'<0').

‘{Af;?:.zll ETo0010-1 nol (et pre el = qel [yeL) presec =1
ﬁ:";TI; 01141 nat (et preseat < (] not [yeth presens = (]
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2.17.4 Shoda vysledku s predlohou

Hlaseni o shodé vysledku s referenénim vzorem (profilem) ma dvé Casti (tj. Nazev
referencniho vzoru a pfisluSsnou Poznamku).

Il ot ching Hints
Matehed Pattern I natvtin it

Eacilis arophaes DEM 675_DEM Thae quality of spectra (score] dezends onthe degre= of sporulabon: Use Eech matenal.
Ezcherickes cobl ATCT 25222 THL clescly relabzd fo Shigella sevd ot definibely ceabrgmiskatle af the moment
Bachenchoa cob AT 20922 CHE closels related to Shigella and not dintely dsbrgushatle at the mament
Bzchesacios coi ATC 25218 THE clogely relabed to Shigella sovd ot defindtely dsegmskstle ab the moement
Eackeracida cali BL21T _DENM 30083 TEL clopels relat=d to Shimella a0d not dafintels distraaishatle &t the mament
Backemcing cob THSalphs BEL closely relab=rd bo Sugella sod not de=fimbely deirgmsbatle at the moment
Eecaerichia ool TEW 30083 HAR cleeels relat=d o Zhipella a0d not dafinitely chiskromishatle at the mament
Eschenchia oo ESEL EA B35 19287 CHE clozely relabd to Shigella and not d=fintely dshogushatle at the moment
E:chiprichia ool W2 1 1464-1 THE closely relabed to Shigella sod not defindtely cishegaisbatle ab the maement
Eschenchia mol Mgl WKL clasely relat=d to Ehigella and not d=fintelz dsbrgmshatle at the mament

Stemetrophereaa alficars CTF 104854 HARL = ammoker of Stensty cobomenas maliopiota graup

Tabulka Matching Hints obsahuje nasledujici sloupce:

[

[Sloupec Poznamka

Matched Nazev srovnavaného referen¢niho vzoru (Uplné oznaceni

Pattern pFislusného kmene).

Comment Poznamka, ktera je pro tento referenéni model/Sablonu k dispozici
(mira shody).

2.17.5 Vyznam hodnot skére

Kapitola Vyznam hodnot skoére (Meaning of Score Values) objasfiuje vyznam
barevnych kédu, rozmezi hodnot skére a symboly skoérovani, jez jsou v prehledu
vysledkt (Result Overview) uvedeny.
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Meaning of Score Valoes
Range Drescriplion Symluls Culur
2200 5000 [+ e
M 2299 () gre=n
LG . 149939 probable genus identification {+] welaw
0000 1699 (-] sed

2.17.6 Vyznam kategorii konzistence

Kapitola Meaning of Consistency Categories sumarizuje vyznam konzistencnich
kategorii A, B a C.

Kromé obecné zpravy o vysledcich klasifikace (Classification Results Report), Ize o
kazdé konsistencni kategorii vygenerovat i zpravy specifické (viz ¢ast 2.18)

Meaning of Consictency Catesories (A - C)

Categury Diwscripiion

f fpecies Consigtetey: The best mafch waz clasatied a2 ‘gresn’ (zee abows) Futher 'resn’ matches are ofthe same species 23
' -
Ihe Grsl cae. Further ‘wellow' maiches are af beast of ibe sone geras as be Grsl oae.

E Gernue Consistency: The beast manch was claeaified as posen’ ar valow’ (s2e ghawe) Further ‘mreen’ or Swellew’ matches have at
least the samne geos as e Gret coe. The condibons of species consistency are not Gulilled.

C Mo Congistency: Merher specoss aor gerrae conssteany (Please check for ssnenymie of nanmes ar mircobial roshre)

2.17.7 Tabulky zarazeni jednotlivych analytu

Tabulky zafazeni jednotlivych analytd (Analyte-specific ranking tables) Ize
zpfistupnit kliknutim na hyperlinkovy udaj Analyte Name, ktery se nachazi v prehledu
vysledkt (Result Overview). Tyto prehledné tabulky obsahuji 10 nejlepsSich vysledku
usporadanych v sestupném poradi podle dosazenych hodnot jejich skére.
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- |
Clostrickien perfrngens B O1958_ITCTT 3110 _BOG =514 1502
Clastrikien perfrngens B O1038_MCTT 4364 _BOG 2and 1532
Clostridum perfrngens B 1971_ATCO 3636 BCG 2305 1502
Clersidiom perfriges & 1037 _MICTD 8237 _BOG 2254 27763
Clearsidiom pefriges T 2150 MOTD 8346 _BOG 2253 07els
Clearsidim pedibges & 1021 _MICTS 10720 _ROG 211 FRRER

Comamoras besbesberore TR S0 HAM

Listena grasi fivarrsi DM 20556 TEM

Bacityw atrophasus TiEW, 575 DS

™
n

Clestridan aejeincki 1073 _ATOC 25752 305

Poznamka Podrobnosti o jednotlivych kmenech, jez jsou uvedeny

v detailnich hodnoticich tabulkach, slouzi jen pro informaci.

| kdyz jsou identity Cervené zvyraznénych vysledkd hodnoceni (ij. s hodnotou skore
<1,7) vpfehledu vysledkid (Result Overview) potlateny a nahrazeny udajem
'klasifikace neni spolehliva' ('not reliable classification', jsou v tabulkach hodnoceni
jednotlivych analyzovanych vzorkl uvedeny.

Kazda prehledna tabulka hodnoceni obsahuje nasledujici informace:

|
|Kategorie

Poznamka

| Analyte Name

Nazev analyzovaného vzorku (= Udaj Name vloZeny na stranku
Analyte Placement v Pravodci programem MALDI Biotyper RTC

'Analyte Popis analytu (= Udaj Description vioZzeny na stranku Analyte'
Description Placement v Privodci programem MALDI Biotyper RTC.
'Analyte ID ID analytu (= udaj ID vloZzeny na strdnku Analyte Placement

v Pravodci programem MALDI Biotyper RTC.
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2.18 Specifické zpravy o kategoriich shody

Program MALDI Biotyper RTC muze z archivovanych projektd vygenerovat také
Specifické zpravy o kategoriich shody (Consistency category-specific reports). Tyto
udaje umoznuji uzivateli vytvofit i zpravy, které obsahuiji jen vysledky vyjadfujici shodu
u jednotlivych druht (zvyraznéno zelené, kategorie A), rodd (zvyraznéno Zzluté,
kategorie B) anebo bez shody (zvyraznéno Cervené, kategorie C).

Tyto specifické zpravy obsahuji seznam dvou nejlepsSich vysledkd dosazenych u
jednotlivych analyzovanych vzorkl v kazdé ze zminénych kategorii (A, B nebo C).

Chcete-li specifické zpravy o jednotlivych kategoriich shody vytvorit:

1. Vyberte bud nabidku File > New Classification anebo kliknéte na D
2. Prejdéte na stranku Definition of Project.
3. Pozadovany projekt vyberte bud

a. ze sestupného seznamu nazvul projektu (Project Name).

anebo

b. kliknéte na nabidku Open Tree, pfejdéte na pozadovany projekt a kliknéte na
OK.
Pouziti nabidky Open Tree umoznuje uzivateli vyhledavat v databazi projektu
ty Fetézce. které obsahujii bud nazvy projekttd anebo identifikacni Cisla
jednotlivych analytl. Vyberte si odpovidajici box a do néj vliozte vyhledavaci
fetézec; tak zobrazite ty projekty, v jejichz nazvech anebo v identifikanich
Cislech jednotlivych analytll jsou tyto relevantni fetéze obsazeny.

Tip K vyhledani fetézce v nazvech projekta a ID pouZijte symbol divoké

karty (*). Tak napf. pouZitim vyhledavaciho filtru *ABC* budou
zobrazeny vsechny nazvy projektd a ID, které obsahuji fetézec ABC.

4. Kliknéte na nabidku Options>> a zpravu pro pozadovanou kategorii vytvofite
kliknutim na nabidky View Results A, View Results B anebo View Results C.
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Bruker Daltonik GmbH Biotyper Realtime Classification (RTC)

2.19 Vytvoreni statistické zpravy

Z projektové databaze lze vygenerovat i statistickou zpravu. Tato zprava obsahuje
mésicni pfehled o poctu zpracovanych projektu a analytd .
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Na lokalni harddisk jsou statistické zpravy ukladany pod oznacenim
ProjectStatistics.html nasledujicim postupem:

C:\Documents and Settings\<username>\Application Data\Bruker
Daltonik\MALDIBiotyperAutomationControl\HtmpResults

Jiz existujici HTML soubor bude pfi vytvofeni kazdé nové zpravy vzdy prepsan.

Chcete-li vytvorit statistickou zpravu:

1. Vyberte nabidku View > Statistics.

Vytvorena statisticka zprava pak je okamzité odeslana do vyrobcem nastaveného
weboveého browseru.

Tisk statistické zpravy
Statistickou zpravu Ize z HTML browseru vytisknout pomoci prikazu File > Print.
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3 MALDI Biotyper — Offline klasifikace
(OC)

3.1 Spusténi softwaru

Do aplikaci Bruker Daltonics muze byt zalogovan vzdy jen jeden pocita¢; momentalni
uzivatel je uveden na stavové listé programu MALDI Biotyper OC.

» » Start programu MALDI Biotyper

1. Zvolte nabidku m > Programs > Bruker Daltonics > MALDI Biotyper
anebo dvakrat kliknéte na ikonu desktopu.

2. Nebyl-li program MALDI Biotyper OC licencovan, vlozte do pocitaCe platnou licenci
(viz ¢ast C.3).

3.2 MALDI Biotyper OC - Uzivatelské rozhrani

UzZivatelské rozhrani programu MALDI Biotyper OC ma pét samostatnych ¢asti:

e Nahled souboru (File View)

e Nahled spektra (Spectrum View)

e Nahled taxonomického dendrogramu (Taxonomy Tree View)
e Nahled gelu (Gel View)

e Nahled tabulky (Table View)
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3.2.1 Nahled souboru

Oblast Nahled souboru podava prehled ulozenych hrubych spekter nebo MSA ve
dvou samostatnych tabulkach:

e Spektrum
e MSP

Po kliknuti se tabulka pfesunete do popfedi ndhledu. Momentalné aktivni tabulka méa

nahofe oranzovy prouzek (pfi pouZiti standardnich Windows). Spekira anebo MSP
jsou €islovana a uvedena v tom poradi, v némz byla do nahledu natazena (vlozena).

Nahled souboru se pouziva k vybéru nabidky urcitého spektra anebo MSP pro
zpracovani. V nahledu spektra je zobrazeno posledni vybrané spektrum.

Kliknete-li pravym tlaCitkem mysi na kteroukoli ¢ast tabulek Spectrum nebo MSP,
oteviete kontextové menu. Tabulka hlavnich spekter (MSP) obsahuje jako podsoubor
pfikazy kontextového menu tabulky Spektrum.

3.2.1.1 Nahled souboru kontextového menu

|

|Pikaz Funkce

Start Identification Zahajuje klasifikaci neznamého vzorku pomoci jeho
(Identifikace startu) spektra/MSP (viz ¢ast 3.4)

View PCA Dendrogram Generuje a zobrazuje PCA dendrogram (viz ¢ast
(Nahled PCA dnegrogramu) [3.7.3.2)

View PCA Clustering Provadi klastrovani na spektrech PCA (viz ¢ast

(Nahled PCA klastrovani) 3.7.2)

'Match Composite Correlation |Porovnava nezndmy vzorek s CCIl matrix (viz ¢ast
Index... 3.8.3)

'ICreate MSP Z vybranych hrubych spekter vytvari referencni
(Vytvor MSP) spektrum (viz ¢ast 3.3.5.1)
Create MSP Series Z vybranych hrubych spekter vytvari sérii
(Vytvor sérii MSP) referencnich spekter (viz ¢ast 3.3.5.1)
Remove Selected Odstranuje vybrana spektra/MSP z nahledu souboru
Spectra/MSPs
(Odstran vybrana
spektra/MSP)
|Clear All Spektra/MSPs Z nahledu souboru vymazava vSechna spektra/MSP |
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I|Pn'kaz

Funkce

(Vymaz vSechna
spektra/MSP)

'Create Report
(Vytvor zpravu)

Vytvafi zpravu o vysledcich klasifikace zvolenych a
oklasifikovanych spekter/MSP (viz ¢ast 2.17.1)

' Properties...
(Vlastnositi...)

Zobrazuje vlastnosti souboru spekter (tato funkce je '
aktivni pouze pro jeden soubor)

'IShow Spektra in Gel View
(Zobraz spektra v nahledu
gelu)

V nahledu gelu zobrazuje vybrana spektra (viz ¢ast
3.2.4)

Show Normalized Spektra in
Gel View
(Zobraz normalizovana
spektra v nahledu gelu)

V nahledu gelu normalizuje a zobrazuje zvolena
spektra (viz ¢ast 3.2.4)

Show Selection in Spektra
View
(Zobraz vybér v nahledu
spekter)

V nahledu spekter zobrazuje vybrana spektra (viz
¢ast 3.2.2)

3.2.2

Nahled spektra

Tato funkce zobrazi hruba a zpracovana spektra a prehled pikd ve dvou tabulkach.
Kliknutim na pozadovanou tabulku ji pfesunete do popfedi nahledu. Pfi pouziti
standardnich Windows ma momentalné aktivni tabulka nahofe takiéz oranzovy

prouzek.

Tabulka Spektrum

Tabulka Spektrum zobrazuje hodnoty m/z (osa x) proti intenzité (osa y).

PFi zobrazovani soubord s jednotlivymi spektry mohou byt na displeji dvé spektira

soucdasné:

e Hrubé spektrum (vyrobni nastaveni v ¢erné barvé)
e Pfedbézné zpracovaneé (pfipravené) spektrum (jeho vyrobni nastaveni je

v barvé modré)

P¥i zobrazeni MSP souborl je zobrazeno spektrum se seznamu pika (jeho vyrobni

nastaveni je Cerné barve).
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Identifikacni tabulka

Tato tabulka zachycuje grafické zobrazeni téch vysledkl klasifikace, které byly
ziskany porovnanim neznamého vzorku s referenénim MSP. V jeji horni poloviné je
zobrazeno normalizované spektrum pikd neznamého vzorku a v jeji dolni &asti se
nachazi spektrum pikda téch hlavnich spekter (MSP), ktera jsou mometalné vybrana
v tabulce obsahujici jejich bodové hodnoceni v Nahledu tabulky (tyto udaje jsou
zobrazeny pomoci barevné stupnice s inverzni intenzitou). Barva kazdého piku
vyjadfuje miru shody s referenénim MSP (zelena = plna shoda, zlutda = castecna
shoda, ¢ervena = zadna shoda).

3.2.2.1 Zména grafické upravy nahledu

Kliknutim pravého tlacitka mySi oteviete kontextové menu, které Ize pouzit bud ke
zméné anebo k ulozeni grafické upravy nahledu.

I

|Pikaz Funkce

|Peak line width V nahledu nastavi silu ¢ary (tenka/stredni/silna)
(Tloustka pikové cary)

' Copy (Zkopiruj) Zkopiruje obsah nahledu do vyrovnavaci paméti

(clipboardu)

|save Image As... UlozZi obsah nahledu jako graficky soubor

(Uloz obrazek jako...) (Emf/PNG/Gif/Jpeg/Tiff/Bmp)

' Page Setup... Nastavi vlastnosti stranky pro tisk

(Nastaveni stranky)

|Print... Zahaji tiskovy dialog

(Tisk)

|Show Point Values Zméni zobrazeni kooordinat kurzoru v ToolTipu
(Ukaz bodoveé

hodnoceni)

IRemove Selected Odstrani spektra vybrana z ndhledu souboru (File View)
Spectra

(Odstran zvolena

spektra)

lun-Zoom Vrati transfokaci o jeden krok zpét

(Zmén zoom)

lundo All Zoom/Pan Zrusi v8echny transfokacni (zoom/pan) akce (= resetuje
(Zrus vSechny zoom nahled)

akce)

'|Set Scale to Default Pouzije vyrobni nastaveni stupnice
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|

|Prikaz | Funkce
' (Nastav stupnici na

vyrobni hodnoty)

Zména velikosti (transfokace)

ZvétSovani a zmensovani velikosti se provadi ota€enim stfedového kole¢ka mysi.

3.2.3 Nahled taxonomického dendrogramu

Funkce Nahled taxonomického dendrogramu zobrazi momentalné zvoleny
dendrogram, jeho taxonové uzly a hlavni spektra (MSP) pfifazena ke kazdému uzlu.
Dvé Cislice za ndzvem kazdého nodu jsou jednak Cislem MSP, které je k pfislusnému
uzlu pfifazeno a jednak vyjadfuji celkovy pocet téch MSP, jez jsou pfifazeny jak
k pfislusnému uzlu, tak také ke vSem jeho uzlum podfazenym (subnodes).

Jak dendrogram, tak také pocet uzlu Ize rozSifovat €i zuzovat klikdnim na symboly '+'
a -, které se nachéazeji pfed nazvy uzl(; druhou moznosti je pouzit odpovidajici
pfikaz obsazeny v kontextovém menu.

Po kliknuti pravého tlacitka mysi do nahledu taxonomického dendrogramu se otevie
kontextové menu, které obsahuje nasledujici pfikazy.

|
Ptikaz Funkce
|View in Browser Otevie tu stranku NCBI databaze taxonu, ktera
(Nahled do browseru) odpovida zvolenému funkénimu nodu ve
standardnim browseru (nutné je mit pfistup na
Internet).
|Search MSP... Vyhleda funkéni dendrogragm pro specifikované
(Hledej MSP) MSP.

|Start Taxonomy Tree Editor... |Otevie editor taxonomického dendrogramu (MALDI
(Spust’ editor taxonomického |Biotyper Taxonomy Tree Editor).

dendrogramu)

|Add to MSP Selection PFida jedno vybrané MSP do tabulky vybranych
(Pridej do vybéru MSP) MSP.

|Add Hierarchy to MSP Pfida MSP nachazejici se ve vybraném nodu (a také |
Selection ve vSech jeho dcefinnych uzlech) do tabulky

(Pridej hierarchii do vybéru |vybranych MSP.
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|

|Pikaz Funkce

mSP)

|Clear MSP Selection Vyprazdni tabulku vybranych MSP.

(Vycisti vybér MSP)

Add MSPs for Identification [Pfida vybrana MSP do tabulky nahledu soubort
(Pridej MSP pro identifikaci) |MSP.

Add Hierarchy for Pfida MSP nachazejici se ve vybraném nodu (a také
Identification ve vSech jeho dcefinnych uzlech) do tabulky nahledu
(Pridej hierarchii pro soubord MSP.

identifikaci)

3.24 Nahled gelu

Funkce Nahled gelu zobrazuje pseudogelovou reprezentaci hrubych nebo
normalizovanych spekter.

Chcete-li v Nahledu gelu nékteré spektrum zobrazit:

1. Natahnéte a zvyraznéte pozadovana hruba spektra v souboru Nahled spekter (viz
¢ast 3.3.2).
2. Kiliknéte pravym tlagitkem na zvyraznénd spektra a zvolte bud nabidku:

a. Show Spectra in Gel View (Zobraz spektra v nahledu gelu)

ANEBO

b. Show Normalized Spectra in Gel View (Zobraz v nahledu gelu
normalizovana spektra).

Tip K prepinani mezi zobrazenim hrubych a normalizovanych spekter
pouZijte zkracené prikazyCtrl+G a Ctri+N.

3.24.1 Zména vzhledu displeje Nahled gelt
Na ose x jsou zobrazeny hodnoty m/z a na ose y vlevo se nachazi Cislo pfislusného

spektra.. Na pravé strané osy y je uvedena intenzita pouzitych barevnych pikd, a to
podle jejich intenzity v gelu.
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Po kliknuti pravym tlaCitkem mysi do kterékoli ¢asti ndhledu gelu se otevie kontextové
menu, které Ize pouzit bud ke zméné vzhledu tohoto nahledu anebo k jeho ulozeni.

|Prikaz

Funkce

Color Scheme
(Barevné schéma)

Nastavi typ zobrazeni gelu (Oranzova stupnice /Horka mapa |
/Cerna stupnice /Modra stupnice /Fialova az modrozelena).

Invert Background
(Invertuj pozadi)

Invertuje barevnou stupnici.

|Copy
(Kopiruj)

Zkopiruje obsah nahledu do vyrovnavaci paméti.

|save Image As...
(Uloz obrazek
jako...)

Ulozi obsah nahledu jako graficky soubor
(Emf/PNG/Gif/Jpeg/Tiff/Bmp).

' Page Setup...
(Nastaveni
stranky...)

Nastavi rozvrzeni stranky pro tisk.

|Print...
(Tisk...)

Otevre tiskovy dialog.

lUn-Zoom
(Zmén zoom)

Vréti zpét posledni transfokaci (zoom action).

|undo All Zoom/Pan
(Zrus vSechny
zoom/pan akce)

Zru8i vSechny zoom/pan akce (= resetuje nahled).

|Set Scale to Default
(Nastav stupnici na
vyrobni hodnoty)

PouZije vyrobni nastaveni stupnice.

3.2.5

Nahled tabulky

Nahled tabulky muze obsahovat az Sest jednotlivych tabulek. Ne vSechny tabulky jsou
ale vzdy zobrazeny. Cislo za oznagenim tabulky indikuje pocet vstupu do pfislusné

tabulky.

Zvolte nabidku MSP

Tato tabulka obsahuje seznam téch MSP, kterd Ize pouzit bud ke klasifikaci anebo
k vytvofeni MSP dendrogramu. Pfikazy kontextového menu umoziuji bud pfidavat,
odstranovat a ukladat MSP do knihovny MSP anebo vytvofit jejich dendrogram. DalSi
pfikazy umoznuji editaci seznamu MSP pikd a metadat.
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Aktualni MSP
Tabulka aktualnich MSP pfinasi informace o téch MSP, jeZ jsou pfifazena k tomu
taxonovému uzlu, ktery je pravé vybran v nahledu taxonomického dendrogramu.

Skore spektra

Tabulka Skore spektra sumarizuje vysledky klasifikace neznameého spektra. PFfinasi
seznam téch MSP, u nichz existuje nejuzsi shoda se spektrem neznameého vzorku;
nejvyssi shoda je pfitom uvedena v horni ¢asti tohoto seznamu.

Kédovani podle dopravnich barevnych signdlt indikuje miru shody (zelend = plna
shoda, Zluta = ¢aste€na shoda, Cervena = Zadna shoda).
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Skére MSP

Tato tabulka sumarizuje vysledky klasifikace urc¢itého MSP spektra na zakladé MSP
standardu. Obsahuje seznam téch MSP, u nichz existuje nejuzsi shoda s MSP
neznamého vzorku; nejvy$si mira shody je uvedena v horni ¢4sti tohoto seznamu.
Kédovani podle dopravnich barevnych signdlt indikuje miru shody (zelend = plna
shoda, zluta = ¢aste¢na shoda, Cervena = zadna shoda).

Skére MSP podsouboru

Tato tabulka sumarizuje vysledky klasifikace neznamého MSP spektra na zakladé
subtypizace MSP. Obsahuje pofadi téch MSP, u nichz je shoda s nezamym MSP
nejvétsi, pficemz nejvyssi mira shody je uvedena v horni ¢asti tohoto seznamu.

Kédovani podle dopravnich barevnych signdlt indikuje miru shody (zelend = plna
shoda, Zluta = ¢aste¢na shoda, Cervena = Zadna shoda).

Skoére CCI

Tabulka CCl Scores sumarizuje vysledky klasifikace neznamého spektra na zakladé
pouziti CCl matrix. Tato tabulka fadi spektra do skupin, jez se vyznacuiji nejvyS$si
mirou shody se spekirem neznamého vzorku; nejvy$si mira shody je pfitom uvedena
v horni ¢asti tohoto seznamu.

Kdédovani podle dopravnich barevnych signalt indikuje miru shody (zelend = plna
shoda, Zluta = ¢aste€na shoda, Cervena = Zadna shoda).

3.2.5.1 Zobrazovani a skryvani informaci obsazenych v tabulkach

Po kliknuti se pfislusna tabulka presune do popfedi nahledu. Momentalné aktivni
tabulka ma (pfi pouziti standardnich Windows) nahofe oranzovy prouzek.

Tabulky Ize tfidit podle hodnot uvedenych v urcitém sloupci tak, ze klikneme na jeho
zahlavi. Opakovanym kliknutim se zobrazeny vysledek tfidéni zméni (bud ve sméru
shora doli anebo zdola nahoru). Sloupec a zpUsob tfidéni, jez jsou v tomto pfipadé
pouzity, je oznaCen ¢ernym trojjuhelnickem, ktery v se nachazi v zahlavi pfislusného
sloupce (¥ nebo A).

Informace zobrazené v kazdé tabulce Ize definovat pomoci sloupce nachazejiciho se
v zahlavi kontextového menu. Chcete-li sloupce zobrazit anebo skryt, zvolte anebo
vymazte pfislusnou nabidku.

Nékteré sloupce jsou nastaveny jiz vyrobcem a skryt je nelze.
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Nahled tabulky kontextovych menu

Po kliknuti pravym tlagitkem myS$i dovnitf nahledu tabulky se otevie kontextové menu.
Ne vSechny piikazy vSak jsou v tabulkach dostupné. Nékteré z nich jsou dostupné
pouze po zvyraznéni jednotlivych tabulkovych udaju (table entries), zatimco u jinych je

tfeba zvyraznit udaja vice.

I|PF|’kaz

Funkce

(Lokalizuj MSP
v taxonomickém
dendrogramu)

Locate MSP in Taxonomy Tree

Otevfe taxonomicky dendrogram v uzlu, ktery
obsahuje zvolené MSP.

|View MSP Dendrogram
(Nahled MSP dendrogramu)

Vytvafi dendrogram ze tfi nebo vice zvyraznénych
MSP (viz ¢ast 3.6.1).

|View Sub-Scoring
(Nahled skoére podsouborti)

VytvéFi tabulku Sub-MSP Scores table for '+'-
labelled Vysledky MSP klasifikace (viz ¢ast 3.4.4).

'IRemove Selected MSPs
(Odstran zvolené MSP)

Odstranuje z tabulky zvyraznéna MSP.

Clear All MSPs
(Vymaz vSechna MSP)

Odstranuje z tabulky vSechna MSP.

|Load MSP Library
(Natahni MSP

Otevfe dialog Load MSP Library (Natahni knihovnu |
MSP).

|Save knihovnu MSP)

Otevfe dialog Save MSP Library (UloZz knihovnu
MSP).

Create Subtyping MSPs
(Vytvor subtypizaci MSP)

Otevfe editor MALDI Biotyper Subtyping MSP Editor
(viz Cast 3.3.5.4).

'|Add to MSP Selection
(Pridej MSP do vybéru)

Pfidava zvyraznéna MSP do tabulky vybranych
MSP.

|Add MSPs for Identification
(Pridej MSP pro identifikaci)

Pfidava zvyraznéna MSP do tabulky Nahledu
souboru MSP.

|View Preprocessing Method
(Zobraz metodu pripravy)

Zobrazuje metodu pfipravy zvoleného MSP.

\View MSP Creation Method
(Zobraz metodu vytvoreni
MSP)

Zobrazuje metodu vytvoFeni zvoleného MSP.

View MSP Peak List
(Zobraz seznam MSP pikii)

Otevfe editor seznamu MSP piku (viz ¢ast 3.3.5.2)

|View/Edit MSP Metadata

Otevre editor MSP metadat (viz ¢ast 3.3.5.2)
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I||=n'kaz

|Funkce

|(Zobraz/edituj MSP metadata) |

3.2.6  Panely nastroju

Nabidka Panely nastroju obsahuje tlacitka, ktera nabizeji pfikazy umoznujici
zkracené provadéni jednotlivych operaci a procesu. Ve sloupci ToolTips je uveden
stru€ny popis funkce kazdého tlacitka.

Toolbar

Main toolbar
(Hlavni panel nastroja)

{8

ot
A
ez

s

[Table View toolbar

(Nahled tabulkového
panelu nastroju)

' Taxonomy Tree View

(Nahled

ToolTi

Pfida spektrum

Zavie v8echna spektra /
Vycisti MSP pro
identifikaci

Spusti identifikaci

Ulozi knihovny MSP

Ulozi knihovny MSP

Odstrani vybrana MSP

Odstrani vSechna MSP
z tabulky vybéru

Zobrazi dendrogram MSP
Zobrazi seznam MSP piku

Nahravani

Funkce

Otevreni okna Spektrum Browser.

Zavreni vSech ulozenych soubort
spekter/MSP.

Spusti klasifikaci spektra nebo
MSP.

Ulozeni knihovny MSP do
externiho souboru.

Ulozeni knihovny MSP z externiho
souboru.

Odstranéni zvyraznénych MSP.

Odstranéni vSech MSP z tabulky.

Vytvofeni dendrogramu MSP ze
zvyraznénych MSP.

Spusténi editoru seznamu MSP
pikad.

Nahrani zvolenych MSP do rychlé
vyrovnavaci paméti MBT serveru
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taxonomického

|dendrogramu)
. - Pfidani zvyraznéné MSP do
| Pfida MSP do vybéru tabulky vybranych MSP.
(X Vymaze zvolené MSP Vycisténi zvolené tabulky MSP.
’ Pida hierarchii do vybrané - 1198 MSP do zvoleneho nodu a
=% MSP dcefinné nody do tabulky
vybranych MSP.
Spusti editor Otevreni editoru taxonomického
=] taxonomického dendrogramu programu MALDI
dendrogramu Biotyper.

3.2.6.1 Stavova lista

Stavova lista v dolni ¢asti okna programu MALDI Biotyper poskytuje informace o
momentalné probihajicich procesech, nastaveni klavesnice, uzivateli (v compliance
modu) a pozici kurzoru.

3.2.7  Online pomoc

Online pomoc programu MALDI Biotyper poskytuje detailni popis vSech softwarovych
funkci, vSech menu a v8ech pfikazu. Online pomoc se spousti bud pomoci pfikazU
Help > Help Topics anebo stisknutim klavesy F1.

Obrazky jsou ulozeny jako miniatury. Chcete-li obrazek zvétsit, prejedte kurzorem po
jeho zmenseniné.
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3.3 Prace s programem MALDI Biotyper OC
Program MALDI Biotyper mize byt pouZzit ke:

¢ Kklasifikaci neznamych organismui pomoci:
o hrubého spekira nebo MSP (viz ¢ast 3.4)
o matrix CCI (viz ¢ast 3.8.3)
e zpiesnéni klasifikaci Uzce pFibuznych mikroorganismu pomoci subtypizace MSP
(viz Cast 3.4.4)
e usporadani spekter charakterizovanych organismu do taxonomickych
dendrogram( a MSP knihoven (viz ¢ast 3.5)
e studiu vztahl mezi mikroorganismy pomoci:
o PCA dendrogramu a tabulek skére a natahovani (Scores and Loadings
tabules) (viz ¢ast 3.7)
MSP dendrograma (viz ¢ast 3.6)
CCI matrix (viz ¢ast 3.8.1)

3.3.1 Hruba spektra a hlavni spektrum (MSP)

Z&kladnim vstupem pracovnich postupu pfi uzivani programu MALDI Biotyper jsou
hruba spektra, a to bud neznamych anebo jiz charakterizovanych mikroorganisma.
Pfed zaahdjenim pripravy je tfeba tato hruba spektra vybrat a ulozit do programu
MALDI Biotyper (viz ¢ast 3.3.2)

Metody predbézné pripravy (viz ¢ast 3.3.4) slouzi ke kontrole transformace hrubych
spekter do seznamud piku. Metody dalSiho zpracovani (viz ¢ast 3.3.3) slouzi ke
kontrole vygenerovanych seznamu pikd a algoritmd pouzitych ke generovani
vysledku.

Nékteré z procest prgramu MALDI Biotyper potfebuji mit hlavni spektra (MSPs) jako
vychodisko. Tato MSP jsou vytvafena z hrubych spekter pomoci standardnich metod
predbézného zpracovani (pfipravy) a metod vytvareni MSP. Po vytvofeni jsou MSP
uloZzena do databaze a dale se s nimi pracuje v tabulkovém nahledu (viz ¢ast 3.2.5).
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Processing Schema in MALDI Biotyper Offline Classification

Input Pre-processing Processing Cutput Result
A Boore Valus b
- H'\-\.
- ey
Create |7 - e
A msp [ MSF library x';: Claszification
In' "‘.\\"‘--\.\ _'_.-'x
II.' I".:"_‘ __.-'x
/ % Subtyping
J W MSPs
||I. Ii'..
.".
s MSP
!—’ dendrogram %
."'I. M,
f [ axonomy A
! lige
Raw - LY
spectra Paak lists :.:““H \L
] N
LY T
\ ~|  PCA FCA 4 Relabonship
W Clustenng ™. dendrogram P diagram
1~I “ e,
1 -, P
‘-.\ Scores &
\ Leadings /!
Y Plots /
1!
] I,
'|| _.'
\
W Create ~ . I
el .1 matrix Classification
3.3.2 Vkladani spekter a MSP do Nahledu souboru
3.3.2.1  Prace se spektry

Pfed tim, nez za¢nou byt soubory hrubych spekter zpracovavany (napf. pfi vytvareni
MSP anebo pfi klastrovani PCA ), musi byt hruba spektra vioZzena pomoci prohlizece
spekter (Spectrum Browser) do nahledu souboru (File View).
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Pouziti prohlizece spekter (Spectrum Browser)

ikt Specirum Browser E

. - Fikar Spacira
Floal: CohdalahLishenia (11, 7] EBiceerie... ZMS  [7] UFT [7] LIFT joorveited]
B[] Lishenia grag DS 20800_DEM | FAST [« FAST Seament [+ Unknown
++ | Liskesia gragi_mumes DSM 20536 DISH
B Listenia irvpcuz DEM 20645_05H a -
t =||Ii:h-.'|.'.| reancwil 25p ivanoi DS Z0750_D5EM el mome | OB0-Z2100¢ &
# || Listevia reancei cip londorienis DSM 12451 _D5H ] Ta 200100201004 5 pply
= [@] Listesia monocptogenes D58 20E00_DSHM
=- [#| Chip Spactrum Piopatties

+ [#] Spal &6

H-[] Spala T

# [#] Spat B 6

H- [« Spal B T

# [#] Spat CB

H- [« Spal C 7

# [#] Spol [ B

H-[7] Spal E 6

# [ SpotE 7

+ [ Spal F &

# [ Spol F 7
| Lisk=tia marocpogenes MB_TE01_05 THL
@ ] Lisheria monocpopenes Mb15348_1 CHE
ft+ [ Lisk=sia manocptogenes s=dB ATOZ 19715 THL
# | Listevia pealipen DSM 20731 _CeShe
[ [ Lishesia weebshimei DS 20550 D5

Selacted speclia o Opan

Select Al Clear Sel=chon

Prohlize€ spekter zobrazuje dendrogram, v némz se vyskytuji vSechna spekira, ktera
se nachazeji se ve zvoleném kofenovém adresafi (Root folder) a kter4 odpovidaji
zvolenym filtraénim kritériim.

Podle vyrobniho nastaveni Ize adresafe uzll zavirat a distit. Kliknutim na lze
adresafe roz8ifit. Vybérem boxu nachazejiciho se vedle nazvu adresare Ize
dosahnout importu spektra.

Klikntim na nabidku Select All vyberete v8echny boxy v nabidce. Kliknutim na
nabidku Clear Selection vSechny boxy vycistite.

Filtrovani spekter

Vybér moznosti v oblasti Filter Spectra prohlizeCe spekter umoznuje spektra filtrovat
podle nasledujicich kriterii:
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e bud podle typu (MS, LIFT, LIFT (converted), FAST, FAST Segment,
Unknown) anebo
e podle data akvizice (From, To).

Vybérem/vycisténim nabidky typu Spectra je dendrogram spekter automaticky
aktualizovan.

Chcete-li k fultrovani pouzit data akvizice, zvolte pozagdovany adreséar a kliknéte na
pfikaz Apply.

V souladu s vyrobnim nastavenim jsou pak vybrany vSechny typy spekter a vymazany
vSechny datové filtry, takze k zadné filtraci nedochazi.

Oblast oznacend jako Vlastnosti spektra (Spectrum Properties) zobrazuje vlastnosti
toho spektra, které je momentalné vybrano v dendropgramu spekter.

Funkce Zvolena spekira (Selected spectra) zobrazuje pocet spekter zachycenych
v jejich dendrogramu.

Nabidka Spectra zobrazuje pocet spekter odfilirovanych a uvedenych v tom pofadi,
jak jsou zachycena v dendrogramu; poté nasleduje celkovy pocet spekter obsazenych
v adresafi vybranych spekter.

Ulozeni spekter do nahledu soubort (File View)

1. Otevie okno prohlizece spekter (Spectrum Browser) bud pomoci nabidek Select
| &

o

File > Add Spectra anebo kliknutim na nabidku

2. Browse... Pak pfejdéte v adresafi na pozadované spektrum a kliknéte na OK.

V okné se objevi ty adresare a podadresare, které pozadovana spektra obsahuiji.
Ke zpiesnéni vybéru pouzitje filtry.
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Iy Specirum Browser ﬁ

Fikar Spacir
Float: | \dalath akdBinlypeiReallimeClassi e - T el

B[] 207 0900 - koot 01 _ 207 0-100- O ok 0 o FAST [»] FAST Seament [+] Urknown
= [#] 201 0-10-00-kok D2_20010-10-00-kek 02
=LAl ] Fam |2moazq40s37 =
+ []Chip il bl LU
5 []410 M o 2moiz140837 2 Apph
&[4
281z Spactum Propeies
= I:I.-_',LJ
=[] Cip
] Spot & 2
= [F143
L3 Bm
=-[#] a5
L} B&E
=-[]a7
= []ad
] 2 0000 b0 _200 041000 kck 03

Celected spectia 12 Opan

Speciia IFiw m

| Select Al | | Clesr Sel=chon ]

3. Pomoci nabidky Select vyberte adresare obsahujici poZzadovana spektra a kliknéte
na prikaz Open, ¢imz je ulozite do nahledu soubort (File View).

Kliknutim na nabidku Select All vyberete vSechny boxy v dendrogramu. Kliknutim
na Clear Selection naopak vSechny boxy vydcistite.

Odstranéni spekter z nahledu souboru (File View)

1. Nezadouci spektra zvyraznéte.
2. Kliknutim pravého tlacitka na zvyraznéna spektra a pouzitim pfikazu Remove
Selected Spectra tato spektra z kontextového menu odstranite.
3. Chcete-li z ndhledu soubort (File View) odstranit vSechna spektra, pouzijte bud
1,4
pfikazu Select File > Clear All Spectra anebo kliknéte na (== .
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3.3.2.2 Ukladani spekter z projektt programu MALDI Biotyper RTC

Z projektt programu MALDI Biotyper RTC lze spekira pro dalSi analayzu nebo pro
zpracovani (napf. PCA, subtypizaci anebo vytvareni MSP) ukladat pfimo.

Pri ukladani projektu MALDI Biotyper RTC

1. Zvolte pfikazy Action > Open Realtime Classification Project.

Pfikazem Load Project se zahaji potfebny dialog.

Load Project

Mame Creation [ ate

2010-10-01-kok02 01.10.2010 11:10:09
2010-10-01-k.ok03 M.10.201017:24:35
2010-10-07-kok01 01102010 09:02:M
201 0-11-05-taf-uzer-01 05112010 20:22-08 b’

l ] l [ Cancel l [ Help

2. Zvolte pozadovany projekt a kliknéte na OK.

Soubory spekter projektu jsou takto uloZzeny do tabulky Nahled soubort spekter
(File View Spectrum). Hrubé spekitrum a vysledky klasifikace momentalné
zvyraznéného spekira jsou pak spole¢né zobrazeny v nahledu (Spectrum View) a
v tabulce Spectrum Scores.

{b}Poznamka{/b} V tomto pfipadé je =zapotfebi, aby soubory hrubych
spekter byly v lokalnim pocitaci dostupné.

3.3.2.3 Zachazeni s hlavnimi spektry (MSPs)
Pro Gcely klasifikace Ize hlavni spektra pfidat do tabulky File View MSP.

Ulozeni MSP do nahledu soubort (File View)

1. PFeneste poZzadovana hlavni spekira do tabulky Current MSP anebo do tabulky

Selected MSP.
2. Prislusné MSP zvyraznéte kliknutim pravého tlacitka mysi a v kontextovém menu
vyberte nabidku Add MSPs for Identification.
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Odstranéni MSP z nahledu soubort (File View)

1.

MSP zvyraznéte kliknutim pravého tlacitka mysSi a v kontextovém menu vyberte
nabidku Remove Selected MSPs.

Chcete-li z ndhledu souborl odstranit v8echna hlavni spektra, pouZijte bud prfikazy

!

Select File > Clear All MSPs anebo kliknéte na == .

3.3.2.4 Vybér spekter a MSP pro zpracovani

Zvyraznéni spekter a MSP uréenych ke zpracovani

U nékterych pracovnich postupt (manualni pfedbézna pfiprava, klasifikace, tvorba
MSP), je tfeba pfislusna spektra nebo hlavni spektra (MSP)v nahledu souboru (File
View) pied zpracovanim zvyraznit.

Jednotliva spektra / MSP Ize zvyrazni kliknutim levého tlacitka mysi.
Chcete-li zvyraznit nékolik po sobé nasledujicich spekter / MSP, podrzte
klavesnici Shift a kliknéte na prvni a posledni spektrum celé série.
Chcete-li zvyraznit nékolik po sobé nenasledujicich spekter / MSP, podrzte
klavesnici Ctrl a kliknéte pozadovana spektra / MSP.

Pozadi zvyraznénych spekter / MSP je modré.

3.3.3 Tvorba, editovani a vybér metod zpracovani

Pracovni procesy programu MALDI Biotyper jsou kontrolovany metodami zpracovani
spekter.

Metody predbézného zpracovani slouzi k vytvofeni seznamu pikd na zakladé
hrubych spekter.

Metody identifikace MSP slouZi k identifikaci vzorku, z néhoz bylo spektrum
ziskano.

Metody tvorby MSP jsou pouzivany k vytvoreni hlavniho spektra ze souboru
vybranych spekter.

Metody subtypizace tvorby MSP se pouZivaji k vytvofeni subtypu MSP

z nékterého spektra hlavniho MSP.
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e Metody tvorby PCA slouzi k provedeni analyzy hlavnich komponent (Principal
Component Analysis) spekter pfedbézné zpracovanych.

e Metody klastrovani PCA slouzi ke klastrovani predbézné zpracovanych spekter
na zakladé vysledkd PCA.

e Metody tvorby dendrogramd MSP se pouzivaji k vytvofeni dendrogramu na
zakladé nékterého ze zvolenych MSP.

e Metody CCIl (Composite Correlation Index) slouzi k vypo¢tu CCI matrix.

3.3.3.1  Editor metody programu MALDI Biotyper
Tento editor umoznuje uzivateli zobrazovat, vytvaret a editovat metody zpracovani

vzorkl. Editor se z pfislusného top-level menu spousti bud pfikazy Edit > Method >
[method type] anebo piikazy Action > [method type] > Edit Method.

B MALDI Blotyper Method Editor. Yersfon 2.0.59.0 {Read-only)

MEF |derilicalion |
Method Hame: BiaTyos M5F |cerlificalion Slardard Method -
Craecaipbon: dalaull paamatal gl
P I #7126 1 5-2 el e Tl B
Methad Verson: 15
Iy WGP Ierification Mathod Frequency Threshol for Specha Sdueing |
% Paoramssess &l
Frerpaesicy Threshold for Seone Cakeulason: I’-:T m
Mas Wagz Enon of b Baw Spschum [;'LLIJ

D= Mazs Toleanee of the &dusted Specmum |_;5-:|
Futhermala Actantsd Sacs Tokerancs of a Paak. |50
I Uee Indadual snakees Palameles of B5F

Faramacder of B Imeensity Comection Funclion ||'| :;h'=,

Sore | Ok | I'f.'lnEr:I ! Hrh

Momentalné aktivni metoda je zobrazena v poli nazev metody (Method Name). Kazda
instalace softwaru MALDI Biotyper obsahuje vyrobcem nastavené soubory parametrd
pro kazdy proces (Biotyper [method type] Standard Method). Tyto parametry jsou
urCeny pouze pro &teni.
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Editor také zobrazuje opCni popis (Description) metody a specifickd (unique) ID
zvolené metody (Method ID) a jeji verze (Method Version). Toto nastaveni nelze

meénit.

Hlavni ¢ast editoru zobrazuje parametery a momentalni nastaveni pro pfisluseny typ

metody.

Chcete-li zobrazit momentalné aktivni metody zpracovani a jejich parametry,

1. pouzijte pfikazy Edit > Method > [method type], ¢imz editor metody (MALDI

Biotyper Method) spustite .

Poté se zobrazi momentalné aktivni metoda zpracovani a jeji parametry.

2. Editor zavrete kliknutim na OK.

Tabulka 3-2 Metody zpracovani vzorka (MALDI Biotyper processing methods)
I
[Typ metody Input Output
Preprocessing Hruba spektra Seznamy pikd

(Pfedbézné zpracovani/pfiprava)

IMSP Identification
(Identifikace MSP)

Hruba spektra anebo MSP

Klasifikace
mikroorganismu

IMSP Creation

Seznamy pikd predbézné

MSP (referen¢ni spektrum)

(Klastrovani PCA)

spektra + PCA

(Tvorba MSP) zpracovanych spekter
'|Subtypizace tvorby MSP Creation |MSP Subtypizace MSP
|PCA Creation Pfedbézné zpracovana Zakladni analyza
(Tvorba PCA) spektra komponent
PcA Clustering Pfedbézné zpracovana Klastrovy diagram PCA

MSP Dendrogram Creation
(Tvorba dendrogramu MSP)

MSP

Dendrogram MSP

' Composite Correlation Index
Calculation
(Vypocet CCI)

Pfedbézné zpracovana
spekira

CCI matrix
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3.3.3.2 Vytvareni a editovani uzivatelskych metod zpracovani vzork
(Custom Processing Methods)

Uzivatelské metody zpracovani vzorka se vytvareji editovanim kopie vyrobné
nastavené metody uloZzené pod odliSnym nazvem.

Chcete-li metodu zpracovani vytvorit

1. pouzije pfikazy Edit > Method > [method type], ¢imz editor spustite.

Moznost: Popis nové metody viozte do inputového pole Description.

2. Parametry podle potieby upravte.

Poznamka: Parametry metod predbézného zpracovani jsou rozdéleny do
skupin (Mass Adjustment, Smoothing atgl;). Momentalné

zobrazena skupina je oznagena $edou Sipkou | =,

3. Kliknéte na Save As a novy nazev metody vlozte do dialogu Insert New [method
typel.

Tato metoda bude uloZena s novym ID a s vlastnim ¢€islem jeji verze (new Method
ID and Method Version).

4. Kliknutim na OK se editor zavie a dojde k aktivaci nové metody.

Tato nova metoda bude aktivni az do okamziku vybrani jiné metody ze seznamu
nazvu metod (Method Name drop-down list) a po kliknuti na tlaitko OK.

Chcete-li editovat uzivatelskou metodu zpracovani:

1. pouZijte pfikazy Edit > Method > [method type]; tim editor spustite.

2. Metodu, ktera ma byt editovana, vyberte v seznamu nazvi metod (Method Name
drop-down list).

3. Podle potfeby parametry upravte.

4. Kliknéte na pfikaz Save.

Metoda bude uloZzena pod stejnym jménem a s novym ID (Method Name with a
new Method ID).
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5. Editor programu MALDI Biotyper Method zaviete a novou metodu aktivujete
kliknutim na OK.

3.3.3.3 Vybér metod zpracovani

Chcete-li vybrat metodu zpracovani vzorku

1. Editor programu MALDI Biotyper Method Editor oteviete kliknutim na nabidky
Edit > Method > [method type].

2. V seznamu nazvu metod (Method Name drop-down list) vyberte poZzadovanou
metodu.

3. Editor MALDI Biotyper Method zavfete a vybranou metodu aktivujete kliknutim na
OK.

3.3.4 Predbézné zpracovani spekter

Metody pfedbézného zpracovani se pouzivaji k vytvofeni seznamu pikd na zakladé
hrubych spekter. Vzhledem ktomu, ze mnozstvi informaci potfebnych pro kazdy
z pracovnich postupt se pfipad o pfipadu razni, Ize metody pfedbézného zpracovani
optimalizovat, ¢imz se proces analyzy urychli a velikost souboru dat zmensi.

3.3.4.1  Vyrobcem nastavené metody predbézného zpracovani
Kazda instalace softwaru MALDI Biotyper obsahuje tfi metody pfedbézného

zpracovani; tyto metody jsou urCeny pouze ke Cteni a pouzivaji se pfi klasifikaci,
tvorbé MSP, klastrovani PCA a vypoctu CCl.

Workflow Doporuc¢ena metoda predbézného zpracovani spekter
(Pracovni posup)

|Classification Standardni metoda pfedbézného zpracovani v programu BioTyper
(Klasifikace)

|MSP creation Standardni metoda pfedbézného zpracovani v programu BioTyper

(Tvorba MSP)

pca clustering |Standardni PCA metoda pfedbézného zpracovani v programu
(Klastrovani BioTyper
PCA)

[cCl calculation  |Standardni CCI metoda pfedbézného zpracovani v programu
(Vypocet CCI) BioTyper
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3.3.4.2 Uzivatelské metody predbézného zpracovani

Uzivatelé si mohou vytvofit své vlastni metody predbézného zpracovani pomoci
postupné optimalizace jednotlivych parametrd metod predbézného zpracovani, které
jsou v editoru metod uvedeny v tabulkach predbézného zpracovani.

Chcete-li si vytvorit vlastni metodu predbézného zpracovani

1. Spustte MALDI Biotyper Method Editor pfikazem Select Edit > Method >
Preprocessing....

Moznost: Popis nové metody viozZte do inputového pole Description.
2. Podle potfeby parametry upravte.

Metody pfedbézného zpracovani jsou rozdéleny do skupin. Momentalné
zobrazena skupina parametrd je oznacena Sedou Sipkou v

3. Kliknéte na nabidku Save As a novy ndzev metody (Method Name) viozte do
dialogu Insert New Preprocessing Method Name.

Tato metoda bude uloZzena s novym ID a jako Cislovana nova verze (Method ID
and Method Version).

4. Editor MALDI Biotyper Method zaviete a vybranou metodu aktivujete kliknutim na
OK.

Tato nova metoda bude aktivni az do okamziku vybrani jiné metody ze seznamu
nazva metod (Method Name drop-down list) a po kliknuti na tlacitko OK.

Uprava hmotnosti

Parametry Upravy hmotnosti (Mass Adjustment parameters) definuji zda a jak je
treba béhem predbézného zpracovani ve spektrech Udaje o hmotnosti upravit.
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Vyhlazeni Sumu (Smoothing)

Parametry vyhlazovani Sumu z méfeni (Smoothing) urcuji zda a do jaké miry je
béhem predbézného zpracovani tfeba spektra shladit. V programu MALDI Biotyper se
pouziva Savistsky-Golay metoda vyhlazeni Sumu.

Odecet od zakladny (Baseline Subtraction)

Parametry tohoto odec¢tu (Baseline Subtraction) urcuji zda a do jaké miry je tfeba
povést béhem predbézného zpracovani odecet od zakladni linie. V programu MALDI
Biotyper se pouzivaji metody Multipolygon, Minimum, Penalized Least Squares a
Penalized B-Spline baseline subtraction.

Normalizace

Parametry  Normalization definuji zplsob, jimz Ize spekira bé&hem
pFipravy/pfedbezného zpracovani normalizovat. V programu MALDI Biotyper jsou
pouzity metody Maximum Norm a P-Norm normalization.

Parametry Peak Picking

Parametry Peak Picking definuji zplsob zachycovani piki bé&éhem pfedbezného
zpracovani. Program MALDI Biotyper pouziva metody Spekira Differentiation, Peak
Fitting a Local Maximum peak picking.

Kontrola vlivu metody predbézného zpracovani na hruba spektra

Optimalizace Ize dosahnout pouzitim pfikazi Action > Preprocessing. Vybérem
téchto pfikazu pfislusné aktivni parametry aplikujete k hrubym spektrdm a zobrazite
vysledna zpracovana spektra v Nahledu spekter (Spectrum View).

1. Pozadovana spektra vlozte a zvyraznéte (viz ¢ast 3.3.2).

V nahledu Spectrum View maji zvyraznéna spektra modrou barvu.

2. Zvolte piikazy Edit > Method > Preprocessing. V seznamu nazvi metod
(Method Name drop-down list), ktery se nachazi v editoru metod vyberte
pozadovanou metody a kliknéte na OK.

3. Vliv jednotlivych parametrl provéfte nasledujicim zpusobem:

a. Prikazy Action > Preprocessing > Adjust Mass.
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Pro vSechna zvyraznéna spektra se vygeneruje spektrum hmotnostné upravené,
které pak v oranZzovém zabarveni pfekryje spektrum hrubé.

b. Pfikazy Action > Preprocessing > Smooth.

Pro vSechna zvyraznéna spektra se vygeneruje spektrum hmotnostné upravené,
které pak v purpurovém zabarveni piekryje spektrum hrubé.

c. Prikazy Action > Preprocessing > Subtract Baseline.

Pro vSechna zvyraznéna spektra se vygeneruje spekitrum hmotnostné upravené,
vyhlazené, a ode¢tené od zakladny (baseline-subtracted), které pak
v modrozeleném zabarveni pfekryje spektrum hrubé.

d. Pfikazy Preprocessing > Normalize.

Pro vSechna zvyraznéna spektra se vygeneruje spektrum hmotnostné upravené,
vyhlazené, a odectené od zakladny, které pak v zeleném zabarveni prekryje
spektrum hrubé.

e. Prikazy Selecting Action > Preprocessing > Pick Peaks.

Pro vSechna zvyraznéna spektra se vygeneruje vysledny pik (peak picking result)
a ten se zobrazi v barvé Cervené (pfi pouziti inverzni stupnice intenzity) pod
pfedem zpracovanym (pfedpfipravenym) spektrem.

f. Pfikazy Action > Preprocessing > Batch Processing.

VysSe uvedené kroky a — e Ize také provést jedinym pfikazem Batch Processing,
kterym se vygeneruje vysledny pik pro vSechna zvyraznéna spektra.

3.3.5 Standardni a subtypizovana hlavni spektra

Pfi pouziti pfistroje MALDI Biotyper je zakladem klasifikace hlavni spektrum (MSP).
Toto spektrum je spektrem referenénim (nebo presnéji fe€eno referenénim seznamem
pikl), které pak je pfifazeno (assigned) kurcitému druhu nebo kmenu
mikroorganisma.

Pfi klasifikacnim postupu jsou profily pikG (peak patterns) neznamych vzorku
porovnavany s udaji ulozenymi v knihovné MSP. Ziskané skére shody (matching
score) je pak méfitkem pravdépodobnosti spravné klasifikace.
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Hlavni spektra jsou vytvofena pomoci analyzy velkého poctu spekter ziskanych u
dobfe charakterizovanych vzorkd kultivovanych v pfiznivych podminkéach. Jedno MSP
je obvykle vytvofeno na zakladé 20 takovychto spekter. Na zakladé celého souboru
dat je softwarem vygenerovan seznam pikd a pfislusné MSP pak je vytvofeno na
zakladé informaci o hmotnostni pikd (peak mass), o jejich frekvenci (peak frequency)
a intenzité jejich distribuce (intensity distribution).

Misto hrubych spekter I1ze ke klasifikaci vzorkd pouzit také spektra hlavni.

Subtypizovana MSP se pouzivaji pfi rozliSovani Uzce pfibuznych druhd. Kromé
informaci o frekvenci pikd a intenzité jejich distribuce se pfi tvorbé sbtypizovanych
MSP pouzivd i dodate¢né zvazeni rozliSovacich pikd (additional weighting to
distinguishing peaks).

Subtypizovana MSP se pouzivaji pfi klasifikaci téch vzorka, které pfi pouziti
standardnich MSP nedavaji jednoznacné vysledky.

3.3.5.1 Tvorba standardnich MSP

Standardni hlavni spektrum (MSP) se vytvori takto:

1. Okno prohlize€e spekter oteviete bud pfikazy Select File > Add Spektra anebo
1 &

ot

kliknutim na

2. Kliknutim na Browse... pak naleznete adresu souboru pozadovaného spektira a
kliknete na OK.

Adresare a podadresare obsahujici jednotliva spektra se pak objevi v hlavni ¢asti
(main body) okna. Toto vyhledavani zkratite pouzitim filtri
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lks Specirum Browser ﬁ

. F— Fiken Spacira
Hoat:  D:hdatztListena (11, 7] @ Fl M= I: LIFT FI LET [mrwelLEdl
+ || Listetia grayi D5 20800 _DEM ] FAST [=] FAST Seoment  [#] Unknown
+ ] Liskesia grayi_mumes DSM 2059E_DSH
=3 Listenia inocuz D5 20649 D5k - -
+ =||Ii5h-:'n reanowi s5p ivan ol DS 20750 _D5M El PRI ;EF!:_I‘E_EI'_.-:_:"_'ID:_I]I!_.,_
+ || Listenia manowi s2p londoniensiz LS 12481 _DSH M To 200100201004 | 5 Apply
=[] Listesia manocptagenes D5M 20E00_DEM
=[] Chip D Spactrum Piopatties
- [#] Spal &6
o[« Spal &7
tl [#] Spat BB
# [ SpalB T
i [# Spot C6
#[¢] Spal C7
i [+ Spot D B
#-[#] SpalEE
# [#]SpET
o [# Spal F &
# [w] Spat F7
i [ Lisk=nia manocptogens=s MB_1EDT_05 THL
+ [ Listeria monacpagenes Mb19348_1 CHE
i [ ] Lisk=ria manocptogenes s=dB ATCC 19115 THL
# || Listenia saalipen DEM 20751 _D5H
[ [ Lishesia wpmlbshirmessi DSM 2055005 M

Selactad speclia a0 Opan

| Sel=ct &l | Clear Sel=chen

3. Zkontrolujte zda jsou pozadovana spekira v asdresarich obsazena a kliknutim na
nabidku Open je vlozte do nahledu souboru (File View).

VS8echny boxy dendrogramu vyberete kliknutim na nabidku Select All. Kliknutim
na nabidku Clear Selection vSechny boxy vyprazdnite.

K vytvofeni standardniho MSP je zapotfebi nejméné dvaceti spekter.

Moznost: Béhen vybéru definujte metodu pouzitou pfi predbézném
zpracovani bud pomoci pfikazu:

a. Action > Preprocessing > Edit Method nebo pfikazl
b. Edit > Method > Preprocessing.

Doporu¢enou metodou predbézného zpracovani vzorku je standardni metoda
zvana Biotyper Preprocessing Standard Method.

Moznost: Metodu tvorby MSP Ize definovat bud pomoci pfikazi:
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a. Action > MSP Creation > Edit Method anebo
b. Edit > Method > MSP Creation.

Doporuc¢enou metodou tvorby MSP je standardni metoda zvana Biotyper MSP
Creation Standard Method.

4. Ty soubory spekter, které maji byt pouzity k tvorbé MSP, je tfeba v kontextovém
menu nahledu souboru (File View) zvyraznit bud pfikazy :

a. Select Action > MSP Creation > Create Ci Create MSP, ¢imz se z hrubych
spekter jednoho mikroorganismu vytvofi jediné MSP)
ANEBO prikazy

b. Select Action > MSP Creation > Create Series i Create MSP Series, ¢imz
se z hrubych spekter rdznych mikroorganismu vytvofi vicenasobna MSP.
Nazvy téchto MSP jsou vygenerovany na zakladé pouziti nejnizsi drovné
nazva nejednoznacnych adresaru obsahujicich pfisludna spekira. Tak napf.
sérii hlavnich spekter vytvofenych ze spekter nachazejicich se adreséfich
D:\data\MALDI_Biotyper_data\Acinetobacter\Acinetobacter
baylyia
D:\data\MALDI_Biotyper_data\Acinetobacter\Acinetobacter
grimontii budou pfifazeny nazvy hlavnich spekter (MSP) druh
Acinetobacter baylyi a Acinetobacter grimontii.

Poznamka: PresvédCte se, zda se vSechna spekira pouzita k tvorbé MSP
jednoho druhu mikroorganismd nachazeji v jednom a tomtéz
adresafi.

6. Jinou moznost predstavuje nasledujici postup:

a. Bud vlozte jméno nového MSP (Create MSP) a kliknéte na OK.
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New MSP Name (%]
NewMName: | Bacilus glabigi |
l Ok ] [ Cancel ]
ANEBO

b. Kliknéte na OK, ¢imz akceptujte pfifazené (assigned) nazvy MSP (Create
Series of MSPs).

® Create series of MSPs

Removing the fest 44 [sading characters from the fle names, a.g
| CADocuments and Settings\tof-userListenial,

il result in 4 MSP names

Listena grayi

Listena inmocua
Listena ivanov
Listena zealigen

zed fle names:

shtof-usertListeria\Listena grapihl A451%150m
CADocuments and Setingzitof-uzerListeriaiLiztena innocuas0_ATYINISLIn
CADocuments and Setings’tol-usenListerish\Liztens vanoviihd_A2515\ 5000
CADocuments and Setingsitof-uzertiLizteriaiLiztena seehgeritl_AFINISLIn

Reset | ok | | cancel |
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Nazvy MSP by se mély skladat zrodového a druhového jména pfislusného
mikroorganismu; nové vytvofena MSP jsou v dendrogramu pfidavana do uzlu
Unassigned MSPs.
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3.3.5.2 Zobrazeni a editovani seznamti standardnich MSP piki a

metadat

Zobrazeni a editovani seznamu piku urcitého MSP

Seznam hodnot m/z, intenzity a hmotnosti (weightings) MSP pikd Ize editovat pomoci
editoru MALDI Biotyper MSP Peak List Editor.

1.
2.

PoZadované MSP presurite bud to tabulky Current MSP anebo Selected MSP.
Pravym tlacitkem mysSi kliknéte na tabulku MSP (table entry) a v kontextovém
menu vyberte pfikaz View MSP Peak List. Jinou moznost pfedstavuje, kliknuti na

q@ (pouze u vybrané tabuky MSP).
Tim se otevie editor seznamu piku (MALDI Biotyper MSP Peak List).

Hodnoty m/z a intenzity jsou zobrazeny s pfesnosti na 2 desetinna mista. Kliknutim
na pfislusnou buriku zobrazite pfesnou hodnotu v ni obsazenou.

Seznamy lze tfidit podle hodnot uvedenych v jednotlivych sloupcich, a to tak, ze na
zahlavi pfislusného sloupce kliknete. Opakovanym kliknutim se smér tfidéni zméni
(bud zdola nahoru nebo naopak). Sloupec a poradi pouzité pro tfidéni jsou
indikovany Sipkou, ktera se nachazi vedle zahlavi pfislusného sloupce (¥ nebo
A)

Jednotlivé piky Ize vybirat kliknutim na Sedé policko nachazejici se vlevo od fadku
prisludného piku. Chcete-li vybrat vétsi pocet po sobé nasledujicich pikd, podrzte
klavesu Shift a kliknéte na prvni a posledni pik dané série. Chcete-li vybrat vétsi
poCet po sobé nendsledujicich pikd, podrzte klavesu Ctrl a kliknéte na
pozadované piky. Kliknuti pravym tlacitkem mySi na vybrané Fadky otevira
kontextové menu, které obsahuje pfikazy Cut, Copy a Paste (vyjmi, zkopiruj a
vloz).

Poznamka: Informace vybrané nebo zkopirované z urcitého seznamu piku
nelze do jinych seznamu vkladat.
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88 MALDI Biotyper M5P Peak List Editor. Yersion: 2.0.59.0

Commebackzium jedieium Wé_ 3382 07 13 LKE [FO Peaks)

| méz [Da] - Irbermhyp %] Weight [%] Frequency [E] In Peak Lists _:J

L Ao7aA B.51 100.00 1000 18
F3FE0 1.49 100.00 94 4 17
5E 5 1304 10000 1000 18
] 185 100,00 4849 1B
328023 1.91 100,00 1000 18
INSE £.58 100,00 1000 18
MIRES an 100,00 94 4 17
35024 1115 100.00 1000 18
B4zE2 1.40 100,00 1o i
BinE 215 Too.no 1o 18
HeS1 1.3 1o.no 94 4 ¥
23353 1.35 1oo.ao 1oon 18
403357 324 1oo.ao 1o0on 18
412288 1.3 10o.ao 1ooan 18
426056 .78 100.00 10oan 18
426R03 1254 100.00 1000 18
434E.86 211 10000 1000 18
13BEET 1.57 100.00 344 17
153251 224 10000 1000 18
A2ER0M 517 100.00 1000 18
159223 12356 100.00 1000 18
0TS 100.00 10000 1000 18 |

ok | Carcel | Hel

3. Zmény udaju obsazenych v seznamech pikul Ize provést kliknutim na pfisluSnou
bunku a vloZzenim pozadované informace.

4. Editor uzaviete a provedené zmény ulozite kliknutim na OK.
Zobrazeni a editovani metadat urcitého MSP

{b}Poznamka{/b} MSP metadata zahrnuji nazev a kmen mikroorganismu a
Udaje o jeho plvodu, kultivacnich podminkdch a zplsobu zpracovani
vzorku. V8echny tyto udaje jsou nepovinné a slouzi pouze pro informaci.
Tato metadata jsou uloZzena do databaze programu MALDI Biotyper.

1. Pozadované MSP presurite bud do tabulky Current MSP anebo do tabulky
Selected MSP.

2. Pravym tla¢itkem mysi kliknéte na tabulku MSP a v kontextovém menu vyberte
pfikazy Select View / Edit MSP Metadata.

Tim se otevie editor MALDI Biotyper MSP Metadat.
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# MALDI Biotyper MSP Metadata Editor. Version: 3... [= |[B](X]
Acholeplazma ladlawa FLR [24 Spectra)

[ ok | [ Cancel | [ Heb |

3. Kliknutim na se provedou pozadované zmény metadat.

Field Funkce

(Pole)

Organism Zapis rodoveého a druhového jména

(Orgasmus

Strain Zapis nazvu kmene

(Kmen)

Provided by Identifikator zdroje vzorku. identifikator Ize vytvofit/editovat
(PGvod vzorku) kliknutim na nabidky New.../Edit....

|Determined by |dentifikator metody stanoveni ID vzorku. Tento identifikator Ize
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1
Field
Pole

Funkce

' (Stanoveno pomoci)

Conserved
(Zakonzervovano)

Extraction Method
(Metoda extrakce)

Matrix

Growth Conditions
(Kultivacni
podminky)

] Comment
(Poznamka)

vytvofit kliknutim na nabidky New.../Edit.... Hodnota 'Typ kmene'
(Type strain) je specialni hodnotou, ktera oznacuje tu hodnotu,
ktera oznacuje, ze pfislusny kmen je uloZen v typové kolekci
(napf.v ATCC nebo v DSM) a zZe ho 'poskytovatel' vzorku z této
typové kolekce ziskal.

Kontrola toho, zda je vzorek zakonzervovan.

Extrak&ni metoda pouzita ke zpracovani vzorku. Vytvori se
kliknutim na New...

MALDI matrix pouzita ke generovani spektra. Vytvori se Kliknutim’
na New...

Zaznam o kultivacnich podminkach vzorku.

Pfipadné poznamky.

4. Kliknutim na OK editor zaviete a zmény ulozite.

Zobrazeni detaild o MSP

1. PoZadované MSP presunte do tabulky Current MSP nebo Selected MSP.

mysSi kliknéte na MSP a v kontextovém menu vyberte bud

zobrazeni metody predbézného zpracovani (View Preprocessing Method) anebo
metody tvorby MSP (View MSP Creation Method).

Tim se otevie editor programu MALDI Biotyper a zobrazi se prfislusnd metoda
zpracovani vzorku (uréeno pouze ke cteni).

2. Pravym tlacitkem
3.
3.3.5.3

Kliknutim na OK se editor uzavre.

Vymazani neprirazenych MSP

Nepfifazena MSP |ze vymazat pomoci editoru taxonomického dendrogramu.
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Vymazani nepfirazeného MSP

1. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na taxonovy uzel nahledu taxonomického
dendrogramu a vyberte bud pfikaz Start Taxonomy Tree Editor anebo kliknéte

na E] .
Tim se editor taxonomického dendrogramu otevre.

V tabulce nepfifazenych MSP, kliknéte na MSP a zvolte pfikaz Delete MSP.

2. Vymazani potvrdte a editor zaviete kliknutim na OK.
3.3.5.4 Vytvoreni, zobrazeni a editace subtypizovanych MSP

Subtypizovana MSP jsou vazana na sva rodiCovska standardni MSP, jez se nachazeji
v databazi a jsou zpracovavana spole¢né s nimi.

Poznamka Vytvareni subtypizovanych MSP si vyzaduje expertni znalost
prislusnych mikroorganismid a meélo by byt provadéno pouze
vyspélymi uzivateli.

Vytvareni subtypizovanych MSP
1. PFislusné MSP presurite do tabulky vybranych MSP. Pak kliknéte pravym tlacitkem
myS8i na ndzev MSP v tabulce Current MSP a bud vyberte pfikaz Add to MSP
Selection nebo kliknéte na ™ .
Do tabulky vybranych MSP musi byt vlozena nejméné dvé MSP.
Jind moznost: Metodu tvorby subtypizovaného MSP definujte pomoci pfikazu :

a. Action > MSP Creation > Edit Subtyping Method anebo pfikazu
b. Edit > Method > Subtyping MSP Creation .

2. Vtabulce Selected MSP zvyraznéte pozadované MSP. Pravym tlaCitkem mysSi
kliknéte na zvyraznéna MSP a v kontextovém menu zvolte pfikaz Create
Subtyping MSPs.
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Tim se otevie editor programu MALDI Biotyper Subtyping MSP. Zvyraznéna
MSP jsou pak zobrazena v tabulce standardnich MSP editoru.

Nezadouci MSP se ze seznamu standardnich MSP odstrani zvyraznénim,
kliknutim praveho tlaCitka my$i a vybranim pfikazu Remove MSP from List
v kontextovém menu.

B weni Hialypmr Sahlyging W82 Fibiar. Yareoe: £.0.50.10

-

(RS
M D DT

M52 boas [l Lt

FRERERE
BT [

9 ¥
I el ol T e B JIT TP FELER AT TR I H .1

® Inemad It

3. Pravym tlagitkem mysi kliknéte tabulku standardnich MSP a v kontextovém menu
zvolte prfikaz Create Subtyping MSPs.

Poté, co jsou subtypizovand MSP vytvofena, dojde v editoru k jejich zaneseni do
tabulky subtypizovanych MSP. Zelené oznaceni v tabulce standardnich MSP
indikuje, ze ozna¢ena MSP jsou se svymi subtypizovanymi MSP propojena.

Seznam subtypizovanych MSP Ize editovat zvyraznénim pfislusSného Udaje
v seznamu subtypizovanych MSP, kliknutim pravého tlaCitka mysi a vybé&rem
pfikazu Edit MSP Peak List v kontextovém menu.
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Standard M5Pz Subbpping M5Ps
| W5P Hame | Creation Diae MSF Hame | Crestion Das
Mycohacterum gordorae 05 TWF 17 DE.200B 11-56 Mycohacteim gordona=s 05 01,12 201010545 33
Mycobscteum godonee 0714 B 17 0E200E 1156 ycobecterum gordones 0T 01.12.201005:46 33
Mycobacsisium godonze 3050 BS 1 0B200E 17560 M poabach=um oordones 200 U112 200 054 35
M ycobactenum goidorae E357 BS 17 DE200811.56 I ot achenim pordonass B9 01.12.201010%:48.33
M ycobactaium gondeae BI6Z BS 17 0E.2008 1156 b pcanbacheniam gordores B9 01,12 2010034834
Wyzobacheivm gordonas E_11_20 17 DE.200891°57 ttpeonacherim gordoras £_ 0112 20000546 34
< *

Il Conrecied wih Sublyping MSF:

Hat cormniechsd wath Subtpping M5Ps

0K | Cancel |

Hep i

4. Kliknutim na OK editor zaviete a subtypizovana MSP ulozite do databaze.

Zobrazeni/editovani seznamu pika subtypizovanych MSP
Seznam pikd subtypizovanych MSP ma stejné hodnoty m/z, stejné intenzity a stejné
frekvence jako jejich vychozi (parent) standardni MSP; pikové hmotnosti (peak
weightings) vSak jsou odlidné. Podobné jako u standardnich MSP Ize hodnoty m/z,
intenzity a hmotnosti editovat.

1. Vychozi standardni MSP pfesunte do tabulky vybranych hlavnich spekter kliknutim
pravého tlac¢itka mysi na nazev MSP v tabulce aktualnich hlavnich spekter

-
(Current MSP) a volbou piikazu Add to MSP Selection nebo kliknutim na " .
2. Zvolte pfikazy MSP Creation > Create Subtyping MSPs.

Tim se otevie editor MALDI Biotyper Subtyping MSP. Subtypizovana MSP jsou
uvedena v tabulce Subtyping MSPs editoru.

3. Pravym tlacitkem mysi kliknéte na pozadované subtypizované MSP a
v kontextovém menu zvolte pfikaz Edit MSP Peak List.

Tim se otevie editor MALDI Biotyper Peak List.
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4. V seznamu piku pak provedte pozadované zmény.

Editovat Ize i hodnoty m/z, intenzity a hmotnosti. Doporu€uje se vSak ménit pouze

pikové hmotnosti.

5. Kliknutim na OK editor uzaviete a zmény ulozite.

3.3.5.5

Kolekci subtypizovanych MSP Ize vymazat nasledujicim zpisobem:

Vymazavani subtypizovanych MSP

1. Kliknutim pravého tlacitka mysi na jméno MSP uvedené v tabulce Current MSP

pFesurite vychozi standardni MSP spolu s navazujici kolekci subtypizovanych MSP
do tabulky Selected MSP a bud zvolte pfikaz Add to MSP Selection nebo

-
kliknéte na ™" .

2. Zvolte pfikazy MSP Creation > Create Subtyping MSPs.

Tim se otevie editor MALDI Biotyper Subtyping MSP. Seznam subtypizovanych
MSP je uveden v tabulce Subtyping MSPs tohoto editoru.

B Al Riolyper Sublyping M5P Editor, Yersion: 2.0.59.0

Stamdard M5Ps

Sublyping M5F2

|| MEP Hame

Creatian Dale MEP Hame | Cieafion Diate |
Mycohaclenum gordanae 05 TWWF 17.06.2008 11:56 Mycohactenum gordonae 05 07 122010 03:46:33
Muycobect=um gordonss 0714 B85 17.06.2008 11:568 Mycobsclenum gordanaes 07 01122010 09:46:33
Muycobed=uan godonas 3030 B5 17082008 17.58 Mycobaclenum gordonae 30 M12201009 4633
M ycobachiam gudonas BE997 BS 17052008 1158 Mycobactenum gordonas B3 122000034633
Mucobhacksim gedonas B9S2 BS 17.05. 2008 11:56 Mycohacterivm gordanas 83 (1 12201000-46: 34
Mupcobactenum gordomae E_T1_20 17068 2008 11.57 Mycobacterivm gordonas E_ 071 12 20100546 34

| 4
'- Connectad vl Susiluormg WE5PE

¥

Mk coreacled with Sublyping MSFP:

ok | Cancal

Help
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3. Pravym tla¢itkem mysi kliknéte na tabulku subtypizovanych MSP a v kontextovém
menu zvolte pfikaz Delete All.

4. Kliknutim na OK se editor zavre.

3.4 Klasifikace neznamych vzorka porovnanim
jejich spekter anebo hlavnich spekter

Analyza programem MALDI Biotyper generuje charakteristickou hmotnost a intenzitu
distribuce proteint uréitého vzorku. Vzhledem k tomu, Ze toto spektrum je pro velky
pocet mikroorganisma druhové specifické, pfedstavuje jejich molekularni identifikator
('molecular fingerprint'). Neznamé mikroorganismy lze identifikovat porovnanim
jejich identifikatoru ('fingerprint') s tisici pfedloh (MSP), které se nachazeji v referenéni
databazi. Tésnost shody identifikovaného neznamého vzorku s referenénim hlavnim
spekirem (MSP) se pfitom odrazi v hodnoté skére vypocteného pfimo v prubéhu
procesu tohoto porovnavani (viz ¢ast 3.4.1).

Subtypizacni identifikacni proces (pomoci subtypizovanych MSP) umozniuje pfesnou
klasifikaci Uzce pfibuznych druhd.

3.4.1 Vypocet hodnoty skore

Pfi zpracovani dat je vtomto pfipadé prvnim krokem pfevod hrubych hmotnostnich
spekter do seznamu pikd. Ve druhém kroku pak jsou tyto seznamy pikd porovnavany
se specifickym podsouborem predloh uloZenych v referenéni databazi.

Srovnavaci algoritmus pfitom vypocitava tfi samostatné hodnoty tfi zakladnich
charakteristik identifikovaného vzorku a spekter referencnich.

1. Nejprve se vypocte pocet téch signala v referenénim spektru, které se velmi blizi
hodnotam zjisténym u neznamého spektra. Nulové shoda je hodnocena znamkou
0, uplna shoda znamkou 1.

2. Poté se stanovi pocCet téch signald neznamého spektra, které se velmi blizi
hodnotdm spektra referenéniho. | v tomto pfipadé je nulova shoda hodnocena
znamkou 0 a uplna shoda znamkou 1.

3. Naskonec se vypocte symetrie shody signalnich part. Shoduiji-li se vysoce
intenzivni signaly neznamého spekira s vysoce intenzivnimi signaly spektra
referencniho a jestlize spolu koresponduji i signaly nizko intenzivni, ziskavame
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vysokou hodnotu symetrie a tzv. korelaéni matrix skyta hodnotu, ktera se blizi k 1.
Jestlize srovnavané pary signall nevykazuji viibec zadnou symetrii, ma konecny
vysledek hodnotu blizkou 0.

Tyto tfi vysledné hodnoty se potom navzdjem vynasobi a vysledek je normalizovan na
1000. Hodnota skore je logaritmem tohoto vysledku. Maximalni dosazitelné skore tedy
ma hodnotu 3 (= log 1000).

Nasledné sefazeni hodnot skére uvadi nejlepSi souvztaznosti v horni €asti jejich
koneéného seznamu. Cim je hodnota skére vy$&i, tim je klasifikace druhu
pravdépodobnéjsi. Barevné zvyraznéna hodnota skére pfitom umonuje rychlé
vyhodnoceni kone&ného vysledku.

Hodnoty skore = 2.0 |ze povazovat za pravdépodobnou klasifikaci.

Poznamka: Dulezité je uvédomit si, ze skére vygenerované programem
MALDI Biotyper vyjadfuje pravdépodobnost toho, ze neznamy
mikroorganismus patfi do nékterého specifického podsouboru
databaze tohoto programu.

3.4.2 Provadéni klasifikace

Neznamy vzorek lze klasifikovat na zakladé porovnani jeho spektra nebo MSP
s referencim seznamem pikd, ktery je ulozen v databazi MSP.

Chcete-li provést klasifikaci neznamého vzorku
1. Vlozte MSP uréené pro porovnani se vzorkem nasledujicim zptsobem:

a. Bud urcity taxonomicky uzel v ndhledu taxonomického dendrogramu
zvyraznite, kliknete na néj pravym tlacitkem mysi a v kontextovém menu pak
vyberte pfikaz Add Hierarchy to MSP Selection.

ANEBO

b. taxonomicky uzel v ndhledu taxonomického dendrogramu zvyraznéte a
E

EEE

kliknéte na

ANEBO
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c. vlozite/natahnete knihovnu MSP (viz ¢ast 3.5.4)

Vybrana MSP pak jsou pfidana do tabulky Selected MSPs, kierd se nachazi
v okné Nahled tabulky (Table View).

2. Zvyraznéte spektrum nebo MSP neznamého vzorku a ulozte je do Nahledu
souboru (viz ¢ast 3.3.2).

Moznost: Metodu pfedbézného zpracovani definujte béhem klasifikace vybranim
téchto prikazu:

a. bud zvolte pfikazy Action > Preprocessing > Edit Method

anebo prikazy

b. Edit > Method > Preprocessing.

Doporu¢enou metodou pfedbézného zpracovani je vtomto pfipadé standardni
metoda pfedbézné pfipravy vzorku (BioTyper Preprocessing Standard Method).

Moznost: Metodu identifikace MSP definujte béhem klasifikace bud vybranim
prikazu:
a. Action > Identification > Edit Method anebo pfikazu
b. Edit > Method > MSP Identification.

Doporu¢enou metodou identifikace je vtomto pripadé standardni metoda
identifikace vzorku (BioTyper MSP Identification Standard Method).

3. Klasifikaci zahajte bud volbou pfikazu Identification > Start Identification anebo
Kiiknutim na ”".

Indikaéni lista v dolni ¢asti okna programu MALDI Biotyper indikuje momentalni
stav klasifikace .

|_ | I Cancel Spectraidendficadon running, .. Procassed: L1f13 Remaining: 000052

Moznost: Kliknutim na & Cancel. kjasifikaci prerusite.
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V zavislosti na tom, jak dalece jsou vzorky klasifikovany, se vedle nazvu souboru
spektra/nazvu MSP objevi v Nahledu souboru dopravni svételné signaly, které
indikuji kvalitu shody porovnavanych souboru s prediohou.

3.4.3 Zobrazeni vysledkl klasifikace MSP

Deset® nejpfesnéjsich vysledkd klasifikace je spolu s jejich prislusnymi skore
zobrazeno v tabulce Spectrum / MSP Scores. Kodovani v barvach dopravnich
signalt indikuje miru shody (zelena = dobra shoda, &ervena = $patna shoda)*.

Detected Specias LoglScone

“ Methwiobactenum thodesanum B237 LIFL

D) | Methylobactesium thodesianum MB32 LFL 1,786
@  Hyphomicrobium so MBET UFL 1583
@ | Methylobactesium thodesianum B237 UFL 1.504
@  tethylobactenivm thodnum ME1E1 LFL 142
@ | Lactobacillus zaenrmned DSM 15027 DS 1.32
@ | Mocardiosdes simplex DSM 201307 DSM 1.245
@ | Staphydococcus lewetti DSM 132127 DSM 1157
@ | Lactobacillus suebicus DSM S007T DSM 1125
@ |Eschenchia coli ESBL E& RSS 15287 CHE 1.075

Doplriujici informace o skére Ize zobrazit kliknutim pravého tlacitka mysi na zahlavi
tabulky Spektrum Scores a vybérem pozadované moznosti v kontextovém menu.

Grafické zobrazeni miry shody mezi vzorkem a zvyraznénym seznamen referencnich
pikd Ize nalézt v okné Identification View.

*Maximélni poget zobrazenych piipadii shody Ize zménit pomoci piikazi Tools > Options >
General Settings > Result Display a vybranim poZadovaného maximalniho po¢tu nalezenych
skoére (Maximum Number of Scores Retrieved after Match).

*Prahové hodnoty barevného kédovini skére Ize uZivatelsky nastavit pomoci piikazia Tools >
Options > General Settings > Result Display > MSP Identification > Result
Thresholds.
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Specirum denlific atian
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Seznam pikd spektra neznamého vzorku je zobrazen v horni poloviné tohoto grafu.
Zbarveni téchto pikd odrazi miru jejich shody s referencnim MSP (zelena = plna
shoda, Zluta = ¢aste€na shoda, ¢ervena = zadna shoda).

V doIni poloviné grafu je vmodré barvé zobrazen seznam pika pfislusného
referencniho MSP (invertni stupnice barevné intenzity).

3.4.4 Subtypizace uzce pribuznych mikroorganismu

Subtypizace uzivatelm umoziuje rozliSit Uzce pfibuzné mikroorganismy (napf.
jednotlivé kmeny v ramci stejného druhu). Subtypizaci Ize provést pouze tehdy, jsou-li
k dispozici subtypizaéni hlavni spektra (MSPs) (viz ¢ast 3.3.5.4).

Znaménko plus u markeru koédovani v barvach dopravnich signalt indikuje, ze pro
porovnani shody Ize tuto subtypizacni klasifikaci provést.
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| Defected Species LoglScore]
Acetobacter pasteunanus B208 LFL
j Acslubantle'i'naatwianus kep pasteunanus B2714 UFL T 22T .
@ | Bukholderia cepacia D5M-7288T HAM 1468 ——

@ Burkholderia cepacia ATCC 254
@  Burkholdenia cepacia MB 7544
@ | Candida-lusitariael anal [Clavizp
@ | Bukholdera cenacia LMG 2161| (88 | Acetobacter pasteunanus

@ | 5 phinaobacterium 2piritivorum D

@ cukhadernbenn M6.2144| @) | Burkholderia cepacia DS

@ | Bukholdera cepacia qroup 128

Acetobacter pasteunanus

Subtypizacni klasifikaci 1ze zahgjit bud opalovanym kliknutrim na vysledek uvedeny
v tabulce obsahuji skére hodnoceni spekter/MSP anebo vybérem prikazu View Sub-
Scoring z kontextového menu.

Pfi subtypizaci se v datovych souborech Uzce pribuznych organismi hmotnosti
rozliSovacich pikd zvySuji zatimco hmotnosti spole€nych pika klesaji.

Vysledek subtypizacni klasifikace je zobrazen v tabulce Sub-MSP Scores.

Detected Species LoglS core]

W | Liztens weelzhimen DS 20650T DS

) | Liskeria monocylonenss s=r48 ATCC 19115 THL 1883
@ | Listeria monocytogenss MB 1607 05 THL 165
@ | Listeria rranovi zso londoniensi: DSM 12490 T DS 1 &6
@  Listenia monocylogenes DSM 206007 DSM 1549
@ | Lizteria monocybogenss Mb19248 1 CHE 1458
@ | Lizteria rvanovi 2o ivanovii DSM 207507 DSM 1,382
@ | Lizberia zoefigen DSK 207517 DS 11149
@ | Liztenia roocua DSK 2064497 DSM 0951
@ | Liztenia grayi DSH 20596 DSM <[]

- Selected M3 [3747] | Curtent MSP | Spectium Scoies 10| Sub-MSP Scarss [10)

Identifikacni ndhled zobrazuje shodu (familiary match) mezi vzorkem a seznamem
referen¢nich pika.
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Spechum | Idertification
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3.4.5 Generovani zpravy o vysledcich klasifikace

Podrobnou zpravu o vysledcich klasifikace Ize vygenerovat po kazdé dil¢i klasifikaci.

Tato zprava obsahuje stejné informace jaka ty, které jsou vygenerovany pfi pouziti
programu MALDI Biotyper RTC (viz ¢ast 2.17).

Chcete-li vygenerovat zpravu o vysledcich klasifikace:

1.V néhledu souboru (File View) kliknéte pravym tlaitkem mysSi na pozadovana
spektra / MSP a v kontextovem menu zvolte pfikaz Create Report.

Tim se otevie dialog Enter Report Title.
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=)
X

Enter Report Title

JEH | My Progect

Descripion | Thiz iz mw project!

K I Cancel | Help |

2. Pouzijte pfikazy Name a Description (nepovinné).
3. Kliknutim na OK zpravu vytvofite a oteviete ji ve standardnim prohlizeci.

Na lokalnim pevném disku jsou klasifikaéni zpravy ulozeny jako <projectname>.html
nasledujicim zpusobem:

C:\Documents and Settings\<username>\Application Datal\Bruker
Daltonik\MALDIBiotyperAutomationControl\HtmpResults

Pfi kazdém vytvofeni nové zpravy je stavajici HTML soubor pfepsan.

3.5 Taxonomické dendrogramy a knihovny MSP

V programu MALDI Biotyper mohou byt hlavni spekira sdruzovana pomoci dvou
odlisnych struktur:

e Taxonomické dendrogramy jsou kolekcemi téch MSP, ktera Ize pfifadit k tém
hierarchicky sefazenym taxonovym uzlim, jejichz usporadani a nazvy jsou
odvozeny of taxonomického dendrogramu NCBI. Kazda instalace softwaru
MALDI Biotyper poskytuje dva taxonomické dendrogramy:

o Taxonomicky — tento dendrogram je uréen pouze pro ¢teni a obsahuje
vS§echny uzly taxonomického dendrogramu NCBI.

o Taxonomicky firmy Bruker— podsoubor taxonomického dendrogramu
NCBI, ktery obsahuje vice nez 3 700 hlavnich spekter.

e Knihovny MSP — uzivatelem definované nehierarchické sbirky hlavnich
spekter. Tyto kolekce Ize pouzit pfi snaze omezit klasifikacni vyhledavani urcité
skupiny hlavnich spekter.
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3.5.1 Editor taxonomického dendrogramu MALDI Biotyper
Tyto taxonomické dendrogramy jsou vytvareny ve tfech krocich (etapach):

e Vytvofeni taxonomického dendrogramu.
e Pfidani uzld do taxonomického dendrogramu.
e P¥idani hlavnich spekter do uzld.

Taxonomické dendrogramy jsou vytvafeny a editovany pomoci editoru MALDI
Biotyper Taxonomy Tree.

"N.l'ﬂlﬂinl:"mr Taxapanry Tres Edilar. Yergion 3.0.0, 3 Working Tres; “Tazemomy’ Cuslamer Tree: Hrukes Tazonemy®

S - Celuly grpann: - [ecleas - Pisoencepleny - geiadepedon pitom one - Lo oopdciscteniews - | mnpuinhocimiems - | snpaindoschag s o = E
Lineaps View

e T, TR E P
Cuarap k- b = mresdan 117

e doben e 2, L e LB UREC 1ML
Caame s va UL b wren: LB F3OIDED)

[ o= shoi =iz 14241
zier ok 1] Working Tree View

FT LRSS BT Y b |
w1
C =i 2]
Cammp fobia - movna - 140
i Akt el ||
e ok 2 e oo ol e et win LT,
Camrnp by = e et 1]
rw ke = e here, w10
2 (T i S e e i 2
& Carpdohac i cpa sroc 5%

1
TR R R
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=

Lz praed W3Fe 0] M&32 o' Davoplz-arte: hebwhian'|=
WEF Hara Cmaion [ atm P Lint Czund HEF M arm Craution Datm Pk Lid Count
Commrudiscaa Inbecpane CON3 X DIC22C08 | G306 a0
s = badsmdenne “he TFF i ° - SRR -
- Carpobace faied 2 1AL 2R SEM B
Commpdobraca kol o F00_2TF ZECEIITISEE |

MEF View L [ Carzal | tan

Editor taxonomického dendrogramu m@ tfi casti/nahledy (views). Relativni vysky
téchto nahledu Ize ménit tak, ze kurzorem popotahujeme jejich horizontalni okraje.

e Kmenovy nahled (Lineage View): Tento nahled zobrazuje pozici

taxonomického uzlu tvoficiho kofen momentalné aktivniho kmene v nahledu
funkéniho dendrogramu (Working Tree View). Kliknutim na urc¢ity taxon
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nachazejici se kmenovém nahledu se nastartuje funkéni kmen ve zvoleném
vysS8im uzlu taxonu.

e Nahled funkéniho kmene (Working Tree View): Tento nahled obsahuje
momnetalné aktivni kmen (vyrobcem nastaveno jako 'Taxonomicky kmen'
uréeny pouze ke ¢teni). Celkovy poCet MSP pfifazenych ke kazdému
taxonomickému uzlu a jeho uzlim dcefinnym je uveden v zavorkach.

¢ Nahled MSP: Tento nahled obsahuje dvé tabulky. Na levé strané je uveden
seznam téch MSP, ktera jsou dostupna v databazi programu MALDI Biotyper a
nejsou momentalné pfifazena k zadnému z taxononovych uzlu. Na strané pravé
jsou pak zobrazena v8echna spektra, ktera jsou pfifazena k taxonovym uzlim
vybranym v daném funkénim dendrogramu. Kazdé MSP je v seznamu uvedeno
s pFislusnym nazvem, datem vytvoreni a poc¢tem pikd, jez byly k jeho vytvoreni
pouzity.

Aby bylo mozno taxonové uzly mezi kmeny navzdjem Kkopirovat, jsou v editoru

taxonomického dendrogramu (Taxonomy Tree Editor) uvedeny odkazy jak na
momentalné aktivni (funkéni) kmen, tak také na kmen vzdaleny (uzivatelsky).

Je-li editor spustén, je kmen 'Taxonomy' nastaven jako dendrogram pracovni
(Working Tree) a momentalné zvoleny nahled dendrogramu taxonomického
(Taxonomy Tree View) je nastaven jako dendrogram uzivatelsky.

Oba tyto dendrogramy jsou definovany v dialogu Configure Tree.

‘Working Tree: T axaramy '|
Cutoner T FSETOPNOR | cose | oo |

oK, Cancel |

3.5.2  Vytvareni a uzivani taxonomickych dendrogrami

Vytvoreni taxonomického dendrogramu

1.V seznamu Taxonomy Tree View zvolte poZzadovany dendrogram.
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2. Pravym tlaitkem mysi kliknéte na taxonovy nodus a bud’ zvolte nabidku Start

Taxonomy Tree Editor anebo kliknéte na E] .

3. Pakkliknéte na hlavni ¢ast editoru (Taxonomy Tree Editor) a z kontextového
menu vyberte nabidku Configure.

4. Kliknéte na nabidku Create, vloZte nazev nového dendrogramu do dialogu Create
New Customer Tree a kliknéte na OK.

5. Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.

Chcete-li do taxonomického dendrogramu pridat dalsi (dcefinny) uzel (toto Ize
provést pouze v projektovém dendrogramu)

1. 'V seznamu Taxonomy Tree View zvolte poZzadovany dendrogram.
2. Kliknéte na taxonovy nodus a bud zvolte pfikaz Start Taxonomy Tree Editor

nebo kliknéte na E] .

3. Pak kliknéte pravym tlacitkem mysSi na pdvodni (parent) nodus a v kontextovém
menu zvolte nabidku New Node.

4. Vlozte nazev nového nodu a stisknéte Enter.

5. Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.

Poznamka: Novy dcefinny nodus je uzivatelského dendrogramu pfidan
automaticky tehdy, je-li urcité hlavni spektrum v NCBI
dendrogramu pfifazeno ke spravnému (odpovidajicimu) uzlu.

Chcete-li do taxonomického dendrogramu pridat néktery jiz existujici nodus

1. V seznamu Taxonomy Tree View vyberte ten dendrogram, ktery tento uzel
obsahuje.
2. Na pfislusny taxonovy nodus kliknéte a bud zvolte pfikaz Start Taxonomy Tree

Editor anebo kliknéte na E] :

3. Kliknéte na hlavni ¢ast editoru (Taxonomy Tree Editor) a vyberte v kontextovém
menu prikaz Configure.

4. V dialogu Configure Tree definujte momentalné aktivni (Working) a cilovy
(Customer) dendrogram a kliknéte na OK.

5. 'V hlavni ¢asti editoru taxonomického dendrogramu pfejdéte na pozadovany uzel.
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6. Kliknéte na né&j a v kontextovém menu zvolte nabidku Add to Customer Tree.

B WAL [/ Hinkyper Tasanomy Tres Editer, Version 20,590 Working Tree: 'Tasanomy Customer Tres; ‘Archasa’  |o |01 5%
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7. Kroky 5 a 6 opakuijte u kazdého nodu, ktery chcete pridat do cikového (Customer)

8.

dendrogramu.

Dcefinné uzly je tfeba pfidavat oddélené. PFi pfidavani taxonového nodu je zcela
jedno, zda k nému jiz MSP bylo pfifazeno.

Za urcitych okolnosti jsou taxonové uzly pfidavany zcela automaticky, bez pouziti
pfikazu Add to Customer Tree. Pfifazenim urcitého MSP k taxonovému nodu
nenachazejicimu se v uzivatelském dendrogramu se automaticky pfidava i tento
nodus.

Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.

Prejmenovani nodu (toto Ize provést pouze v projektovém dendrogramu)

1.
2.

4.
5.

V seznamu Taxonomy Tree View vyberte pozadovany taxonomicky dendrogram.
Pravym tlagitkem mysi kliknéte na urcity taxonovy uzel a bud zvolte nabidku Start

Taxonomy Tree Editor anebo kliknéte na E] .

Pravym tlagitkem mysi kliknéte na pozadovany nodus a v kontextovém menu
zvolte pfikaz Rename Node.

Vlozte novy nazev nodu a stisknéte Enter.

Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.

Chcete-li urcity nodus z taxonomického dendrogramu odstranit (toto Ize provést
pouze v projektovém a cilovém dendrogramu)

1.

V seznamu Taxonomy Tree View vyberte dendrogram, jenz obsahuje nodus,
ktery ma byt odstranén.
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2. Pravym tlac¢itkem mysi kliknéte na tento uzel a bud zvolte pfikaz Start Taxonomy

Tree Editor nebo kliknéte na ..
3. V hlavni &asti editoru taxonomického dendrogramu pfejdéte na nodus, ktery ma byt
odestranén.
4. QOdstranovany nodus zcela oteviete (expand).
5. Pravym tlagitkem mysi kliknéte na subnodus nejnizsi urovné a v kontextovém
menu zvolte pfikaz Remove.
6. Krok 5 opakujte az do okamziku, kdy je pozadovany nodus odstranén.
7. Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.
Poznamka: Odstranénim nodu z uZivatelského dendrogramu se jeho
pfidruzené hlavni spektrum (MSP) v NCBI dendrogramu
nevymazava.

Pozndmka: Ma-li byt nodus z projektového dendrogramu odstranén, musi
byt prazdny.

Pridani neprirazeného MSP k urcitému nodu

1. V seznamu Taxonomy Tree View vyberte pozadovany dendrogram.

2. Pravym tlac¢itkem mysSi kliknéte na tento uzel a bud zvolte pfikaz Start Taxonomy
Tree Editor anebo kliknéte na E] .
3. V hlavni ¢asti editoru taxonomického dendrogramu piejdéte na pozadovany nodus.

Hlavni spektra, jez jsou momentalné v tomto nodu ulozena, jsou uvedena v tabulce
MSPs of '<node name>'. Nepfifazena MSP jsou uvedena v tabulce Unassigned
MSPs.

4. Nepfifazené MSP presurite ze seznamu Unassigned MSPs do tabulky MSPs of
'<node name>' tak, Ze je vyberete a kliknete na Ldl
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5. Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.

Odstranéni MSP z nodu

—

V seznamu Taxonomy Tree View vyberte pozadovany dendrogram.
2. Pravym tlac¢itkem mysi kliknéte na tento uzel a bud zvolte pfikaz Start Taxonomy

Tree Editor nebo kliknéte na El )

3. V hlavni &asti editoru taxonomického dendrogramu prejdéte na pozadovany nodus.

4. Pozadovany nodus pfesurite do hlavni ¢asti editoru.

Ta MSP, ktera se v daném okamziku v nodu nachazeji, jsou uvedena v tabulce
MSPs of '<node name>'.

4. MSP presuiite z tabulky MSPs of '<node name>' do tabulky Unassigned MSPs
tak, Ze je vyberete a kliknéte na ﬂ
5. Kliknutim na OK editor taxonomického dendrogramu zavrete.
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3.5.3 Odstranéni taxonomického dendrogramu

Nezadouci taxonomické dendrogramy Ize z databaze odstranit.

{b}Poznamka{/b} Dendrogram projektd ('Projects’) a dendrogram NCBI
('Taxonomy') odstranit nelze.

Taxonomicky dendrogram se odstrani nasledujicim zptsobem:

1. Pravym tlacitkem mysSi kliknéte na nodus taxonu a bud vyberte nabidku Start

Taxonomy Tree Editor anebo kliknéte na E] .

2. Pravym tlaCitkem mysi kliknéte na hlavni ¢4st editoru taxonomického dendrogramu
(Taxonomy Tree Editor) a v kontextovém menu zvolte nabidku Configure.

3. Vdialogu Configure Tree definujte nezadouci dendrogram jako destinacni
(uzivatelsky) dendrogram a kliknéte na Delete.

4. Editor taxonomického dendrogramu zaviete kliknutim na OK .

3.5.4 Vytvareni a pouzivani knihoven MSP

Knihovny MSP pFedstavuji pohodlny zpusob jak se dostat k urcité skupiné hlavnich
spekter, napf. v pfipadé, Zze chceme zuzit proces klasifikaéniho vyhledavani urcité
skupiny mikroorganismu. Obsah knihoven MSP je spravovan pomoci udaju
vkladanych do tabulky Selected MSPs, ktera se nachazi v Table View.

Vytvoreni knihovhy MSP

1. Kliknutim pravého tlacitka mySi na nazev MSP uvedeny v tabulce Current MSP
presunte jednotliva hlavni spektra do tabulky vybranych MSP (Selected MSP) a

bud pouzijte pfikaz Add to MSP Selection anebo kliknéte na " .
2. 'V tabulce vybranych MSP zvolte poZzadovana hlavni spektra tim, Ze na né kliknete

pravym tlacitkem mysi a pak v kontextovém menu zvolite nabidku Save MSP
4
Library. Jinou moznost predstavuje vybér pozadovanych MSP a kliknuti na i .

3. Do dialogu Save MSP Library napiste nazev (Name) a op&ni popis (Description)
MSP.

VloZenim nového nazvu MSP je stavajici knihovna téchto spekter pfepsana.
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4. Knihovnu ulozite kliknutim na OK.

Natazeni (nahrani) knihovhy MSP

1. Pravym tlacitkem mys$i kliknéte na tabulku Selected MSPs a v kontextovém menu
&
zvolte pfikaz Load MSP Library. jinou moznosti je kliknout na ‘i

2. Pozadovanou knihovnu natahnete bud:

a. dDvojim kliknutim na pozadovanou knihovnu v dialogu Load MSP Library

ANEBO

b. vybranim pozadované knihovny a kliknutim na OK.

Hlavni spekira (MSPs ) obsazend ve vybrané knihovné pak jsou vlozena do
tabulky vybranych MSP (Selected MSPs table).

3.6 MSP dendrogramy

Podobné jako matice CCl (viz ¢ast 3.8), ukazuji i MSP dendrogramy do jaké miry
jsou si jednotlivé mikroorganismy navzajem podobné/blizké. V rdmci procesu, ktery se
podoba porovnavani neznymych spekter s knihovnou MSP je porovnanim hlavnich
spekter s knihovnou MSP vytvofen dendrogram. Vtomto dendrogramu je mira
vzajemné podobnosti jednotlivych mikroorganismd stanovena na zakladé jejich
predem stanovené podobnosti i nepodobnosti (arbitrary distance level).

3.6.1 Vytvoireni MSP dendrogrami

Chcete-li MSP dendrogram vytvorit

1. Kliknéte pravym tlaCitkem mysSi na nazev MSP uvedeny v tabuloce Current MSP,
presunte je to tabulky Selected MSP a zvolte pfikaz Add to MSP Selection.
Alternativni moznosti je pfesunout vSechna aktualni hlavni spektra (pouze
horizontalni transfokaci) kliknétim pravého tlacitka mysi do uzlu (node)
nepfifazenych MSP (Unassigned MSP) a zvolit pfikaz Add Hierarchy to MSP

Selection nebo Kliknutim na B .

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 132



Bruker Daltonik GmbH 3 MALDI Biotyper — Offline klasifikace (OC)

Moznost: Definovani identifikaéni metody MSP pouzité béhem klasifikace je
mozné bud pomoci pfikazu:

a. Action > Identification > Edit Method anebo pfikazu

b. Edit > Method > MSP Identification.

Moznost: Metodu vytvoreni MSP dendrogramu lze zvolit bud pomoci pfikazu:

a. Action > MSP Dendrogram > Edit Method anebo pfikazu
b. Edit > Method > MSP Dendrogram Creation .

Moznost: Zvolte pfikazy Tools > Options > General Settings > Dendrogram a
vloZte nastaveni pozadovaného dendrogramu.

2. Pozadovana MSP zvyraznéte.
K vytvofeni dendrogramu je zapotiebi nejméné tfi MSP.

3. Zvolte pfikazy Action > MSP Dendrogram > View. Jinou moznost pfedstavuje
kliknuti pravym tlaCitkem mySi na zvyraznéna hlavni spektra a volba pfikazu View
MSP Dendrogram v kontextovém menu ¢&i kliknuti na = v panelu nastroju Table

View.

3.6.2 Zobrazeni MSP dendrogramu

MSP dendrogram je zobrazen v okné s ndzvem Dendrogram. V daném dendrogramu
jsou distance normalizovany na maximalni hodnotu 1000, coz znamena, Ze tyto
distance jsou relativni a nelze je pfi srovnavani dendrogramu pouzit.

V nize uvedeném priikladu je ukazano, jak byl pfislusny MSP Dendrogram pouzit

k vytvofeni Listeria CCIl matrix (viz ¢ast 3.8.4). V dendrogramu jsou viditelné i dva
klastry, které byly pomoci analyzy CCI matrix identifikovany.
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Transfokace a sledovani dendrogramu

Chcete-li aktualni dendrogram ménit nebo s nim manipulovat, vyberte v menu View
pfikazy Zoom nebo Pan.

Transfokaci dendrogramu Ize provést vybranim pfikazi View > Zoom a posunutim

kurzoru mySi na pozadované policko (plot). Tim se zobrazipod kurzorem zoom (=
Posunte kurzor na pozadovany vychozi bod, kliknéte a tahnéte kurzrem smérem
k pozadovanému cilovému bodu. Ve zvolené oblasti stisk tlaCitka uvolnéte a
pozadovanoju transfokaci provedte.
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Transfokacni kroky jsou sklddany na sebe samostatné pro kazdé policko, coz
umoziuje postupné zvétSovani nahledu pomoci pfikazu Zoom Out uvedeného

v kontextovém menu.

Dvojim kliknutim levého tlacitka mysi a nebo vybérem pfikazu Reset to Original View

v kontextovém menu puvodni ndhled obnovite.

V dobé, kdy je pfikaz Zoom aktivni, kliknéte pravym tlacitkem mysi se v dendrogramu

otevie kontextové menu, které obsahuje nasledujici pfikazy:

Prikaz Funkce
'[Zoom Out Postupné zvétdovani.
|(Zvétsit)

Reset to Original View Obnovi pavodni nahled.

|(Resetovat puvodni nahled)

|Unconstrained Zoom Umozni disproporéni transfokaci.
|(Disproporéni transfokace)

|(Horizontalni transfokace)

Zoom Options >
(Moznosti transfokace >)

Horizontal Zoom Umozni pouze horizontalni transfokaci.

Vertical Zoom Umozni pouze vertikalni transfokaci.
(Vertikalni transfokace)

Chcete-li urc€ity dendrogram sledovat, zvollte pfikaz View > Pan a kurzor mysSi
presunte na pozadovany dendrogram. Po tomto kroku se objevi sledovaci kurzor (pan

cursor) M. Po Kliknuti Ize prislusny diagram pfesunovat (tdhnout) v poZzadovaném

smeéru.

Puvodni nahled lze obnovit bud dvojim stikem levého tlacitka mysi anebo zvolenim

pfikazu Reset to Original View, ktery se nachazi v kontextovém menu.

3.7 Klastrovani spekter pomoci analyzy hlavnich

komponent (PCA)

Program MALDI Biotyper umozrniuje analyzu hlavnich komponent

(Principal

Component Analysis) jednotlivych souborl spekter. Tato statisticka analyza
poskytuje informaci o heterogenité ¢i homogenité ur€itého souboru dat. Program PCA
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je Fizen externim softwarovym nastrojem MATLAB, ktery je do programu MALDI
Biotyper integrovan.

3.7.1 PCA hmotnostnich spekter

Cilem PCA je redukovat rozmérnost toho souboru dat, v némz existuje velky pocet
vzajemné propojenych a na sobé zavislych proménnych, které si zachovavaji svoiji
rdznorodost.

V rdmci MALDI Biotyper analyzy, se soubor dat skladd z hmotnostnich spekter
ziskanych od ruznych druhd mikroorganismu. V hmotnostnich spektrech pfedstavuji
intenzity jednotlivych m/z poméra odpovidajici proménné. Program PCA vypocte novy
systém koordinat, ktery muze byt vyjadien jako linearni kombinace puvodnich
proménnych (mass-to-charge ratios m/z). Timto zplsobem Ize hlavni trendy dat
identifikovat.

Analyza PCA je zalozena na dekompozici kovariance vlastnich hodnot/vlastnich
vektord  anebo korelacnich matic plvodnich proménnych. Pfislusna data lze
adekvatné popsat pomoci mnohem mens$iho poctu vzdalenych koordinat (hlavnich
komponent) nez pfi pouZziti pavodnich proménnych.

PCA je pouzivana hlavné jako jako metoda redukce dat a jako nastroj vizualizace.
Vyneseni dat do systému souradnic, ktery je zaloZzen na principialnich komponentach,
Casto objasniuje ty vztahy a klastry, které by pfi pouziti soufadnic pavodnich nebyly
zfejmé.

3.7.2 Klastrovani pomoci PCA

Klastrovani pomoci MALDI Biotyper PCA se sklada ze tfi riznych krokd, z nichz
kazdy pfedstavuje samostanou metodou zpracovani:

e Pfedbézné zpracovani dat
e Tvorba PCA
e PCA klastrovani

Vysledky PCA klastrovani |Ize zobrazit dvéma riznymi zpusoby:

e Vynesenim a ulozenim hodnot skoére (Scores and loading plots) (viz ¢ast
3.7.3.1)
e Klastrovanim dendrogramu (viz ¢ast 3.7.3.2)
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V zavislosti na pozadovaném nahledu musi byt pfislusna metoda PCA klastrovani
(PCA Clustering Method) definovana v nasledujicich dvou krocich.

Vlastni PCA klastrovani

1. V okné Nahled souboru (File View) natdhnéte a zvyraznéte ta hruba spektra, ktera
maji byt k PCA pouzita (viz ¢ast 3.2.1). Pro PCA klastrovani anebo pro tvorbu
dendrogramu je zapotiebi pouzit nejméné tii spektra.

Moznost: Metodu pfedbézného zpracovani definujte bud’ pfikazy:

a. Action > Preprocessing > Edit Method anebo pfikazy
b. Edit > Method > Preprocessing.

Doporu¢enou metodou predbézného zpracovani je metoda BioTyper
Preprocessing Standard Method PCA.

Moznost: Metodu tvorby PCA definujte bud pfikazy:

a. Action > PCA > Edit Creation Method anebo pfikazy
b. Edit > Method > PCA Creation.

Doporucenou metodou tvorby PCA je BioTyper PCA Creation Standard Method.
2. Metodu PCA klastrovani vyberte nasledujicim zptusobem.

a. Zobrazeni vysledku pomoci skore a vynesenych dat (loading plots) —
PCA klastrovani definujte bud pomoci pfikazu Action > PCA > Edit
Clustering Method anebo pfikazi Edit > Method > PCA Clustering.
Doporucenou metodou PCA klastrovani pro generovani skére a vyneseni dat
je BioTyper PCA Clustering Standard Method.

b. Zobrazeni vysledku ve forme klastrovaciho dendrogramu — PCA
klastrovani definujte bud pomoci pfikazi Action > PCA > Edit Clustering
Method anebo pfikazt Edit > Method > PCA Clustering. Doporu¢enou
metodou PCA klastrovani pro generovani klastrovacich dendrograma je
BioTyper PCA Clustering Standard Method.

3. PCA klastrovani zacnéte takto:.
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a. Chcete-li vysledky zobrazit jako skore a vynesené hodnoty, zvolte prikazy
Action > PCA > View Clustering.

b. Chcete-li vysledky zobrazit jako klastrovaci dendrogram, pouzitje pfikazy
Action > PCA > View Dendrogram.

Stavova lista v dolni ¢asti okna programu MALDI Biotyper zobrazuje informaci
Batch Processing, kiera indikuje, Ze klastrovani pomoci PCA probiha. PCA okno
se otevie po nékolika sekundach.

3.7.3  Zobrazeni vysledku klastrovani pomoci PCA

3.7.3.1 Skore a grafy vynesenych hodnot (Loadings Plots)

Hlavni okno PCA obsahuje osm ruznych trojrozmérnych a dvourozmérnych (3D and
2D) grafu; Ctyfi grafy zobrazujici skére a Ctyfi grafy zobrazujici data. Kazdy z téchto
osmi grafd muize byt prohlizen samostatné po zvoleni relevantni nabidky v menu
grafu okna PCA.
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Ve vyrobnim nastaveni se skore a vlozena data vztahuji k prvnim tfem hlavnim
komponentam, které jsou oznaceny jako PC1, PC2 a PCS3. Tyto hlavni komponenty
obvykle postacuji k vyjadfeni (popisu) pfevazné c&asti variance urcitého datového
souboru. Celkovy pocet hlavnich komponent je zavisly na pouzité metodé PCA.
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Horni ¢ast okna PCA obsahuje &tyfi grafy skore; jeden trojrozmérny graf (3D plot)
s vynesenim hodnot PC1 vs. PC2 vs: PC3 a tfi grafy dvourozmérné (2D plots). Kazdy
jednotlivy bod téchto grafd predstavuje jedno spektrum. Tyto body (spektra) jsou
automaticky pfifazovany ke klastram, jejichz data (members) maji spole¢nou barvu.

Dolni ¢ast okna PCA obsahuje Ctyfi grafy dat; jeden trojrozmérny graf (3D plot)
s vynesenim hodnot Load1 vs. Load2 vs: Load3 a tfi grafy dvourozmérné (2D plots).
Kazdy jednotlivy bod téchto grafu pfedstavuje jeden pik ze seznamu pikd
analyzovanych spekter a indikuje do jaké miry se hlavni komponenty vztahuji
k ptvodnim pikam. Cim je vzdalenost piku od zacatku vétsi, tim vétsi je také jeho
podil na varianci datového souboru.

Jednotlivé grafy mohou byt v samostatnych oknech zobrazeny pomoci volby
odpovidajiciho pfikazu v menu grafa (Plots menu).

Volbou pfikazi View > Mark Data Points se aktivuje znaceni vynaSenych dat.
Kliknutim levého tlaCitka mySi na pfislusny Gdaj dojde kjeho zakrouzkovani a
oznacéeni bud &islem spektra L] (grafy skore) nebo hodnotou m/z | | (grafy
hodnot — loading points). Opakovanym kliknutim se toto oznaceni odstrani.

Ty hlavni kompolnenty, které byly proti sobé navzajem vyneseny, Ize v hlavnim okné
PCA ménit pomoci tlaitek PC > PCs. Pozadované hlavni komponenty vlozte do
policek PC a kliknéte na OK.

Mecs C]0K)
PC [1
PC |2
FC |3
| ok | | cencel |

Zménou vynesenych hlavnich komponent se aktualizuji vS8echny grafy zobrazené
v hlavnim okné. Grafy v ostatnich samostatnych oknech zustavaji nezménény.

Chcete-li obsah okna kopirovat do schranky pro pouZiti v jiné aplikaci, pouZijte pfikazy
Edit > Copy.
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Transfokace, sledovani a otaceni objektu

Se zobrazenym objektem lIze v aktualnim nahledu manipulovat pomoci pfikazi Zoom,
Pan nebo Rotate, které jsou obsazeny v menu nahledu (View).

Pfi transfokaci ve dvourozmérném grafu zvolte pfikazy View > Zoom a kurzor mysi
presunte na pozadovany graf. Tim dojde k transfokaci |, Kurzor umistéte na
pozadovany vychozi bod, kliknéte a pretdhnéte ho na pozadovanou cilovou poozici.
Po uvolnéni tlacitka mysi se zvolena oblast zmensi.

Pro kazdé z vybranych mist Ize transfokaéni kroky klast postupné na sebe (stacked)
pomoci pfikazu Zoom Out, ktery se nachazi v kontextovém menu.

Velikost ptvodniho ndhledu obnovite bud dvojim kliknutim levého tlacitka mysi anebo
vybranim pfikazu Reset to Original View v kontextovém menu.

Jakmile je pfikaz Zoom aktivni, Ize kliknout na dvourozmérny graf pravym tlacitkem
mysi; tim se zobrazi kontextové menu, které obsahuje nasledujici pfikazy:

|PF|’kaz Funkce
|zoom out Postupné zvétSovani.
(Zvétseni)

Reset to Original View Obnovéni puvodniho nahledu.

(Resetuj ptivodni nahled)

Zoom Options >
(Moznosti transfokace >)

Unconstrained Zoom Umozni disproporéni transfokaci.
(Disproporéni transfokace)

Horizontal Zoom Umozni pouze horizontalni transfokaci.
(Horizontalni transfokace)

Vertical Zoom Umozni pouze vertikalni transfokaci.
(Vertikalni transfokace)

Panning technika umoziuje pfetahovat vSechna data obsazena ve dvourozmérném
grafu jakymkoli smérem, coz umozfiuje Cteni dlouhych popisud, jez jsou k datovym
bodum pfipojeny.
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Chcete-li s dvourozmérnym grafem manipulovat, zvolte pfikazy View > Pan a
presurite kurzor mysi do pozadovaného grafu. Tim se zobrazi manipulacni kurzor (pan

cursor) L=. Po kliknuti Ize datové body pfesunovat v pozadovaném sméru.

Dvojim kliknutim na levé tladitko mysi anebo vybérem pfikazu Reset to Original View
v kontextovém menu Ize puvodni zobrazeni obnovit.

Pfikaz Rotate umozriuje manipulaci s trojrozmérnymi grafy (ij. jejich otd€eni). Chcete-
li trojrozmérnym grafem otacet, zvolte pfikazy View > Rotate a premistéte kurzor mysSi
do pozadovaného grafu. Tim se zobrazi rotaéni kurzor [=l. Po kliknuti Ize grafem
otacet v poZzadovaném smeéru.

Dvojim kliknutim na levé tlaitko mysi anebo vybérem pfikazu Reset to Original View
v kontextovém menu Ize puvodni zobrazeni obnovit.

3.7.3.2 PCA Dendrogramy

Klastrovani dendrogramd vyjadfuje vzajemnou pfibuznost jednotlivych spekter
(uvedenych na ose x). Podobné jako u grafd hodnot skére, jsou i vtomto pfipadé
spektra automaticky pfifazovana k jednotlivym klastram, jejichz pfislusnici (members)
maji stejnou barvu.

PCA dendrogramy lze zobrazit pomoci pfikazu, které jsou stejné jako pfi zobrazovani
dendrogramu hlavnich spekter (viz ¢ast 3.6.2).

Puvodni nahled Ize obnovit bud dvojim kliknutim levého tlacitka mySi nebo volbou
pfikazu Reset to Original View v kontextovém menu.
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3.8 CCl analyza

Ke statistické analyze vztahu mezi jednotlivymi spektry Ize pouzit matici kompozitniho
korelacniho indexu (CCIl matrix).

3.8.1 Vytvoreni CCI Matrix

Hodnoty CCI se vypocitaji na zakladé rozdéleni spekter do jednotlivych nespopjitych
intervalu a jejich porovnani napfi¢ souborem dat. Slozeni korelaci vSech intervalu pak
skyta CCl, jenz se pouziva jako parameter, ktery definuje vzdalenost mezi jednotlivymi
spektry. Hodnota CCI shody rovna 1 vyjadfuje Uplnou korelaci, hodnota rovna 0
znamena absenci korelace.

ZvySenim poctu intervald pouzitych | vypoctu CCl se zvySuje i rozliSovaci schopnost
této analyzy. CCIl analyzy programu MALDI Biotyper se pouzivaji hlavné ke studiu
vztahd mezi spektry ziskanymi od Uzce pfibuznych mikroorganisma. CCI analyzu lze
také pouzit k identifikaci neznamych vzorkd na zakladé porovnani jejich spekter
s udaji uvedenymi v knihovné znamych spekter. Vysoka hodnota CCIl shody (>0.9)
indikuje silnou korelaci (pfibuznost) s referenénim druhem a velmi pravdépodobnou
identifikaci.
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Chcete-li vytvoiit Composite Correlation Index (CCI) matrix

1.

V nahledu souboru (File View) vyberte ta hruba spektra, ktera maji byt pouzita (viz
¢ast 3.2.1).

Moznost: Metodu pfedbé&zného zpracovani lze definovat bud pomoci pfikazu:

a. Action > Preprocessing > Edit Method anebo piikazu
b. Edit > Method > Preprocessing.

Doporuc¢enou metodou je metoda BioTyper Preprocessing Standard Method
CCl.

Moznost: Metodu stanoveni kompozitniho korelaéniho indexu Ize definovat bud
pomoci prikazi:

a. Action > Composite Correlation Index > Edit Method anebo pfikazl

b. Edit > Method > Composite Correlation Index.

Doporu¢enou metodou vypoctu CCl je BioTyper Composite Correlation
Standard Method.

Zvolte pfikazy Action > Composite Correlation Index > Create.

Tim se otevfe dialog Create Composite Correlation Index Matrix. Je-li tfeba, Ize
hlavni znaky (leading characters) z nazvu souboru odstranit tak, ze se na pfislusné
poli¢ko klikne a nezadouci znaky se odstrani.
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Create Composite Correlation Index Matrix E@

Remaoving the first 53 leading characters from the file names, e.qg.
|I::"-.D|:n::umer'|ts and Settingz\tof-uzeribdy Documentzh D atah, |

will result in 4 CCl groups

Lizteria grayi

Listeria innocua
Listeria ivanawii
Liztenia seeliger

Ilzed file names:

E '\Du:u:uments ar‘u:l Settlngs'\tnf user'\My Ducuments'\.Data'\Llsterla |nn|:n::ua"»El .&1 "-.1 41 SLln
C:ADocumentz and 5 ettingzhhof-uzertsbdy DocumentzhD atatListena rvanovith0_A251415Lin
C:ADocuments and Settingstof-uzersky DocumentssD atahListena seeligentd_A34%1%15Lin

e

3. Zkontrolujte navrh CCI grupovani a kliknéte na OK.

Tim se otevie dialog New CCI Matrix Name. VloZzenim nazvu nového CCI dojde
k prfepsani CClI stavajiciho.

New CCI Matrix Name X

MNew Mame: |Li3terie‘ |

[ OF. ] [ Cancel ]
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4. Vypocet zahajite kliknutim na CCIl matrix a na OK .

Po nékolika sekundach se okno korelacni matrix (Correlation Matrix window)
otevre.

3.8.2 Zobrazeni vysledka CCI

Okno korelaéni matrix zachycuje mfizku ,horké mapy“ ('heat-map' grid). Barva poli¢ek
v misté priniku dvou raznych skupin indikuje miru jejich vzajemné pfibuznosti (tmavé
Cervend = horky vztah = tésnd pfibuznost; modra = studeny vztah = ne pfilis tésna
pfibuznost). Nize uvedeny pfiklad zachycuje dva zfetelné odliSné klastry
vygenerované u skupin 1 a 2 (Groups 1 and 2) a u skupin 3a 11 (Groups 3 and 11).

Ef.urrslmiun Matrix E"Elgl

Liztaria

17: Listena walshimeari DS 20650_DSM

10 Listena seebgen DSM 20751_0Sh

9: Listeria monacytogenas serdB ATCC 19115 THL
8: Listeris monacytogenas Mb15345_1 CHBE

l'r‘ Listaria moracytogeras MEB_IB0T_0S THL

B Lizgtarig morocytogenas 05k 20600_DSM

4 Lislaria pranovi 55p londonianss DS 1249105k

4: Listaria reandal gap wanodi DEM 20750 OIS

3 Lislena innocua 050 1649 DSM

2: Listaria gray_murrei D50 20556 _DSK

1; Listeria grap DSM 20507 _DEM

1 2 3 4 & B 7 8 8 MW 11

Zraups

Zobrazeni stavajici CCl matrix

1. Zvolte pfikazy Action > Composite Correlation Index > View.

Tim se otevie dialog Composite Correlation Matrix.
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# Composite Correlation Matrix

Creation D ate

Lizteria 16122007 14:14:44
Lizterniaz 151220010 02:00:20
[ QF. ] ’ Cancel ] ’ Help

2. Pozadovanou CCI otevrete bud:

a. dvojim kliknutim na zvolenoui CC matrix v dialogu Composite Correlation
Matrix

ANEBO

b. vybérem pozadované CCIl matrix a kliknutim na OK.
Poznamka: V jednom okamziku muze byt zobrazena pouze jedna CCIl matrix.

Dalsi CCIl matrix |ze zobrazit az po zavieni momentalné otevieného
okna korelaéni matrix (Correlation Matrix).

3.8.3 Provedeni CCI klasifikace

CCI matice Ize pouzit pfi provadéni klasifikace neznamého vzorku. Po prfedbézném
zpracovani jsou spektra z neznamych vzorkd porovnavana s CCIl matrix pomoci
metody CCIl (Composite Correlation Index Method).

MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 Strana 146



Bruker Daltonik GmbH 3 MALDI Biotyper — Offline klasifikace (OC)

Provedeni klasifikace pomoci CCI matrix
1. Z nahledu souboru (File View) stahnéte a vyberte ta hruba spektra, jez jsou ke

klasifikaci ucena (viz ¢ast 3.2.1).

Moznost: Metodu pfedbézného zpracovani definujte nasledujicim zplsobem.
Bud zvolte pfikazy:

a. Action > Preprocessing > Edit Method anebo pfikazy
b. Edit > Method > Preprocessing.

Doporu¢enou metodou piedbéZzného zpracovani vzorku je metoda BioTyper
Preprocessing Standard Method CCI.

Moznost: Metodu stanoveni CCIl definujte nasledujicim zpusobem. Bud
zvolte pfikazy:

a. Action > Composite Correlation Index > Edit Method anebo prikazy
b. Edit > Method > Composite Correlation Index.

Doporu¢enou metodou stanoveni CCIl je BioTyper Composite Correlation
Standard Method.

2. Zvolte piikazy Action > Composite Correlation Index > Match.
3. Pozadovanou CCI matrix oteviete bud’

a. dvojim kliknutim na pozadovanou CCI matrix v dialogu Composite
Correlation Index Matrix to be Viewed

ANEBO

b. vybranim pozadované CCIl matrix a kliknutim na OK.

Na stavové listé zobrazené v dolni ¢asti okna programu MALDI Biotyper je zachycen
prubéh procesu porovnavani (Composite Correlation Index matching running),
ktery indikuje, Ze Kklasifikace pravé probiha. Vysledky klasifikace a srovnavané
hodnoty jsou zobrazeny v tabulce CCIl Scores, kterd je zobrazena v nahledu tabulky
(Table View).
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3.8.4 Zobrazeni vysledku CCI klasifikace

V tabulce CCI skore jsou zobrazeny vSechny skupiny, které se v CCl matrix nachazeji;
tyto skupiny jsou uspofadany v pofadi, které je zaloZzeno na mife jejich shody se
spektrem neznamého vzorku. Kédovani v barvach dopravnich signalu tuto miru shody
indikuje (zelena = dobra shoda, gervena = $patna shoda)’.

V nize uvedeném pfikladu byl ,neznamy“ vzorek ziskany z bakterii druhu Listeria
monocytogenes klasifikovan pomoci matrix Listeria CCI.

E Group Mame Match
Listeria monocytogenes seridB ATCC 19115 THL 0%e

@ | Listeria ivanovii 2o ivanovi DSM 20750 DSM 0,333
) | Listeria seeliger DSM 20751 DSM 0,869
@  Listena reanovii 320 londaniensiz DSM 12491 DSH 0,788
@  Listena monocylooenes Mb13348 1 CHE 0./
@ | Listeria monocylogares DSM 20600 DSM 0,737
@ | Listena welshimeri DSk 20650 DSM )82
@ Listena mnocua DSM 20649 DSM 0,63

@  Listena monooytonares MB 1601 05 THL 0,623
@ | Listena arayi DSM 20801 DSM 0,171
@ Listena arayi murrel DSH 20596 DSM 0,158

Selected MSP | Cument MSP | CC) Scores [11)

3.9 Uzavieni programu MALDI Biotyper OC
Program MALDI Biotyper OC uzavrete takto:

1. Bud zvolte pfikazy File > Exit a kliknéte na ﬂ anebo stisknéte Alt+F4.

3.10 Rychlé odkazy do menu programu MALDI
Biotyper 3.0 Menus a zkracené prikazy

I
Prikaz Funkce Tlagitko Zkratka

3 Skérovaci prahové hodnoty barevného kédovani 1ze uZivatelsky nastavit pomoci piikazi Tools >
Options > General Settings > Result Display > MSP Identification > Result
Thresholds.
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File >
|(Soubor >)
Add Spektra
(Pridat spektra)
Close All Spektra
(Zavrit vSechna spektra)

Open Realtime
Classification Project

(Otevrit projekt klasifikace

|v realném case)

Exit

|Edit >

Method > [Method type]
(Metoda > [typ metody]

Action > Preprocessing >

(Akce > Predpriprava /

|pfebézné zpracovani)
Edit Method

(Editovat metodu)

Adjust Mass
(Upravit hmotnost)
Smooth
(Vyhladit)
Subtract Baseline
(Odecist zakladnu)
Normalize
(Normalizovat)

Pick Peaks
|(Vybrat piky)

Batch Processing
(Skupinové zpracovani)

|Action > Identification >
|(Akce > Identifikace >)

Edit Method
(Editovat metodu)

Spusti prohlize¢ spekter (Spectrum
Browser) umoznujici jejich ulozeni
Zavie a odstrani z nihledu souboru
(File View) vSechna spekira.

Otevre dialog Load Project
umoziujici natazeni projektad MALDI
Biotyper RTC.

Zavie program MALDI Biotyper.

Otevie editor MALDI Biotyper
Method Editor, ktery zobrazuje
tabulky [typ metody]

Zobrazi, edituje a vybere metodu
predbézného zpracovani.

Upravi hmotnostni rozmezi vybraného
spektra.

Vyhladi zvolené spektrum.

U zvoleného spekira provede odecet
zakladni cary.

Normalizuje zvolené spektrum.

Ze zvoleného spektra vybere piky.

V zvoleného spektra provede
postupné vSechny kroky predbézného
zpracovani.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
identfikace MSP.

LS Ctrl+O

i Ctrl+P

B AtsFa
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Start

Action > MSP Creation >

Edit Method
(Editovat metodu)

Edit Subtyping Method
(Editovat metodu
|subtypizace)

Create

(Vytvorit)
Create Series

(Vytvorit sérii)

Action > MSP Dendrogram
>
(Akce > Dendrogram MSP)
Edit Method
(Editovat metodu)
View
(Zobrazit)
Action > PCA >

(Akce > PCA >)

Edit Creation Method
(Editovat metodu tvorby)
Edit Clustering Method
(Editovat metodu

klastrovani)

View Clustering
|(Zobrazit klastrovani)

View Dendrogram
(Zobrazit dendrogram)

Action > Composite
Correlation Index >

(Akce > CCl)

Edit Method
(Editovat metodu)

Create

(Vytvorit)
View
(Zobrazit)

Zahaji klasifikaci vybraného
spekira.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
tvorby MSP.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
tvorby subtypizace MSP.

Ze zvolenych spekter vytvofi MSP.

Ze zvolenych spekter vytvofi sérii
MSP.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
tvorby dendrogramu MSP.

Vytvofi a zobrazi dendrogram MSP.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
tvorby PCA.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
klastrovani PCA.

Pro vybrana spektra zobrazi vysledky
klastrovani PCA.

Pro vybrana spektra zobrazi
dendrogram PCA.

Zobrazi, edituje a vybere metodu
vypoctu CCI (Composite Correlation
Index).

Z vybranych hrubych spekter vytvori
CCI matrix.

Zobrazi jiz existujici CCl matrix.
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Match
|(Porovnat)
Export
|(Exportovat)
Tools >
|(Nastroje >)
Server Settings
|(Nastaveni serveru)
Options
|(Moznosti)
Clear Spektrum Cache
(Vy¢istit vyrovnavaci
|pamét’ spektra)
Help >
|(Napovéda >)
Help Topics
|(Témata napovédy)
O programu MALDI
Biotyper

Porovna neznamé spektrum s CCl

maitrix.

Exportuje jiz existujici CCl matrix.

Definuje nastaveni serveru.
Definuje obecna nastaveni.

U serveru vycisti vyrovnavaci pamét

spekter.

Spusti napovédu programu MALDI

Biotyper.

Zobrazi informace o autorskych
pravech a licencovani.

F1

3.11 Reseni problém

Problém

Pric¢ina

Doporuceny postup

MALDI Biotyper nelze
spusit, namisto toho se
objevi hlaska : “Could not
create model ...”

Soubor s osobnimi
nastavenimi
uzivatele je
poskozen.

Smazte soubor s nastavenimi:
C:\Documents and
Settings\<username>\
Application Data\Bruker
Daltonik\BioTyper\
GeneralSettings.xml

MALDI Biotyper se
spusti s praznym
taxonomickym
dendrogramem.

Neni nainstalovan
mistni server
MALDI Biotyper.

Nastavte vzdaleny server MALDI
Biotyper Options > Server.

Neni spustén
mistni server
MALDI Biotyper.

Zkontrolujte/Spustte sluzbu Bruker
MBT Service v menu Windows
Service.

Objevi se ,pop-up“okno s
chybovou hlaskou
obsahujici terminy

Jednase o
serverovou
vyjimku. Server

Zkontrolujte zda editor Method Editor
obsahuje prazdné pole pro zvoleni typu
metody. Pokud ano zvolte
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Problém Pricina Doporuceny postup
“SOAP fault” nebo ma potize se pozadovanou metodu a zmacknéte
“SoapException”. Spatné zadanou |OK.

vstupni hodnotou
(a vyjimka nebyla
prevedena na
chybu klienta).

Pfikaz Start
Identification vytvori
prazdnou tabulku MSP
Skores.

Srovnavani MSP
bylo spusténo s
prazdnymi
vstupnimi daty.

Zvolte jedno nebo vice spektrum/MSP
ze vstupni sestavy a znovu spustte
srovnavani.

Pocet MSP zobrazenych
v zavorce za uzlem
taxonu je chybny.

Obvykle se jedna
0 problém
zpusobeny
opakovanym
(novym) nactenim.

Zavrete pfislusny parent node a znovu
jej otevrete (k opakovanému nacteni
spravnych hodnot). Nepfifazené uzly
MSPs nactete znovu pfepnutim mezi
stromy (napf. Project a Bruker
Taxonomie).

Pfikaz Search MSP je
spustén v taxonomickém
dendrogramu (ne v
editoru Taxonomy Tree
Editor) a nezobrazuji se
zadné vysledky.

Pouzity nazev
struktury
neodpovida.

Zkratte vyhledavaci fetézec a pouzijte
hvézdi¢ku (*) jako zastupnou hodnotu
na konci fetézce (napf. Bacil*).

K vyhledavani byl
pouZzit prazny
strom klienta.

Spustte editor Taxonomy Tree Editor,
nastavte jako strom klienta 'Bruker
Taxonomy' a stisknéte OK.
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Priloha A — Priprava matrix a MALDI terciki

Spotiebni materialy

Mnohé plasty nejsou pro analyzu hmotnostni spektrometrii vhodné, a to predevsim
proto, Ze se z nich uvoliuji polymery. NepouZzivejte proto zadny typ silikonizovanych
trubic.

Pouzivani nevhodnych plastovych materiald ma za nasledek heterogenni krystalizaci
a polymerové signaly, které mohou klasifikaci mikrobidlnich druhd pomoci pfistroje
MALDI Biotyper ovlivnit nebo dokonce znemoznit.

Rozpoustédla a chemikalie

V8echna Rozpoustédla a chemikalie, jeZ jsou pro zpracovani vzorkul pristrojem MALDI
Biotyper pouzita, museji byt chemicky vysoce Cista (pfinejmensim stupné HPLC-
grade).

MALDI terciky

Pfi analyze vzorku pfistrojem MALDI Biotyper Ize pouzit nasledujici MALDI terciky:

o MSP 96 terCik z lesténé oceli (Vyr. €. 224989, Bruker Daltonik GmbH)
o MSP BigAnchorChip™ 24 (Vyr. €. 255080, Bruker Daltonik GmbH)
o MSP BigAnchorChip™ 96 (Vyr. €. 254460, Bruker Daltonik GmbH)
e Ter€iky vhodné pouze pro autoflexni pfistrojé:
o MTP 384 terCik z lesténé oceli T F (Vyr. €. 209520, Bruker Daltonik GmbH)
o MTP BigAnchorChip™ 384 T F (Vyr. €. 254454, Bruker Daltonik GmbH)

POZOR: BIOLOGICKA RIZIKA

MALDI terciky, reagenc¢ni cinidla, reagencie a dalSi spotrebni

A materialy pouzivané pri téchto analyzach (protokolech) mohly prijit
do styku s mikroorganismy a predstavuji proto potencialné
nebezpecny biologicky material.

Za opatrné zachazeni s témito latkami, prislusenstvim a spotiebnimi
materialy, za jejich dekontaminaci a za jejich spravnou likvidaci
v souladu s prislushymi celostatnimi nebo mistnimi predpisy je
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zodpovédny uzivatel.

POZOR: HORLAVE / KOROZIVNI / NEBEZPECNE CHEMIKALIE

Nékteré z chemikalii, které jsou pfi téchto analyzach pouzivany, jsou
vysoce horlavé, korozivni anebo skodlivé.

Peclivé si proctéte prislusné bezpecnostni materialové listy,
upozornéni na chemicka rizika a bezpecnostni pokyny vyrobcu a
dodavatelti téchto reagencii. Dodrzujte vSechny celostatni i mistni
bezpecnostni predpisy.

Pri zachazeni s témito chemikaliemi vzdy a vSude dodrzujte i obecna
pravidla bezpecnosti prace.

> > B>

Vzdy pouzivejte laboratorni plasté, bezpecnostni bryle a ochranné
rukavice.

Je-li to vyrobcem cinidla doporuceno, pracujte v digestofi.

A.1 Priprava matrix roztoku

Jako matrix je tfeba pouzivat prepardt HCCA oned (O-Cyano-4-hydroxycinnamic acid;
Vyr. €. 255344, Bruker Daltonik GmbH) ve v8ech aplikacich pristroje MALDI Biotyper.

DULEZITE UPOZORNENI: Roztok matrix musi byt pfipraven v den méfeni vzork.
DelSi skladovani roztoku matrix se nedoporucuje.

DULEZITE UPOZORNENI: Pro spravné zpracovani vzorki je tfeba se vzdy
pfesvédCit o tom, Ze zda jsou pouzity pouze velmi
kvalitni materialy a chemicky vysoce Cisté reagencie.
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» » Priprava matrix roztoku

Do Eppendorfovy mikrozkumavky odpipetujte 475 pl ultracisté vody, 25 pl 100%
kyseliny trifluorooctové a 500 pl acetonitrilu, ¢imz dosahnete celkového objemu
1 ml.

Tuto smés peclivé promichejte. Vysledna smés se nazyva “standardni

rozpoustédio”.

Do mikrozkumavky s HCCA s Matrix odpipetujte 250 pl standardniho

rozpoustédla.

o Chcete-li pfipravit matrix pro terCiky BigAnchor MALDI targets odpipetujte do
mikrozkumavky s HCCAs0nes Matrix 500 pl standardniho rozpoustédia.

HCCA rozpoustéjte michanim pfi pokojové teploté az do okamziku, kdy se roztok

stane zcela prahlednym (v roztoku museji byt rozpustény vSechny krystaly).

Konecna koncentrace roztoku matrix je 10 mg HCCA/ml.

o Koneéna koncentrace roztoku matrix pro terCiky BigAnchor MALDI targets je
5 mg HCCA/ml.

V tomto okamziku je roztok matrix pfipraven k pouziti.

Poznamka: Pripraveny roztok matrix maze byt ulozen ve tmé a pfi
pokojové teploté (pfedchazejte kontaktu s UV zafenim) po
dobu jednoho pracovniho dne.

A.2 Cisténi MALDI tergiku

Pfed pouzitim pfi MALDI Biotyper procedurach museji byt MALDI tercCiky peclivé
vyCistény 70% vodnym etanolem a 80% vodnym roztokem kyseliny trifluorooctove.

» » Priprava 70% vodného etanolu (100 ml)

o~

30 ml deionizované vody nalijte do 100 ml odmérného valce.
Obsah valce prelijte do kadinky.

Do 100 ml odmérného valce nalijte 70 ml Cistého etanolu.
Obsah valce prelijte do kadinky obsahujici 30 ml vody.
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5. Roztok promichejte pfelévanim smési obou reagencii z kadinky do vélce a zpét
(provedte celkem pétkrat).

Po tomto promichani je vodny roztok etanolu pfipraven k pouziti.
» » Priprava 80% vodného roztoku kyseliny trifluorooctové (250 pl)

1. 50 ul deionizované vody odpipetujte do 1,5 ml Eppendorfovy mikrozkumavky.
2. Opatrné pridejte 200 pl 100% kyseliny trifluorooctové.
3. Roztok michejte vifenim po dobu 1 minuty.

Po tomto promichani je roztok pfipraven k pouziti.

» » Cisténi MALDI teréika

DULEZITE UPOZORNENI: Nepouzivejte chemikdlie jinak neZ je predepsano.
MALDI terCiky nikdy nenamacejte do organickych
rozpoustédel na dobu del§i nez 20 minut.

1. MALDI tercik vlozte do vhodné nadobky a prelijte 70% vodnym roztokem etanolu
(pfipravenym podle vySe uvedeného navodu) tak, aby byl zcela ponofen.

2. P¥i pokojove teploté nechejte MALDI tercik v roztoku mécet po dobu 5 minut.

3. Pak MALDI ter¢ik z lazné vyjméte a dokonale oplachnéte pod tekouci vodou.

4. Utérkou Kimwipe MALDI tercik peclivé vycistéte pomoci 70% vodného roztoku
etanolu.

5. Pak MALDI ter€ik znovu oplachnéte tekouci vodou a utfete do sucha utérkou
Kimwipe.

6. 100 pl 80% vodného roztoku kyseliny trifluorooctové (pfipraveného podle vyse
uvedeného navodu) napipetujte na MALDI terc¢ik. VSechny ¢asti MALDI terc¢iku
peclivé otfete utérkou Kimwipe.

7. MALDI ter€ik oplachnéte v deionizované vodé a utfete do sucha utérkou Kimwipe.
8. P¥i pokojové teploté nechejte MALDI terCik po do dobu nejméné 15 minut dpiné
uschnout.

V tomto okamziku je MALDI ter€ik pfipraven pro pouziti v MALDI Biotyper aplikacich.

{b}Poznamka {/b} Vycisténé MALDI terCiky Ize pfed pouzitim skladovat i
del8i dobu na suchém misté a pfi pokojové teploté.
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Priloha B—  Analyza vzorku

B.1 Kultivace mikroorganismu

V normalnich kultivanich podminkach se ke standardni kultivaci bakterii pro MALDI
Biotyper analyzy pouziva krevni agar Columbia obsahujici 5% ov¢i krve.

Jind kultivaéni média (napf. LB nebo YPD) mohou byt pouzita taktéz, stejné jako
rizna rastova stadia anebo jiné teploty. NejlepSich vysledkl Ize dosahnout za
podminek, které se shoduji stémi podminkami, které byly pouzity pfi kultivaci
referen¢nich vzorkd uloZzenych v databazi.

Pfi standardni metodé kultivace kvasinek pro MALDI Biotyper analyzu se pouzivaji
v souladu s doporu€enimi dodavatele glukézo-agarové desticky (Sabouraud-glucose-
agar plates).

Pfipadné zmény meédia nebo kultivacnich podminek jsou zavislé na rozhodnuti
uzivatele a pfed pouZzitim je tfeba je validovat.

Vychozi material musi byt Cerstvy, se subkulturou jediného druhu (kulitvace pfes noc;
pouze u pomalu rostoucich bakterii muze kultivace trvat i nékolik dni). U kolonii
kultivovanych na primanich agarovych destickach existuje zvySené riziko vyskytu dvou
riznych druhd mikroorganismu; toto riziko by mélo byt provéfeno pomoci jejich
izolované kultivace (opét pfes noc).

B.2 Priprava vzorku
Pro analyzy pfistrojem MALDI Biotyper existuiji tfi rzné metody pfipravy vzorku:

e Metoda pfimého transferu — vhodna pro nepatogenni mikroorganismy.

e Metoda extrakce kyselinou mraven&i — vhodna pro vSechny nesporulujici
mikroorganismy.

e Metoda extrakce kyselinou trifluorooctovou (TFA) — vhodnd pro sporulujici
mikroorganismy.

Metody extrakce kyselinou mravenci a TFA Ize pouzit pfedevSim v téch pripadech,
kdy metoda pfimeého transferu selze.
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Metoda pfimého transferu

» » Priprava vzorki metodou pfimého transferu

3.

{b}Poznamka {/b} Metoda pfimého transferu by neméla byt pouzivana ke
klasifikaci patogenu. Ke klasifikaci patogennich mikroorganismi pouZzijte
metody extrakce kyselinou mravenci anebo TFA.

Biologicky material (jedinou kolonii) naneste jako tenky film pfimo na Cisty MALDI

Pouzit 1ze bud pipetové ,Spicky”“ nebo inokulaéni klicky. Inokulovany material je
vzdy tfeba nanést stejnomé&rné (homogenné).

{b}DULEZITE UPOZORNENI| {/b} Tento krok je nejkritit&jsi
soucasti metody pfimého transferu. DuleZité je pouzit spravné
mnozstvi biologického materialu. Tato analytickd metoda je velmi
citiva a obecné lIze fici, ze pfi ni stai pouzit jen malé mnozstvi
materialu. Je-li pouzité mnozstvi biologického materialu pfilis velke,
klasifikace se nezdafi.

{b}DULEZITE UPOZORNENI {/b} Abychom se vyhnuli kfizové
kontaminaci, je nutno vzdy pouzivat bud nové pipetové Spicky
anebo plamenem desinfikované inokulacéni klicky.

{b}DULEZITE UPOZORNENI {/b} Po uschnuti vzorku je tfeba
matrix aplikovat nejpozdéji do 10 minut.

Kazdou pozici vzorku (= spot) peclivé pfekryjte 1 pl matrix roztroku (viz Pfilohu B).

{b}DULEZITE UPOZORNENI {/b} Je velmi dilezité, abychom se
vyhnuli spojovani rdznych vzorkl, nebot kapiCky matrix se
navzajem smichavaji. Takovyto proces pak muze zpusobit kiizovou
kontaminaci a nespravné vysledky.

Jednotlivé pozice (skvrny) vzorkd nechejte uschnout pfi pokojové teploté.
Vzdy je tieba, aby byl ziskany preparat homogenni.

V tomto okamziku je vzorek pfipraven ke klasifkaci. Pfipraveny MALDI tercik viozte
okamzité do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF.
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4. Bude-li tteba provést jesté dalsi klasifikacni analyzy, uchovaveijte agarové desticky
pfi pokojové teploté.

Poznamka: Uchovavani agarovych desticek v chladnicce ma na kvalitu
spekter negativni vliv.

Poznamka Uplyne-li od pouziti vzorku pro pfimy transfer vice nez 12 hodin,
je tfeba ho pro dalSi analyzu prekultivovat.

B.2.2 Metoda extrakce kyselinou mravenci

» » Priprava vzorkl pomoci extrakce kyselinou mravenéi

1.  Odpipetujte 300 pl ultracisté vody do Cisté Eppendorfovy mikrozkumavky.

2. Do zkumavky preneste jen jednu jedinou kolonii biologického materialu.

3. Suspenzi bunék v Eppendorfove zkumavce homogenizujte opakovanym
pipetovanim a odsavanim, po némz nasleduje intenzivni promichani krouzivym
pohybem (minimalné po dobu jedné minuty).

4. Do mikrozkumavky odpipetujte 900 pl Cistého etanolu a vznikou suspenzi
krouzZivym pohybem intenzivné promichejte (minimalné jednu minutu).

5. Pak zkumavku 2 minuty odstfedujte pfi 13 000 ot/min a supernatant pipetou
odsajte.

6. Krok 5 zopakujte.

VSechen rezidualni etanol je tfeba odstranit.

7. Odpipetujte 30 pl H.O a 70 pl 100% kyseliny mravenci do Cisté Eppendorfovy
mikrozkumavky a smés intenzivnim krouzivym pohybem promichejte.

Vysledkem této procedury je 70% vodny roztok kyseliny mravenci.

K peleté pfidavejte 1-80 ul 70% vodného roztoku kyseliny mravenci a vyslednou
smés peclivé promichejte opakovanym pipetovanim a odsavanim, po némz
nasleduje promichani intenzivnim krouzivym pohybem. Pak do zkumavky pfidejte
stejny objem 100% acetonitrilu a vSe znovu didkladné promichejte. Objem 70%
kyseliny mravenci a acetonitrilu pfidany k peleté by mél odpovidat mnozstvi
biologického materialu, ktery byl do zkumavky pfenesen v kroku 2.
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Mala jedina Velka jedina 1 pl inokulaéni |10 pl inokulaéni
kolonie kolonie klicka klicka
Kyselina 1-5 ul 5-15 ul 10—40 pl 30-80 pl
mravenci
|Acetonitri| 1-5 ul 5-15 pl 10—40 pl 30-80 ul
9. Zkumavku odstfedujte pfi 13 000 ot/min po dobu 2 minut.
10. Pipetou naneste 1 pl supernatantu tohoto mikrobialniho extraktu na &isty MALDI
tercik.
11. Vzorek pak nechejte uschnout pfi pokojové teploté.
Vysledkem tohoto postupu by mél byt homogenenni preparat.
DULEZITE UPOZORNENI: Po uschnuti vzorku je tfeba matrix pfidat nejpozdgji
do 10 minut.
12. PCclivé prekryjte kazdou pozici vzorku (= skvnu) 1 pl roztoku matrix (viz Pfiloha B).
DULEZITE UPOZORNENI: Je velmi dulezité vyhybat se smichavani rtiznych
vzorku, nebot’ mize dojit k vzajemnému prisaku (bleeding)
kapicek.
13. Hodnocené skvrny vzorku pak nechejte uschnout pfi pokojové teploté.

Vysledkem tohoto postupu by mél byt homogenenni preparat.

Vysledny vzorek je tak pfipraven pro klasifikaéni proces. MALDI terc€ik vlozte
bezopdkladné do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF.

B.2.3 Metoda TFA extrakce

Metoda TFA extrakce je vhodna pri inaktivaci sporulujiciho biologického materialu.

» » Priprava vzorku pomoci metody TFA extrakce

1.

Biologicky material (5-10 mg) preneste od Cisté Eppendorfovy mikrozkumavky.
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2. Do zkumavky pak odpipetujte 50 ul 80% TFA a vSe resuspendujte opakovanym
pipetovanim, které je tfeba provadét tak dlouho, az se biologicky material upiné
rozpusti/denaturuje.

Pfi praci se sporulujicimi mikroorganismy zastava roztok turbidni (zakaleny).

3. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 10-30 minut.

4. Do zkumavky odpipetujte 150 ul H,O.

5. Dale do zkumavky odpipetujte 200 ul acetonitrilu a vyslednou smés intenzivnim
krouzivym pohybem promichejte.

6. Zkumavku odstfedujte pfi 13 000 ot/min po dobu 2 minut.

7. 1 -2 ul supernatantu tohoto mikrobialniho extraktu naneste pipetou na Cisty
MALDI tercik.

8. Skvrny vzorku nechejte uschnout pfi pokojové teploté.

Vysledkem tohoto postupu by mél byt homogenenni preparat.

DULEZITE UPOZORNENI: Po zaschnuti vzorku je tfeba matrix pfidat nejpozdgji
do 10 minut.

9. Kazdou pozici vzorku (= skvrnu) pfekryjte 2 pl roztoku matrix (viz Pfiloha B).
DULEZITE UPOZORNENI: Je velmi dulezité vyhybat se smichavani rtiznych
vzorku, nebot’ mize dojit k vzajemnému prisaku (bleeding)
kapicek.
9. Skvrny vzorku nechejte uschnout pfi pokojové teploté.

Vysledkem tohoto postupu by mél byt homogenenni preparat.

Vzorek je nyni pfipraven ke klasifikaci. MALDI terCik vlozte bezodkladné do
hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF.

B.3 Méreni MALDI-TOF spekter

Pfi klasifikaci pomoci pfistroje MALDI Biotyper jsou k méfeni spekter vhodné
nasledujici pfistroje firmy Bruker:
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e Pfistroje Fady microflex™
e Pristroje fady autoflex™speed
e Pfistroje rfady ultrafleXtreme™

B.3.1 Kalibrace

UZivatelé si mohou sami definovat tu pozici teréiku, na niZz bude pfed zahajenim
procesu klasifikace provedena automaticka kalibra¢ni a validaéni procedura.

Kalibracni a validaéni procedura se provadi na té pozici ter€iku, ktera obsahuje vzorek
standardu Bruker Bacterial Test Standard (Bruker dil vyr. €.255343). Tento standard
je vpodstaté preparatem kmene E. coli DH5a, ktery byl nanesen se dvéma
dodatecnymi proteiny do horni ¢asti hmotnostniho rozmezi, coz umoznuje kalibraci
v hmotnostnim rozmezi od 4 do 17 kDa.

» » Provedeni kalilbracni procedury u pristroje MALDI Biotyper

1. Vlozte MALDI terCik se vzorkem testovaciho standardu Bruker Bacterial Test
Standard do pfistroje a spustte program flexControl.

Pfi pfipravé testu postupujte podle pokynu uvedenych v brozufe pfilozené
k vyrobku (Product Information).

2. Metodu flexControl spust’te pfikazem MBT_FC.par.
3. Provedete to bud tak, ze:

a. metodu flexControl spustite pfikazem MBT_FC.par a pak manualné zméfite 6 x
40 mist (shots) na riznych pozicich skvrny nachazejici se na skvrné testovaciho
standardu (Bruker Bacterial Test Standard spot).

-l
K akumulaci téchto mist (shots) bud pouzijte tlacitek [ star a
o add

ANEBO

b. Natdhnéte vhodnou metodu automatického provedeni testu zvanou autoXecute

method (napf. MBT_AutoX.axe) a kliknéte na [ B Fun method on cunent spat|
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4. Pak kliknéte na tlaCitka Display sum buffer (I =)

buffer ( ).

a Smooth spectrum in sum
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5. Vyberte tabulku Calibration a v sestupném seznamu Mass Control List zvolte
pfikaz MBT_Standard

6. bud:
a. kliknutim na [w] , ¢imz provedete automatické pfifazeni pikU
kalibrovaného vzorku
ANEBO
b. piky pfifadte manualné tak, ze:
o kalibrant vyberete ze seznamu Mass Control List (na displeji spektra se
objevi vertikalni Cervena &ara).

o Poté ihned kliknéte vlevo od piku, ktery patfi ke kalibrantu (tim vertikalni
Cervend ¢ara zezelena a na Spicce piku se zobrazi odpovidajici hmotnost).

7. U kazdého kalibrantu zkontrolujte sloupec Err/ppm.
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Mame Ref. Mass/Da | Cur. Mass/Da | | Errfppm Err/Da
~" RL36 [M+H]+ 4365,30000 4363.71916 -g8  |-0.5358619
~ R532 [M+H]+ S09e,50000 S097.32819 135 070297
" R534 [M+H]+ 5381.40000 5382.03974 83 0.44575
~" R533meth [M+H]+ 6255,40000 6256,36624 -41 |-0.25433
~ RLZ9 [M+H]+ F274.50000 F2F5.03992 -228 |-1.60047
~ R519 [M+H]+ 10300, 10000 10306.35734 256 2.63746
~" RMAse A [M+H]+ 13683.20000  13683.58622 -166  |-2.27252
w Myoglobin [M+H]+ 16952,30000  16952.26147 46 0.75774

Zobrazena hodnota nesmi byt vysSi nez +300 ppm. Je-li kterakoli z hodnot vysSSi
nez £300 ppm, vratte se zpét a zopakujte krok 3.

7. Novou kalibraci akceptujete kliknutim na .

8. Nové kalibra¢ni hodnoty ulozte do metody flexControl pomoci MBT_FC.par.
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Priloha C — Instalace a licencovani softwaru
MALDI Biotyper

V pristroji Bruker Daltonics MALDI Biotyper 3.0 je nainstalovana anglickd verze
Windows XP. Podrobnosti tykajici se servisnich balicki naleznete v poznamkach
Release Notes na instalaénim CD-ROM.

Pro praci spfistrojem MALDI Biotyper 3.0 je tfeba nainstalovat aplikaci MATLAB
Component Runtime. Pfi tomto postupu software MALDI Biotyper installation
nejdfive zkontroluje, zda je komponenta MATLAB nainstalovana a jestlize tomu tak
neni, upozorni uzivatele na to, Ze prfed spusténim programu MALDI Biotyper
installation, je tfeba tuto applikaci nainstalovat. Oba softwary (MALDI Biotyper a
MATLAB Component Runtime) se nachazeji na instalatnim CD softwaru MALDI
Biotyper.

Prvni instalaci programu MALDI Biotyper Offline Classification do kteréhokoli po¢itace
se automaticky vytvari do€asna licence, ktera plati 60 dnl. Jakmile tato doCasna
licence skonci, je tfeba pouzit licenéni heslo, které je dodavano spolu se softwarovym
balickem (jinak MALDI Biotyper nebude fungovat).

C.1 Systémové pozadavky

Minimalni pozadavky kladené na pocita¢ uzivajici serverovou a klientskou aplikaci
jsou uvedeny nize:

e CPU: mikroprocesor Dual core processor (napf. Intel Core nebo Intel Xeon)

e Hard disk: nejméné 1 GB volného mista na disku

e Hlavni pamét: 4 GB RAM

e Operacni systém: Windows XP nebo Windows 7 s nejnové&jSim servisnim
balickem

e Grafické rozliseni: 1024 x 768 pixelu, 256 barev nebo vyssi (napf. 1650 x 1080
with true colours)

¢ Mechaniky CD-ROM / DVD (pouze pro instalaci)

e |Internet Explorer 8.0

e Microsoft .NET Runtime 3.5 (nenachazi-li se v pocitaci, bude nainstalovan
Setupem)
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C.2 Instalace softwaru MALDI Biotyper

Software MALDI Biotyper pouziva architekturu client/server. Existuji dva hlavni
instalacni bali¢ky, tj.: klientsky bali¢ek a serverovy bali¢ek. Vzhledem k tomu, ze za
spravu dat zodpovida server, je serverovy balicek nainstalovan pouze do jednoho
pocitate (centralni server). Klientsky balicek muze byt nainstalovan do ruznych
pocitacl (kazda instalace si ale vyzaduje samostanou licenci). VS8ichni offline klienti
softwaru MALDI Biotyper maji pfistup k datdm nachazejicim se na centralnim
serveru.

Klientska a serverova instalace se iniciuji z pfislusného bodu menu jejich spoustéce,
ktery se obvykle nastartuje po natazeni instalaniho CD. Je-li funkce Autostart
deaktivovana, nastartujte instalaci pfimo pomoci aplikace ‘Launch.exe’, ktera se
nachazi v kofenovém adresafi (root directory) instalaéniho CD.

C.21 Instalace MALDI Biotyper serveru

Instala¢ni balicek MALDI Biotyper serveru se sklada ze Ctyf dil€ich baliCka (sub
packages), které se nainstaluji automaticky v pfedem uréeném poradi.

Java runtime (JVM)

MATLAB component runtime (MCR)
Server relaéni databaze (PostgreSQL)
Aplikacni server (JBoss)

Wb~

Béhem instalace postupuje uzivatel podle instalacnich krokl (setups).
V zavislosti na rychlosti po€itate muze instalace trvat nékolik minut az pul hodiny.

Instalaci serveru se do databaze ulozi vyrobcem nastavené referenéni profily hlavnich
spekter (50 MSPs). Dal8i hlavni spektra |ze ziskat v samostatném instalaénim balicku
(MaldiBiotyperDBRestore_Standard.exe), ktery vSak muze byt nainstalovan az
po instalaci MALDI Biotyper serveru.
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C.2.2 Instalace balicku MALDI Biotyper Offline Classification

Instalacni balicek MALDI Biotyper Offline Classification obsahuje dva dil¢i balicky,
které se nainstaluji automaticky v pfedem stanoveném pofadi.

1. Balicek MATLAB component runtime (MCR)
2. Balicek s aplikaci MALDI Biotyper Offline Classification

Béhem instalace postupuje uZzivatel podle jednotlivych instalacnich kroku (setups).
Balicek MCR je nainstalovan pouze v tom pfipadé, Ze v systému neni pfitomen.

C.2.3 Instalace balicku MALDI Biotyper Offline Classification
v siti se vzdalenym MALDI Biotyper Serverem

Tuto proceduru pouZijte tehdy, chcete-li klientsky pocitaé propojit se vzdalenym
severem.

» > Instalace balicku MALDI Biotyper Offline Classification v siti se vzdalenym
MALDI Biotyper Serverem:

1. Zvolte pfikazy M > Programs > Bruker Daltonics > MALDI Biotyper.
2. Neni-li software MALDI Biotyper licencovan, vlozte platné licen¢ni heslo.
3. Na pozadani se zalogujte (pfihlaste).

Zobrazi se klientska aplikace s prazdnym taxonomickym dendrogramem.

4. Zvolte piikazy Tools > Server a do dialogu Server Settings vlozte nazev
vzdaleného serveru. Plvodni ¢tyfmistné nastaveni portu neménte.

Processing Server  hibp:ff ['Dtiﬂhl:lsl' i | AORD

Cancel | Help

5. Dialog Server Settings ukoncite kliknutim na OK.
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6. Je-li u specifikovaného hostitelského pocitace MALDI Biotyper server nalezen,
objevi se na obrazovce platny taxonomicky dendrogram a do klientské aplikace se
ulozi novy nazev serveru.

C.3 Licencovani softwaru MALDI Biotyper

Po prvni instalaci softwaroveho balicku MALDI Biotyper Offline Classification do
pocitace se automaticky vytvofi doCasna licence, kterd ma platnost 60 dnd. Jakmile
tato docasna licence skonci, je tfeba pouzit licenéni heslo, které je dodavano spolu se
softwarovym balickem MALDI Biotyper. Je-li dodana pouze do¢asné licence, objevi se
po 30 dnech varovani, ze po daldich 30 dnech tato licence vyprsi.

Poznamka Je-li ve vaSem systému nainstalovana aplikace Bruker Daltonics
Compass Security Pack, funguje software MALDI Biotyper
automaticky v povoleném (Compliance) médu a uziva aplikaci
Bruker Daltonics UserManagement (Cast 4.1). P¥i fungovani
vtomto mdédu mohou licence pfidavat a vymazavat pouze ti
uzivatelé, ktefi jsou vybaveni specialnimi pravy.

»» Licencovani balicku MALDI Biotyper Offline Classification lze proveést
takto:

1. Volbou pfikazu @ > Programs > Bruker Daltonics > Administration >
LicenseManager zahajte dialog Bruker Daltonics LicenseManager.

2. Do policek New license key vlozte licen¢ni heslo balicku MALDI Biotyper Offline
Classification.

3. Kliknéte na Add (Ize provést az po vlozeni licen¢niho hesla).

e V nepovoleném mddu se po viozZeni platného licenéniho hesla licence pridava
do seznamu Existing licenses.

e V nepovoleném médu se v pfipadé pouziti platného hesla otevie dialog Re-
enter Your Password. Pozadované heslo vlozte znovu a kliknéte na OK. Je-li
heslo spravné a uzivatel ma pravo licence pridavat/odebirat, bude tato licence
pfijata.

Neni-li heslo spravné anebo nema-li uzivatel pozadovana prava, objevi se
chybové hlaseni.
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e Chcete-li nékterou z licenci vymazat, vyberte ji v seznamu Existing licenses a
kliknéte na Delete.

4. Kliknutim na Close aplikaci Bruker Daltonics LicenseManager ukondcite.

Program LicenseManager muze byt v softwaru MALDI Biotyper otevien také pomoci
prikazi Compass > License. Vtomto pfipadé LicenseManager zobrazi vSechny
licence, které jsou momentalné pro aplikace Bruker Daltonics dostupné.

C.4 Odinstalovani programu MALDI Biotyper

» » Chcete-li program MALDI Biotyper 3.0 Client/Server odinstalovat:

1. Zvolte piikazy #/Start| . settings > Control Panel.

2. Dvakrat kliknéte na nabidku Add/Remove Program.

3. V seznamu nainstalovanych programu zvolte software MALDI Biotyper 3.0
RTC/OC.

4. Kiliknéte na nabidku Remove.

5. Potvrdte dotaz, zda tento software skutecné chcete odstranit.

C.5 Instalace programu MALDI Biotyper Real Time
Classification

1. Software MALDI Biotyper Real Time Classification (viz ¢ast 2) propojuje akvizici
dat (flexControl) s jejich klasifikaci (MALDI Biotyper). Tento balicek Ize
nainstalovat pouze do toho akvizi¢niho systému, v némz funguje program
flexControl.
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Priloha D — Nastaveni registri (urceno pouze
pro vyspélé uzivatele)

Konfiguracni registr pro program MALDI Biotyper RTC je lokalizovan na adrese:
HKEY_CURRENT_USER\Software\Bruker Daltonik\BioTyper Automation

Control\Configuration.

Nastaveni registraéniho kliCe (registry key settings) mohou byt rozdélena do péti
skupin:

e AutoXecute — slouzi ke spusténi funkce AutoXecute.

e Report Creation (tvorba zpravy) — definuje poradi, v némz se budou vysledky
klasifikace objevovat ve zpravé o vysledcich klasifikace (Classification Results
report).

e Data Directory Name (nazev datového adresare) — definuje nadzev adresare,
do néhoz jsou naméfené udaje ulozeny.

e Project Import (import projektu) — pouziva se k pfifazeni hodnot obsazenych v
CSV souborech do nahledu tabulek v Pravodci programem MALDI Biotyper
RTC.

e Sequential Insert Mode (sekvencni modus ukladani) — kontroluje pfifazovani
ID v sekvenéni modu ukladani (viz ¢ast 2.5.1.4)

Kli¢ registru Vyrobcem nastavena hodnota |Poznamka
|AutoXecute

autoXecuteMetod DefaultMeasure

measuringOrder HORIZONTAL_ZIGZAG

D:\Data\MALDIBiotyperRealTime

spectrumDir . .
Classification

MSP 96

targetGeometry

' Report Creation
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|
!Kll’é reqistru Vyrobcem nastavena hodnota Poznamka

name Sloupce pouzité pro tfidéni
vysledku ve zpraveé.
povolené hodnoty = name,
externallD, description.

sortColumn

|Data Directory
Name

externalld Pridani dalSiho
podadresafe mezi projekt a
adresare vzorkl na cesté
ukladani spekter. Nazev
tohoto podadresare je
odvozen od pfislusné
hodnoty. Povolené hodnoty
= name, externallD,
description.

sampleNameColumn

'!Proiect Import

C:\Documents and|Designovany importni
Settings\<users\Desktop adresar pro importovany
CSV soubor (viz ¢ast
2.6.2).

in V importnim dialogu budou |
zobrazeny pouze soubory
majici tuto pfiponu (viz ¢ast
2.6.2).

Separator pouzivany pro

analyzu (parsing) CSV
soubord.

pbosOnScout Tmport 1 Sloupec CSV souboru

ColumnNumber odpo_v[dajl'ci POZiCi
(Position).

importFolder

importSuffix

csvDelimiter ’

2 Sloupec CSV souboru
odpovidajici ID.

externalIdImport

ColumnNumber
nameImport 0 SlOUp(?C QS,V souboru
ColumnNumber odpovidajici Name.

0 = nepouzito.

0 Sloupec CSV souboru
odpovidajici popisu

descriptionImport
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|
IKli¢ registru Vyrobcem nastavena hodnota Poznamka
ColumnNumber (Description).
0 = nepouzito.
chipOnScoutImport 0 SIOUpe,C (_:,S,V squboru
ColumnNumber odpovidajici Chip.

0 = nepouito.

' Sequential Import

Mode
generateAnalyte 0 0 = povoluje ve stejném
IdNumber projektu opakovat ID (napf.

pro vétsi pocet preparat
téhoz vzorku); 1 = pfidava
k ID sc¢ita€ (counter) (-00x)
a zvysuje ID pro
opakované pfipady (tzn. ze
vSechna ID jsou

jedine€nad).
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Priloha E — Povoleny modus

Software MALDI Biotyper muze byt puzit také v povoleném pracovnim modu
(Compliance mode), coz napomaha pfi plnéni pozadavka FDA 21 CFR Part 11
(pravidla FDA pro elektronické podpisy a zaznamy).

E.1 Cinnost softwaru MALDI Biotyper v povoleném
modu

K &innosti sortwaru MALDI Biotyper v povoleném médu je zapotiebi nainstalovat
aplikaci Bruker Daltonics Compass Security Pack, ktera zajiStuje funkci Bruker
Daltonics UserManagement; tuto aplikaci je nejvhodnéjSi nainstalovat na centralni
server. Existuje-li licence Compass Security Pack, zahaji software MALDI Biotyper
¢innost v povoleném mddu zcela automaticky.

{b}Poznamka {/b} V kontextu balcku Compass Security Pack znamena
Povoleny modus (Compliance mode) to, Ze jsou nastroje a funkce bali¢ku
Compass Security Pack dostupné a Ze je uzivatel muze pouzit k tomu, aby
splnil pozadavky pravidel FDA pro elektronické podpisy a zaznamy (21
CFR Part 11 requirements). Ani povoleny modus (Compliance mode), ani
balicek Compass Security Pack vSak uplnou shodu s pozadavky 21 CFR
Part 11 zajistit nemohou.

Povoleny modus dava softwaru MALDI Biotyper nasleduijici viastnosti:

e Do programu MALDI Biotyper se mohou zalogovat pouze ti uZivatelé, ktefi byli
vytvoreni spravci aplikace UserManagement (UserManagement
administrators). Pro zalogovani je tfeba uvést uzivatelské ID a heslo.

e Administrator aplikace UserManagement muze pristup do programu MALDI
Biotyper umoznit tim, Ze uZivateliim, které vytvofi, udéli jejich individuélni prava.
Tato prava se tykaji téch Cinnosti (actions), jejichz provadéni je jim v systému
MALDI Biotyper povoleno.

e VSechny Bruker Daltonics aplikace, které jsou v uzivatelském pocitadi
nainstalovany, mohou byt timto uzivatelem zamykany a odemykany.

Poznamka: VySe uvedené vlastnosti se tykaji kterékoli aplikace, ktera je
podporovana softwarem Bruker Daltonics UserManagement.
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E.2 Operacni prava k aplikacim Bruker Daltonics
UserManagement a MALDI Biotyper

Aplikace UserManagement je urCena jak pro klienty, tak pro server. Databaze
definujici uzivatele a jejich prava je nainstalovana v serverovém pocitaci, zatimco
aplikace Bruker Daltonics jsou nainstalovany v pocitacich klientskych.

Operatofi jsou vytvafeni a vybavovani prislusnymi pravy pomoci aplikace Bruker
Daltonics UserManagement Administration Tool. Vytvaret operatory a udélovat jim
jejich prava sméji pouze administratofi aplikace UserManagement.

Poznamka: Podrobné informace o tom, jak jsou uzivatelé vytvareni a jak jsou
jim jejich prava predélovana, lze nalézt v aplikaci s pomocnymi
nastroji UserManagement Administration Tool help tools.

Aplikace UserManagement udéluje tato opravnéni, ktera se tykaji softwaru MALDI
Biotyper:

e Pravo obecné analyzy (General Analyses Processing) — zakladni pravo,
které uzivatel potfebuje mit k tomu, aby mohl spektra v pfistroji MALDI Biotyper
zpracovavat. Uzivatel sice smi pouzivat metody, hlavni spekira a dalsi, které jiz
existuji, nesmi ale Zzadnou z metod ménit.

e Pravo ménit konfiguraci programu (Change Program Configuration) — toto
opravnéni klient vyuziva k ménéni metod stavajicich a k vytvareni novych
metod, MSP atd.

U aplikace MALDI Biotyper jsou pfeddefinovany dvé uzivatelské kategorie:

e Projektovi manazefi (Project Managers) — pfislusnici této skupiny maji
opravnéni provadét jak obecnou analyzu, tak také ménit konfiguraci programu.
e QOperatofi (Operators) — prislusnici této skupiny jsou opravnéni provadét
pouze obecnou analyzu.
o Pokusi-li se operator provést tu akci, k niz nema potfebné opravnéni, objevi
se pfislusna varovna informace.
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E.3 Zména uzivatelskych hesel

V Povoleném médu (Compliance mode) je pro zalogovani nutno provést identifikaci
uzivatele zadanim jeho ID a hesla. V dobé&, kdy je MALDI Biotyper v chodu, mohou
uzivatelé své heslo ménit kdykoli to bude zapotiebi a kdykoli si to budou prat.

Uzivatel je pozadan, aby zménil své heslo v téchto pfipadech:

e P¥i prvnim pfihlaSeni se do té aplikace systéemu Bruker Daltonics, ktera
podporuje program UserManagement.

e V okamziku,kdy je adminstratorem programu UserManagement poprve
pozadan, aby se definoval jako novy uZivatel.

e Poté, co administrator aplikace UserManagement zménil nebo resetoval jeho
heslo (tak napf. poté, co byl ze systému vylou€en kvuli opakovanému zadani
neplatného hesla)

Nova hesla museji byt vytvorfena v souladu s pravidly jejich tvorby; tato pravidla jsou
definovana administratorem programu UserManagement.

» > Zména hesla

1.V dialogu spustte pfihlasovani do programu MALDI Biotyper bud vybranim tohoto
programu anebo vybérem pfikazi Compass > Operator.

2. Do policka Operator viozte platné ID uzivatele.

3. Kliknutim na nabidku Change Password dialog Change Password zah3jite.

Change Password E|EJ

Eriter pour ald passwond.
Then enter your new pazswond hice,

Operstion |H:|

Qid password ||

News password |

Corfitm nesw password |

()4 | Cancel
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4. Do policka Old password vlozte momentalné platné heslo.

Pfi psani se heslo nezobrazuje. V heslech je tfeba rozliSovat velka a mala
pismena.

5. Nové heslo vloZte do policka New password.

Nova hesla museji byt vytvofena v souladu s pravidly jejich tvorby; tato pravidla
jsou definovana administratorem programu UserManagement.

6. Nové heslo vloZte jesté jednou do policka Confirm new password.
7. Kliknéte na OK a zavrete zpravu potvrzujici uspésSnou zménu hesla.

MALDI Biotyper [x|

&
‘!r) Yaur password was changed successfully,

.................................

.................................

Objevi-li se chybové hlaseni, zopakujte vSechny pozadované kroky.

MALDI Biotyper x|

The password you have chosen is violating
! the current Password Policy:

Your chosen password is too shart,

E.4 Zamykani a odemykani uzivatelt

Administratofi programu UserManagement mohou uzivatele kdykoli ze systému
vyloucit. Vylouceni uZivatelé se pak nemohou pfihlasit do zadné ztéch aplikaci
systému Bruker Daltonics, které jsou programem UserManagement kontrolovany.
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Opakované vkladani neplatného hesla vede ktomu, Ze je uzivatel ze systému
vylou€en. Administrator programu UserManagement muze urcit, jaky pocCet zadani
neplatnych hesel mize uzivatel vlozit pred tim, nez bude ze systému vyloucen.

O tom, Ze byli ze systému vylou€eni, budou uZivatelé posléze informovani.

Pfistup do systému mulze uzivateli obnovit pfistup pouze administrator programu
UserManagement.

E.5 Zamykani a odemykani aplikaci programu Bruker
Daltonics

V povoleném operaénim modu mohou uzivatelé pristup do jednotlivych aplikaci
programu Bruker Daltonics zamykat. Aplikaci muze znovu otevfit pouze bud ten
uzivatel, ktery ji uzamkl anebo administrator.

{b}Poznamka {/b} V8echny aplikace programu Bruker Daltonics, které
kontroluje UserManagement budou automaticky uzamdceny v pfipadé, ze
kterakoli z nich nebude po urcitou dobou pouzita.

» » Zamceni aplikaci systému Bruker:

1. Zvolte pfikazy Compass > Lock All Applications.

Tim se otevie dialog, ktery bude uzivatele informovat o tom, Ze je systém
MALDI Biotyper uzamcen.

% MALDI Biotyper E”: IEI

Thez appbcation was locked by 5722, [Ecan be unlockad by the

presvious operator ar someone with the zpecial nght 1o unlock

e applications.
}‘ Pleasze enter your Dperator name and Pazsword below and prezs "Log
L orr,

Oparator: ||

Password |

|
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» » Odemceni aplikaci systému Bruker:

1. Vlozte platné uZivatelské ID (rozliSujte velka a mala pismena) do policka Operator
v dialogu programu MALDI Biotyper.

V dialogu se zobrazi ten Operator, ktery aplikaci uzamkl.

Poznamka: Jini uzivatelé nez operator, ktery aplikace uzamkl, museji mit
pravo tyto aplikace odemknout.

2. Vlozte platné uzivatelské ID (rozliSujte velka a mala pismena).
3. Kliknéte na nabidku Log On.
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Priloha F — Glosar

A

Active (target) position — Aktivni (cilova) pozice
Cilova pozice zvolend pro vliozeni udajd o pozici analytu vybraného pro vliozeni
potfebnych Udaji. Na displeji stranky Analyte Placement je tato pozice oznacena
bilym krouzkem.

Ambiguous result — Nejednoznacny vysledek
Nejednoznacny vysledek je ziskan tehdy, jestlize je u jediného vzorku ziskana
vice nez jedna pravdépodobna klasifikace druhu (hodnota skére >2.0).

Analyte — Analyt
Vzorek nalyzovany (ij. definovany, zméfeny a oklasifikovany) béhem klasifikace
programem MALDI Biotyper.

Analyte Placement page — Stranka umisténi analytu
Stranka v Pravodci programem IVD MALDI Biotyper RTC ur€ena k vloZeni udaju
o analytu a jeho pozici.

Analyte position — Pozice analytu
Pozice cilového analytu (= Pozice vloZzena na stranku Analyte Placement v
Pravodci k programu MALDI Biotyper RTC).Target position with associated
analyte data. Na cilové obrazovce vyznacena bilym krouzkem. Geometricka
pozice terCiku se vzorkem, ktery ma byt analyzovan. Lokatizace vzorku na
MALDI terciku, napf. A1, B5, apod.

B

Bruker Bacterial Test Standard — Testovaci standard
Preparat bakterialnich bilkovin, ktery se pouziva ke kalibraci pfistroje. Bruker part
no. #255343.

Cc

Chemical Risk & Safety Phrases (R&S-Phrases) — Upozornéni na chemicka a
bezpecnostni rizika
Tato standardni upozornéni objasnuji rizika vznikajici pfi zachazeni s urcitymi
reagenciemi (Rizikova upozornéni) a poskytuji rady, jak se jim vyhnout
(Bezpecnostni upozornéni).
Classification — Klasifikace
Proces porovnavani profild piki neznameho vzorku se véemi (nebo
s podsouborem) referenénich profild ulozenych v databazi programu MALDI
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Biotyper. V zavislosti na hodnoté skore nejlepsi shody je vysledek (identifikace)
povazovan za uspésny Ci neuspésny.
Classification project — Klasifikacni projekt
Zasobnik vSech dat vztahujicich se ke klasifikaci vzork( na terCiku méreném
v jedné Sarzi.
Classification Results Report — Zprava o vysledku klasifikace
Zprava o vysledku klasifikace obsahuje seznam vysledku klasifikacniho projektu
v tabelarni formé.
Classification run — Klasifika¢ni chod
Série méreni provedenych pomoci pristroje MALDI Biotyper v ramci daného
klasifikaCniho projektu.
Composite Correlation Index (CCI) Matrix analysis — Analyza matice
kompozitniho korelacniho indexu (CCI)
Metoda pouzita ke statistické analyze vztahu existujicich mezi jednotlivymi
spekiry.
Consistency category — Kategore shody
Kategorie (A, B, or C), ktera vyjadfuje specifitu (tj. miru) shody u urcitého druhu
nebo rodu mikroorganismu.

F

flexControl
Software, ktery fidi Cinnost hmotnostniho spektrometru a usnadnuje akvizici dat.
Fume hood - Digestor
Zafizeni pouzivané k bezpe¢nému odvodu chemickych vypart z prostoru
laboratofe, napf. na zakladé jejich odsavani nebo absorpce ve filtrech
obsahujicich aktivni uhli.
POZNAMKA: Nezaménovat s laminarnim boxem (flowboxem), ktery se pouziva
pfi praci s bunécnymi kulturami. Tato zafizeni odstranuji pouze pracové castice,
ne chemicka cinidla.

H

HCCA
viz kyselina a-cyano-4-hydroxyskoficova.

Identification — Identifikace
Proces porovnavani profilu urcitého piku zjisténého v neznamém spekiru se
vSemi (nebo s podsouborem) referencnich profill ulozenych v databazi programu
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MALDI Biotyper. V zavislosti na hodnoté skére nejlepsi shody je vysledek
(identifikace) povazovan za Uspésny Ci neuspésny.

Identification metod — Metoda identifikace
Soubor parametrd pouzitych k porovnani seznamu pikd (neznamého spektra)
s referencnimi profily ulozenymi v knihovné znamych profilu.

Inactive (target) position — Inaktivni pozice terciku)
Cilova pozice nezvolena pro viloZeni udaju o pozici analytu vybraného pro vlozeni
stranku Analyte Placement. Na strance Analyte Placement je tato pozice
oznacena bilym krouzkem.

L

Library — Knihovna
Referenéni hodnoty hmotnostnich otiskd (mass signatures) proteint
mikroorganismu ulozené ve stuktufe, ktera se podoba databazi.

M

MALDI
Akronym (zkratkové slovo) vytvofené z nazvu Matrix Assisted Laser Desorption
lonization.

MALDI target — Maldi tercik
Nosi¢ vzorku, obvykle ve formé ocelové desticky.
Matrix
Cinidlo, které absorbuje UV zaFeni a prenasi protony do jinych molekul. Nezbytné
pro provadéni MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
MSP
Hlavni spektrum.

P

Polymer signals — Polymerové signaly
Stopy polymeru vyluhovanych z plastovych materialu. Jsou viditelné jako
charkateristické profily Cetnych opakujicich se pikUl, jeZz se na ose x nachazeji
v malych a stejnych vzdalenostech (m/z-rozmezi).

Preprocessing metod — Metoda predbézného zpracovani (predpfripravy)
Soubor parametrt pouzitych k vytvoreni seznamu pikd na zakladé
(kalibrovaného) hrubého spektra.
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Principal Component Analysis (PCA) — Analyza hlavhich komponent (PCA)
Statisticka analyza poskytujici informace o heterogenité ¢i homogenité daného
souboru dat.

R

Realtime classification — Klasifikace v realném c¢ase
Kombinace méreni s klasifikaci vzorku.

S

Score value — Hodnota skére
Biostatisticky parametr, ktery vyjadfuje spolehlivost shody mezi profilem vzorku a
profilem referenénim. Cim je hodnota skére vy$si, tim vy$si je i mira shody.
Selected (target) position — Zvolena (cilova) pozice
Cilova pozice zvolena pro umisténi analytu na cilovém displeji na strance Analyte
Placement. Je oznacena modrym ctvereckem.
Spot — Skvrna
Suchy vzorek anebo kapic¢ka aplikované na MALDI tercik.

T

Target position — Cilova pozice
Geometricka lokalizace na MALDI terciku, napf. A1, B5, atd.

Vv

Validation position — Validacni pozice terciku
Pozice ter€iku obsahujiciho testovaci standard (Bruker Bacterial Test Standard).
Pouziva se pfi provérkach kalibrace a validace.

A

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA)
Matrix pouzita pro méfeni pfistrojem IVD MALDI Biotyper.
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Index

A

Abort (Zrusit)
classification run (kalsifikacni chod) 60

Abort Classification button (Tlacitko pro
zruSeni klasifikace) 60

Analyte-specific ranking table (report)
(Tabulkad s poradim analytl - zprava) 70

Archived projects (Archivované projekty)
loading (ukladani) 61

B

s w2z

Baseline Subtraction (Odecet od zakladni ¢ary)
101

C

Calibration (Kalibrace) 158

CCI 138

CCI analysis (CCI analyza) 138
classification (klasiafikace) 142

results (vysledky) 141

CCI matrix
creating (vytvoreni) 138

CCI Scores (CCI skoére)86
Classification (Klasifikace)
CCl 142
MSP (Hlavni spektrum) 117
results (vysledky) 118, 144
subtyping (subtypizace) 119

Classification job files (Klasifika¢ni soubory)
47
Classification results (Vysledky klasifikace)
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viewing (zobrazeni) 63

Classification Results Report (Zprava o
vysledcich klasifikace)
Analyte-specific ranking table (Tabulka pofadi
analytd) 70
consistency categories (kategorie shody) 70
generating (generovani) 65

Matching hints (Shodné vysledky) 68

Meaning of score values (vyznam hodnot
skore) 69

printing (tisk) 65, 73
Project info (Projektové informace) 66
Result overview (Pfehled vysledkl) 67

Classification run (Klasifika¢ni chod)
Abort (ZruSeni) 60

following (sledovani) 57
starting (zahajeni) 53

Clear command (Pfikaz vymazani) 45

Comment (Poznamka) 69

Composite Correlation Index See CCI
Kompozitni korela¢ni index - viz CCI

Consistency categories (Kategorie shody) 70

CSV files (CSV soubory) 47

Current MSP (Aktudlni MSP) 85

D

Delete Samples command (Pfikaz k vymazani
vzorki) 45

Dendrogram
MSP 129

PCA clustering (Klastrovani PCA) 138
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E

Error Messages(Chybové hlaSeni)
MALDI Biotyper RTC 73

Existing project (Stavajici projekt)
opening (otevieni) 54

F

File View (Nahled souboru) 80

G

Gel View (Néhled gelu) 84

H

HCCA 150

Identification View (Néhled identifikace)82

Import button (Tlacitko importu) 48

Import Project dialog (Dialog Project Import)
48

Main spectrum See MSP(Hlavni spektrum -
viz MSP)

MALDI Biotyper Metod Editor (Editor metody

programu MALDI Biotyper) 97

MALDI Biotyper OC 18
menus and commands (menu a pfikazy) 144
starting the software (spusténi softwaru) 78
toolbars (panely nastroja) 87

user interface (uzivatelské rozhrani) 78

workflows (pracovni postupy) 90
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MALDI Biotyper Offline Classification - viz
MALDI Biotyper OC

MALDI Biotyper Realtime Classification - viz
MALDI Biotyper RTC

MALDI Biotyper RTC 16, 20
error messages (chybova hlaseni) 73

menus and commands (menu a pfikazy) 77
result table (tabulka vysledkud) 22

starting the software (spusténi softwaru) 20
toolbars (panely nastroju) 21

troubleshooting (vyhledavani a odstrafiovani
chyb) 73

user interface (uzivatelské rozhrani) 20

MALDI Biotyper RTC projects (Projekty
MALDI Biotyper RTC)
opening (otevieni) 95

MALDI Biotyper RTC Wizard (Privodce
programem MALDI Biotyper RTC) 24
starting (spusténi) 25

MALDI Biotyper Taxonomy Tree Editor
(Editor taxonomického dendrogramu
programu MALDI Biotyper) 123

MALDI targets (MALDI terc¢iky) 149

cleaning (Cisténi)151

MALDI-TOF spectra (MALDI-TOF spektra)
measuring (méfeniu 157

Mass Adjustment (Uprava hmotnosatni)
101
Matching hint (Mira shody) 69
Matching hints (report) (Zprava o mirach
shodey) 68
Matrix solution (Roztok matrix)
preparing (pfiprava) 150

Meaning of score values (report) (Vyznam
hodnot skére) 69

Method (Metoda)
preprocessing (predbézné zpracovani) 100
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Method Editor (Editor (pouzité) metody)97
Microorganisms (Mikroorganismy
culturing (kultivace) 153

Molecular Fingerprint (Molekul4rni
identifikator) 17
MSP (Hlavni spektrum)
current (aktualni) 85
deleting (vymazani) 111, 114
selected (vybrané) 85
standard (standardni) 103
subtyping (subtypizace) 112
MSP classification (MSP klasifikace) 117
MSP dendrogram 129
creating (tvorba) 130
viewing (nédhled) 130

MSP libraries (Knihovny hlavnich spekter) 122
creating (tvorba) 128

using (uzivani) 128

MSP peak lists (Seznam MSP piki) 108
editing (editace) 108

MSP Scores (MSP skére) 86

MSPs (Hlavni spektra) 103
handling (manipulace) 95
highlighting (zvyraznéni) 96
loading (vkladani) 95
selecting (vybér) 96

MSPS

removing (odstranéni) 96

N

New classification project (Novy klasifika¢ni
projekt)
creating (tvorba) 26
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New Project dialog (Dialog Novy projekt) 28
Normalization (Normalizace) 101

(0

Open Project dialog (Zahdjeni projektového
dialogu) 54, 55

Open Tree button (Tlacitko otevieni
dendrogramu) 54, 55

P

PCA 132
PCA clustering (PCA klastrovani)132
dendrogram 138

results 135

Peak Picking (Vybér pikd) 101

Preprocessing metod (Metoda pfedbéZného
zpracovani) 100

Preprocessing spectra (Pfedb&Zné zpracovani
spekter) 100

Principal Component Analysis See PCA
(Analyza hlavnich komponent - viz PCA)

Printing (Tisk)
classification results reports (zpravy o
vysledcich klasifikace) 65, 73

Processing metods (Metody zpracovani) 96
creating (tvorba) 98

editing (editace) 98
selecting (vybér) 99
viewing (zobrazeni) 98

Project (Projekt)
cancelling setup (zruSeni setupu) 52

create using "Import" (vytvofeni pomoci
prikazu "Import") 47

create using "New" (vytvofeni pomoci
prikazu "Novy") 28
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Project info (report) (Projektové informace -
zprava) 66

Project metods (Projektové metody)
defining (definovani) 50

Project Metods page (Stranka projektovych
metod) 50

Project settings (Nastaveni rojektu)
checking (kontrola) 51

Project Summary page (Souhrnni stranka
projektu) 51

Protocols (Protokoly) 149
consumables (spotfebni materialy) 149

solvents and chemicals (fedidla a chemikalie)
149

R

Result overview (report) (Pehled vysledkd -
zprava) 67

Result table (Tabulka vysledki)
MALDI Biotyper RTC 22

Results (Vysledky)
viewing (ndhled) 118

Results command (Ptikazy) 65, 72

S

Sample data (Udaje o vzorku)
barcode format (format ¢arového k6du)36

character restrictions (zakdzané znaky) 32
copying (kopirovani) 37

CSV format (CSV format) 47, 48

editing (editace)44

entering (vlozeni) 29, 32, 36, 37
importing (import) 41, 48

obligatory (povinna) 32
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optional (opé&ni) 32
pasting (vkladani)37
requirements (pozadavky) 30

XML format 41

Sample positions (Pozice vzorku)
deleting (vymazani) 45

Samples (Vzorky)
classifying (klasifikace) 115

preparing (pfiprava) 153

Score value (Hodnota skore) 17
calculating (vypocet)

116

Score values (report) (Zprdva o hodnotach
skore) 69

Scores (Skore)
CCl 86

MSP 86
Spectrum 85
Sub-MSP 86

Scores and Loadings Plots 135
Selected MSP 85
Sequential insert mode 30
Sequential Insert Mode command 30
Show Report command 121
Smoothing 101
Spectra (Spektra)

closing (zavirani) 94

handling (zachazeni se spektry) 91
highlighting (zvyrazfovani) 96
loading (vkladani) 91, 95

preprocessing (pfiprava/pfedbézné
zpracovani 100

removing (odstrarfiovani) 94
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selecting (vybér) 96
Spectrum Scores (Skore spektra) 85

Spectrum View (Nahled spektra) 82
Spectrum/Identification (Identifikace spektra)
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82
Standard MSPs (Standardni hlavni spektra)
creating (tvorba) 103

Sub-MSP Scores (Skoore sub-MSP) 86

Subtyping (Subtypizace) 119

Subtyping MSP (Subtypizace MSP)
creating (tvorba) 112

Switch off scrolling (Vypnuti rolovani) Y23
System components (Systémové komponenty)
16

T

Table (Tabulka)
CClI Scores (CClI skore) 86

Current MSP (Aktuélni hlavni spektrum) 85
MSP Scores (MSP skoére) 86

Selected MSP (Zvolené MSP) 85

Spectrum Scores (Skoére spekira) 85
Sub-MSP Scores (Skére vedlejSich MSP) 86

Table columns (Sloupky tabulky)
displaying (zobrazeni) 86

hiding (skryti) 86

Table View (Néhled tabulky) 85
Target positions (Pozice terciku)
selecting (vybér) 30

Taxonomy tree (Taxonomicky dendrogram)
122
creating (vytvofeni) 123

deleting (vymazani) 128

Taxonomy Tree Editor (Editor taxonomického
dendrogramu) 123

Taxonomy Tree View (Ndhled taxonomického
dendrogramu) 83

Toolbars (Panely nastroju) 21, 87
MALDI Biotyper OC 87
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MALDI Biotyper RTC 21

Troubleshooting (Hled4ni a odstraiiovéni chyb)
MALDI Biotyper 147

MALDI Biotyper RTC 73

U

User interface (UZivatelské rozhrani)
MALDI Biotyper OC 78

MALDI Biotyper RTC 20

\'
Validation check (Valida¢ni kontrola) 45
Validation position (Valida¢ni pozice) 45
Validation status (UZivatelem definovany
valida¢ni status)
user-defined 64

View (Nahled)
File (Soubor) 80

Gel 84
Identification (Identifikace) 82
Spectrum (Spektrum) 82

Spectrum/Identification/MSP Peak List
(Seznam spekter/identifikaci/MSP pik( 82

Table (Tabulka) 85
Taxonomy Tree (Taxonomicky dendrogram 83
View Results button (Tlacitko zobrazeni

vysledkt) 65, 72

w

Welcome page (Uvitaci stranka) 25

Page 189 of 191



Bruker Daltonik GmbH

X

XML soubory 41

Z

Zooming (Tansfokace) 83

A

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid 150
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