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A mikrobioldgiai diagnosztika teriiletén kevés technikai fejlesztés volt az elmult évtizedekben, amely olyan rohamos
fejlédést hozott volna a baktériumok és gombak fajszintd (speciesszintdi) identifikilasiban, mint a ,,matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight” tomegspektrometria. A klinikai mikrobioldgiai gyakorlatban ennek jelen-
tésége felbecsiilhetetlen, hiszen a kérokozé ismerete jelentsen befolydsolja a terdpids vilasztdst még az antimikrobas
szerrel szembeni rezisztencia meghatirozasa el6tt. A hagyomanyos speciesmeghatirozds szamos, a kornyezeti hata-
sok dltal befolyasolt biokémiai reakcion alapszik és sok esetben igen idGigényes folyamat. A specidlis tomegspektro-
metrids modszer néhany perc alatt elvégzi a kitenyésztett baktérium vagy gomba pontos identifikdlasat a konzervalt
riboszomilis fehérjék tomegspektrometrids mérése alapjan. Emellett a médszer alkalmazdsinak lehet8ségét szamos
més ] teriileten is kutatjak. {gy példaul a pozitiv hemokulttrakbol toérténd direkt kérokozé-meghatirozis segitségé-
vel hamarabb megkezdhetd a szeptikus beteg célzott antibiotikumkezelése. Lehet8ség van a korokozoé direkt azo-
nositdsira pozitiv vizeletmintibol, esetleg egyébként steril testnedvekbdl, vagy megkisérelhetS szelektiv dusitast
kovetSen Salmonelln kimutatasa szEékletbdl. Az izolalt baktériumok ,,extended spectrum beta-lactamase” és karbape-
nemaztermelésének gyors kimutatasa segitheti a terdpids valasztast. Ez a tomegspektrometrias modszer a kozeljovs-
ben a klinikai mikrobiolégiai diagnosztika mds teriiletein is teret nyerhet, igy példdul hasznalhaté lehet a dezoxi-
ribonukleinsav és a ribonukleinsav analizisére, gyors komplett rezisztencia meghatirozasira és mdas proteomikai
alkalmazdsokra is. A kozlemény rovid dttekintést kivan adni ennck az 4 technikdnak a klinikai mikrobiolégiai diag-
nosztikdban valé jelenlegi alkalmazhatésagarol. Orv. Hetil., 2014, 155(38), 1495-1503.

Kulcsszavak: MALDI-TOF MS, speciesidentifikalds, tipizdlds, rezisztenciameghatirozas

Special application of matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry in clinical microbiological diagnostics

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry as a new possibility for rapid identifica-
tion of bacteria and fungi revolutionized the clinical microbiological diagnostics. It has an extreme importance in the
routine microbiological laboratories, as identification of the pathogenic species rapidly will influence antibiotic selec-
tion before the final determination of antibiotic resistance of the isolate. The classical methods for identification of
bacteria or fungi, based on biochemical tests, are influenced by many environmental factors. The matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry is a rapid method which is able to identify a great variety of
the isolated bacteria and fungi based on the composition of conserved ribosomal proteins. Recently several other
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applications of the method have also been investigated such as direct identification of pathogens from the positive
blood cultures. There are possibilities to identify bacteria from the urine samples in urinary tract infection or from
other sterile body fluids. Using selective enrichment broth Salmonella sp from the stool samples can be identified
more rapidly, too. The extended spectrum beta-lactamase or carbapenemase production of the isolated bacteria can
be also detected by this method helping the antibiotic selection in some cases. Matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry based methods are suitable to investigate changes in deoxyribonucleic acid or
ribonucleic acid, to carry out rapid antibiotic resistance determination or other proteomic analysis. The aim of this
paper is to give an overview about present possibilities of using this technique in the clinical microbiological routine
procedures.

Keywords: MALDI-TOF MS, species level identification, typing, antibiotic resistance determination
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Roviditések

CFU = (colony forming unit) telepformdl6 egység; DNS =
dezoxiribonukleinsav; ESBL = (extended spectrum beta-lacta-
mase) kiterjesztett spektrumu béta-laktamaz; HACEK-csoport
= Haemophilus, Acinetobacter, Cardibacterium, Eikenelln, Kin-
gella; MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry; MIC = (minimal
inhibitory concentration) minimalis gatlokoncentracio; PCR =
(polymerase chain reaction) polimeraz lancreakci6; PCR-ESI-
MS = PCR-electrospray ionization mass spectrometry; REI-
MS = rapid evaporative ionization mass spectrometry; RNS =
ribonukleinsav; rRNS = riboszomalis ribonukleinsav; SELDI-
TOF MS = surface-enhanced laser desorption ionization time-
of-flight mass spectrometry

A tomegspektrometria (mass spectrometry — MS) olyan
kémiai/biokémiai analitikai médszer, amely a vizsga-
land6 anyagminta atomjainak vagy molekuldinak ioniza-
cidjat kovetSen a keletkezs kisebb-nagyobb vegyiilete-
ket toltésegységre es6 tomegiik (mass to charge [m/z])
szerint elvalasztja. Az eredmény a keletkez6 ionokat jelzé
cstcsokbdl allé tomegspektrum, amelyben egy-egy cstics
egy adott m/z fajlagos tomegt ionizalt molekulit jelez,
a csticsok magassaga pedig ardnyos az adott molekula
mennyiségével. A moédszerek az ionizdcié mechanizmu-
siban és az alkalmazott tomeganalizitor természeté-
ben, mechanizmusaban kiilonboznek egymastél. A to-
megspektrometria alkalmas tobbek kozott a spektrum
mintdzata alapjin a vizsgalt minta azonositasira. Ezt a
lehetGséget hasznalhatjuk ki a mikrobiol6ogiaban; a mik-
roorganizmusokra jellemz6 molekularis mintazatok to-
megspektrometrids vizsgalatival a mikrobak azonosita-
sara nyilik lehetGség.

Az erre a célra jelenleg hasznilt modszer a matrix-asz-
szisztalt 1ézer deszorpcios ionizacié (MALDI). A MALDI-
modszer lényege, hogy a vizsgalt minta molekulainak
ionizacidja egy segédanyag, a matrix, példaul alfa-ciano-
4-hidroxi-fahéjsav vagy dihidroxi-benzoesav segitségé-
vel torténik meg, amely képes elnyelni az ionizaciéhoz

hasznalt [ézer energiajat [1, 2, 3]. Az analit a matrix kis
molekuldiba dgyazodik, amelyek a 1ézer energidjat dtad-
jak az analit makromolekulainak [2]. A folyamat k6zben
a makromolekula-matrix komplexek a vizsgalati mintd-
bol felszabadulnak (deszorpcid), majd a keletkezé mo-
lekulaionokat nagyvikuumban egy gyorsitofesziiltség
juttatja az analizatorba. Az analizis a repiilési id6 (time-
of-flight — TOF) detektor alkalmazisaval torténik. Ennek
a lényege, hogy a gyorsito elektromos erSterébdl kilépve
és nagyvikuumban repiilve a detektor eléréséhez sziiksé-
ges repiilési id6 a molekula méretével aranyos, a kisebb
méretl molekulaknak rovidebb, a nagyobbaknak hosz-
szabb idGbe telik a detektorig eljutni [1, 2]. A kapott
tomegspektrum cstcsai tehat a vizsgalt minta egyes fe-
hérjéinek felelnek meg. A mikrobak jellegzetes, a taxonra
jellemz6 fehérjeprofillal rendelkeznek, igy a MALDI-
TOF MS-vizsgilat soran keletkez6 tomegspektrum egy
adott mikrobafajra (species), illetve nemzetségre (genus)
jellemz6. Jelenleg az azonositisira hasznalt MS-moéd-
szerek a mikrobak konzervalt, riboszomalis (és bizonyos
esetekben egyéb, transzlicids és transzkripcids) protein-
jeinek analizisén alapulnak, kihasznalva azt a tényt, hogy
ezek a fehérjék nagy mennyiségben talilhatéak meg a
sejtekben. A mért fehérjeprofil, illetve tomegspektrum
azonositisa egy adatbazishoz torténd hasonlitds Gtjan
megy végbe (1. dbra). Az azonosithaté mikrobdk kore
tehdt elsésorban az adatbazisban talalhat6é referencia-
spektrumok szamatdl fiigg, annak bévitésével a modszer
egyre tobbféle mikroba azonositdsira tehetd alkalmassa
(2. abra). Mivel ez a technika igen érzékeny, igy igen kis
anyagmennyiség (10*-10° CFU baktériumszim) elegen-
dé a vizsgilat elvégzéséhez. A sziikséges vizsgilati minta
legtobb esetben a kitenyésztett mikroba (baktérium,
gomba) telepének direkt felvitelével keriil az tgynevezett
mintahordozéra (,,target plate”) (1. 4bra). Egyes esetek-
ben (példdul egyes Gram-pozitiv baktériumok) sziikség
lehet egy egyszer(, a mintahordozén torténd gyors fel-
tarasra 70%-os hangyasavval, vagy mds esetekben egy né-
hany [épésbdl dllo, hangyasavval és acetonitrillel torténd
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18-24 oras tenyészet

Direkt mintafelvitel

A matrix felvitele
a beszaradt mintara

1. 4bra | A kérokozé-identifikilds menete MALDI-TOF MS-médszerrel
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b) A specifikus csticsok 6sszehasonlitdsa az adatbdzisban 1évé
ismert species spektrumaval

fehérjekivonasi modszert kell alkalmazni, és ez a fehérje-
molekula-keverék kertil fel a mintahordozéra. A vizs-
galat el6tt a megszaritott mintdra kell felvinni a matrixot
[3]. A mérések kontrolljat a cégek altal rendelkezésre
bocsatott standard proteinkeverék (példaul E. coli-fehér-
jekivonat) naponkénti, illetve méréssorozatonkénti fut-
tatdsa biztositja.

Tobb, kereskedelmi forgalomban 1évé késziilék koziil
a klinikai mikrobiol6giai gyakorlatban hasznalhat6 adat-
bézissal két rendszer rendelkezik, a MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics) és a VITEK MS (bioMérieux) (ko-
rabban SARAMIS; Shimadzu & Anagnostec). A két rend-
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szer ugyanazon az elven mdkodik, a kiilonbség az adat-
bazisok Osszetételében és méretében van, valamint a
minta-el6készitéssel kapcsolatos el6irdsokban és az elfo-
gadhato identifikdlas bioinformatikai megkozelitésében.
Jelenleg hazdnkban harom orvosegyetemi laboratérium
hasznalja a MALDI Biotyper rendszert a rutin klinikai
mikrobiolégiai gyakorlatban.

A MALDI-TOF MS alkalmazasanak
lehetdsége baktériumok identifikalasaban

A baktériumok hagyomanyos, fenotipusos jellemz6k
(mikroszkopos morfoldgia, telepmorfolégia, biokémiai
profil) alapjan torténd identifikalasat kiegésziti, s6t egyre
inkabb helyettesiti a MALDI-TOF MS-sel valé azonosi-
tas Eurdpa legtobb nagy klinikai mikrobioldgiai labora-
tériumaban. Mdra a MALDI-TOF MS-késziilékek adat-
bézisiban a legtobb klinikailag relevans aerob baktérium
spektruma megtaldlhat6. Sok kornyezeti baktérium
spektrumat is tartalmazzak a konyvtarak, amelyek a klini-
kai mikrobiol6giaban is hasznalhatok, példaul kontami-
nans baktériumok egyszerd azonositasara (példaul Bacillus
fajok). Tobb vizsgalat igazolta, hogy MALDI-TOF MS-
modszerrel az aerob baktériumizolitumok 84-97%-a
helyesen azonosithaté fajszinten a hagyomanyos bioké-
miai identifikilé6 moédszerekhez hasonlitva az eredmé-
nycket [3, 4, 5].

A legtobb aerob baktérium esetében a direkt mintafel-
viteli médszer alkalmazhatd, azonban bizonyos bakté-
riumok komplexebb felépitésébdl kovetkezd technikai
nehézségekkel szamolni kell a MALDI-TOF MS-vizs-
gilatndl. A Gram-pozitiv aerob baktériumok esetén az
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Osszetettebb és vastagabb sejtfal miatt — hasonléan a
gombakhoz, savallo baktériumokhoz és a massziv tokot
vagy biofilmet képz8 Klebsiella vagy Pseudomonas fajok-
hoz — sokszor a minta-el6készités soran a proteinextrak-
cids eljarast kell alkalmazni, hogy megfelel§ mindségii
tomegspektrumokat kapjunk [6].

Egy nagyszamu klinikai izolitumot feldolgozé vizs-
galatban a helyes identifikdlds aranya Enterobacteriacene
fajoknal 97%, Staphylococcus fajoknal 94%, Streptococcus
fajokndl 84% volt [7]. Az Enterobacteriacene csalidon
belil még kozeli fajok (példaul Enterobacter cloacae
komplex tagjai) elktilonitése is lehetséges. A koagulizne-
gativ Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lencon-
ostoc, Corynebacterium fajok azonositisa, amely kordb-
ban egy sor biokémiai probat igényld, hosszas, gyakran
bizonytalan eredményt ad6 folyamat volt, a MALDI-TOF
MS-moédszer alkalmazasa révén leegyszerlisodott; gyor-
san kapunk a nukleinsav-szekvenalassal megegyez§ ered-
ményt. A Neisseria, Haemophilus, Moraxelln, Pastenvelln
stb. fajok éppugy sikerrel és megbizhatdan identifikdlha-
ték, mint a Campylobacter speciesek, a Yersinia enteroco-
litica vagy akar Helicobacter pylovi [4, 8]. A biokémiailag
inaktiv, lassan novekvé vagy specidlis tapigényd aerob
baktériumok esetében (példaul Abiotrophin, Granulica-
telln spp., a HACEK-csoport tagjai) és a nem fermentdlé
Gram-negativ palcak (Pseudomonas, Acinetobacter spp.,
Burkholderia cepacin komplex) identifikalasaban is jelen-
t6s valtozast hozott a MALDI-TOF MS-modszer a spe-
ciesszint gyors identifikilds lehetGségével [9, 10]. Ennek
eredményeként olyan, koribban csak DNS-alapti mole-
kularis modszerrel azonositott fajok jelentek meg a klini-
kai mikrobiolégiai gyakorlatban, mint példaul Cupriavi-
Adus sp., Padoraea sp., Delftia sp. vagy Ochrobactrum sp.
[5,9].

A MALDI-TOF MS-moédszer napjainkra mar a myco-
bacteriumok esetében is megteleld identifikdlé eljarassa
valt. Osszetettebb sejtfalszerkezetiik és jol ismert ellen-
allo képességiik miatt komplexebb fehérjeextrakcids me-
todikak kidolgozisa volt sziikséges a megfelel§ minéségl
tomegspektrumok eléréséhez. A mycobacteriumok hé-
vel és/vagy etanollal torténd inaktivalasa és szilikagyon-
gyokkel vagy szonikalassal végzett mechanikus roncso-
ldsa nélkiilozhetetlen 1épés a hangyasavval és acetonitrillel
végzett kémiai fehérjeextrakeid elStt, amely 45-90 perc
alatt elvezet az adott Mycobacterium faj pontos identifi-
kilasahoz [11]. A vizsgilathoz sziikséges mycobacterium-
biomassza szilard taptalajokroél és folyékony tenyészetek-
bdl is nyerhets [12, 13], bar az irodalmi adatok ma még
ellentmondasosak a tekintetben, hogy melyik kozegbdl
kiindulva lehet jobb tomegspektrumokat nyerni. A tip-
talaj mellett a tenyészet kora is szignifikins hatdssal van a
tomegspektrum mingségére [13]. A sikeres fajszintt Myco-
bacterinm identifikilasdhoz egy specidlis Mycobacterinm-
adatbdzis hasznalata sziikséges. Megfelel6 feltételek
mellett a Mycobacterium tajok 89-98%-a pontosan azo-
nosithat6 MALDI-TOF MS-modszerrel [12]. A Myco-
bacterinm tuberculosis vagy M. avium komplexeken beliili
speciesszint( identifikdldsra a modszer jelenleg még nem
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alkalmas [14]. A hagyomdnyos fenotipusos identifikild
modszerekhez képest a MALDI-TOF MS gyorsabb, egy-
szer(ibb ¢és olcsobb metodikit jelent a laboratériumok
szdmdara a mycobacteriumok pontos azonositisihoz, de
a molekularis eljarasokat a gyakori és klinikailag relevans
fajok esetében egyel6re nem helyettesiti. Végiil, de nem
utolsoésorban meg kell még emliteni, hogy bar igen kevés
baktérium elegend6 a MALDI-TOF MS-vizsgilathoz,
a megfelel6 mennyiségli biomassza elérése a lassan no-
vekvé fajok esetén heteket vehet igénybe.

A Nocardia fajok vastag, hidroféb, mikolsavtartalmua
sejtfaluk miatt az acrob baktériumoktdl eltérd, a mycobac-
teriumokhoz hasonlé komplex elGkészitést igényelnek a
MALDI-TOF MS-analizishez. Az dltalinosan hasznalt
tomegspektrum-konyvtirak jelen hidnyossagai miatt si-
keres  MALDI-TOF MS-azonositisukhoz kiegészitd
— akar sajat felépitésd, biztos szekvendlasi eredményekre
alapulé — adatbézisok sziikségesek. Igy a Nocardia-izo-
latumok 88%-dnak helyes azonositasarél szamol be egy
vizsgilat [15]. Mivel a Nocardia fajok hagyomanyos fe-
notipusos azonositisa nehéz, lasst (akar két hetet is
igénybe vehet) és sokszor bizonytalan eredményt ad,
a gyors MALDI-TOF MS-moddszer el6nye e genus ese-
tén is egyértelmd.

Az anaerob baktériumok vonatkozasaban talin még
tobb elénnyel jar ez a médszer. JOl ismert, hogy a sokszor
életet is veszélyeztetd, gyakran polimikrobidlis infek-
cidban szerepet jatsz6 anaerob baktériumok tokéletesen
oxigénmentes korilmények kozott is lassabban nove-
kednek, és legtobbszor tovabbi szubkultira készitését
kovetSen lehet csak elkezdeni az identifikaldsukat. A ha-
gyomdanyos biokémiai prébdkon alapulé identifikdlds ezen
baktériumok esetében sokszor 5-7 napig is eltart vagy
csak a 16S rRNS gén szekvendldsa ad végleges ered-
ményt, ezért ilyen esetekben a mikrobiologiai laboraté-
riumok eltekintenek a pontos speciesmeghatirozdstél, és
csak ,,vegyes anaerob flora tenyészett” leletet adnak ki a
klinikusnak. A MALDI-TOF MS-mo&dszer elénye ebben
az esetben, hogy az igen kis telepek is alkalmasak lehet-
nek a direkt speciesidentifikdlasra a vizsgalati mintaval
beoltott, anaerob korilmények kozott inkubalt taptalaj-
rél. E baktériumcsoport esetében igen fontos mindkét
jelenleg hasznalt rendszer esetében az adatbdzis opti-
malizdlasa. Egy nagy eurdpai rezisztenciafelmérésbdl
szarmazd 277 Bacteroides torzs 97,5%-4at azonositottak
sikeresen speciesszinten ezzel a modszerrel, és a hagyo-
méanyos biokémiai probakkal eltéré speciesmeghatiro-
zast mutatd torzseknél a 16S rRNS gén szekvenalasa
a MALDI-TOF MS-eredményeket erésitette meg [16].
A vizsgilat sorin a MALDI Biotyper adatbazisat 4j spe-
ciesekkel (Bacteroides equerthii, Bacteroides goldsteinii,
Bacteroides intestinalis) egészitették ki. Az adatbazis-
fejlesztés a prevotellik [17], a clostridiumok [18] és a
Gram-pozitiv anaerob coccusok esetében is tovabb folyt
[19], és ennck eredményeként szimos Gjonnan leirt vagy
ritkdn identifikdlt anaerob baktérium identifikalasainak
lehet8sége nyilt meg. Intenziv adatbizis-fejlesztés ered-
ményeként jelenleg tobb mint 330 kiilonb6z6 Gram-pozi-
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tiv és Gram-negativ anaerob species talalhaté a MALDI
Biotyper (Bruker) adatbazisiban.

A gyakran izoldlt anaerob baktériumok koziil porphy-
romonasok, fusobacteriumok és actinomycesek species-
szint{ identifikdlasa elmarad a mdr emlitett speciesekhez
képest. A kiilonbség egyik lehetséges magyarazata a fenti
speciesek széles kord heterogenitisa. A modszer egyre
kiterjedtebb hasznalatival azonban szdmos, ritkdn izolalt
vagy 0j anaerob species klinikai jelent&ségére deriil fény
[20].

A speciesszintd identifikalas mellett a MADI-TOF MS-
modszer lehetévé teszi a hagyomdnyos modszerekkel ne-
hezen eclkiilonithetS speciesek pontos identifikaldsdt is.
J6 példa erre a Prevotelln nigrescens és Prevotelln intermedin
elkiilonitése, amely ugyanolyan megbizhaté MALDI-TOF
MS-médszert alkalmazva, mint 16S rRNS gén szekvend-
lassal vizsgdlva [21]. Hasonlé megfigyelés tortént a ha-
gyomanyos modszerekkel nehezen vagy egyaltalin nem
elkiilonithetd Clostridinm chauvoei és Clostridium septicum
esetében, sikeres speciesszinti azonositisuk a MALDI-
TOF MS-modszerrel viszont lehetséges [18].

Meg kell emlitentink a médszer jelen korlatait is: egyes
kozeli fajok tomegspektrum alapjan nem kiilonitheték el
egymastol megbizhatéan (példdul egyes viridans strep-
tococcusok, mint S. mitis/oralis és a S. pnewmonine, vagy
a Shigella tajok és az E. coli). A Salmoncelln entervica spp.
enterica szerovariansok tomegspektrum alapjan valé
elkilonitése sem megoldott még, de a fejlesztések ered-
ményei biztatéak [22]. Az adatbdzisok bizonyos bakté-
riumok esetén egyelSre kevés referenciaspektrumot tar-
talmaznak, igy az identifikilas eredménye nem mindig
pontos. Az ilyen kivételes esetek miatt egyes klasszikus
biokémiai probdk, antigén-detektald tesztek tovabbra is
szlikségesek, illetve a molekularis identifikalé modszerek
(példaul 16S rRNS gén szekvenaldsa), mint aranystan-
dard alkalmazhatok. Az adatbdzis, illetve a preanalitikai
technikak fejlédésével egyre tobb ilyen probléma fog a
kozeljovében megoldddni. Addig a klinikai mikrobiol6-
gus felelGssége, hogy a MALDI-TOF MS-sel kapott ered-
ményeket kell§ kritikaval értelmezze és a klinikusok sza-
mara helyesen interpretalja.

A MALDI-TOF MS-modszer bakterioldgiai diagnosz-
tikaba valé bevezetésének egyik legfontosabb el6nye a
klinikusok szamara, hogy a leletatfordulasi id6 jelents-
sen csokkenhet, barmely baktériumcsoportot is tekint-
jik [23]. A pontos fajszinti azonositds eredményébdl
kovetkeztethetiink a baktériumok természetes antibioti-
kumrezisztencidjara vagy -érzékenységére, amely az azo-
nositott baktérium nevével egyiitt egy el6zetes mikrobi-
ologiai részeredményben a legtobb esetben, akdr a minta
laborba érkezését kovetd 24 oran beliil kozolhetd.

A MALDI-TOF MS alkalmazasanak
lehetGsége a gombadiagnosztikaban

Ahogy a klinikai mikrobiolégia mas teriiletein is, a miko-
l6giaban is egyre fontosabb eszkoznek tlinik a MALDI-

TOF MS-médszer. A sokszor életet is veszélyeztetd in-
fekcidkban szerepet jitszé opportunista gombdk minél
gyorsabb, minél pontosabb identifikildsa segiti az adek-
vat antifungalis terdpia korai elinditasat, igy csokkentheti
a mortalitast [24].

A modszer alapelveiben nem kiilonbozik a bakteriol-
giai alkalmazasi teriiletektSl, de fontos kiemelni itt is
a minta el6készitésének fontossigit; a gombak sokkal
komplexebb sejtfalszerkezete igényli a proteinextrakcios
modszerek alkalmazasat. Nem kevésbé fontos probléma,
hogy a jelenleg rutinhasznalatban 1évS rendszerek bakte-
riolégiai adatbizisaihoz képest ma még szlikebb gomba-
adatbdzisokkal rendelkeznek. A gombafajok, féleg a fo-
nalas gombak novekedési titemiiknek, spéraképzésiiknek
kilonbozbsége miatt tovabbi vizsgalatokat igényelnek,
hogy a tenyészet kora és a haszndlt taptalaj Osszetétele
hogyan befolyasolja az identifikdlds alapjaul szolgald fe-
hérjespektrumot [25].

A leggyakrabban el6fordulé sarjadzé6 gombafajok
gyors ¢s pontos identifikildsa mellett kivaléan alkalmas a
mobdszer olyan kozeli rokon fajok differencildsira is,
amelyek elkiilonitése az adott csoporton beliil eddig csak
DNS-alapt vizsgilatokkal volt lehetséges (Candida pa-
rapsilosis sensu lato csoport, Candida albicans — Candida
Aubliniensis [26, 27]). Olyan ritka fajok azonositasdra is
lehet8ség van, amelyeket a hagyomanyos morfologiai
vagy biokémiai alapokon nyugvé identifikdldsi eszkoztar
segitségével nem tudunk megtelelGen identifikalni. A ru-
tindiagnosztika soran a vitas esetekben érdemes DNS-
alapt vizsgalattal konfirmdlni a ritka eredményt. A kevésbé
gyakori non-albicans Candida fajokon tal, bizonyos
non-Candida sarjadz6 gombafajok meghatirozasara is
lehet8ség van, de itt mar gyakrabban észlelhetd a klinikai
mikrobiolégiai gyakorlat szaimara elérhet6 adatbazis li-
mitaltsaga, igy példaul a potencidlisan patogén kornye-
zeti izolitumok esetén pusztin az alapadatbazisra ala-
pozott identifikilds mar bizonytalan kimeneteld lehet
[14, 28].

A klinikai gyakorlatban fontos fonalas gombdk rendki-
vill viltozatos morfolégiai és biokémiai tulajdonsigaik
miatt valédi kihivast jelenthetnek a hagyomanyos identi-
fikdlas soran is. A MALDI-TOF MS elényét szamos vizs-
galat bizonyitotta, mivel azonban jelent8s taxonémiai
valtozasok zajlanak, valamint a MALDI-TOF MS-rend-
szerek adatbdzisai sem olelik fel a széba jovE Osszes spe-
ciest, tovabbi kutatasok sziikségesek a fonalas gombak
tomegspektrometridn alapulé identifikilasa tertiletén
[26,29].

Baktériumok és gombak tipizalasa
MALDI-TOF MS-moédszerrel

Baktériumok és gombak speciesszinti meghatarozasan
tal egyre gyakrabban alkalmazzak a MALDI-TOF MS-
modszert szubspeciesek meghatirozasara, mint példaul
Francisella tulavensis [ 30] vagy a Legionelln pneumophila
[31] esetében. Fajkomplexek, mint a Burkholderia cepacin
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komplex tagjainak [32] vagy a Candida parapsilosis komp-
lex tagjainak [26] fajszinti azonositdsira is alkalmas a
mobdszer. Bizonyos esetekben a tomegspektrum alapjan
lehet8ség van virulens és kevésbé virulens patotipusok
clkiilonitésére, mint példaul a Yersinia enterocolitica ese-
tében a SARAMIS adatbazis speciilis, célzott fejleszté-
sével elkiilonithetd volt a nem patogén 1A patotipus a
patogén 2-es és 4-es patotipustdl. Egyben a torzsek egy-
értelmten kiilonboztek tomegspektrumuk alapjan 11
tovabbi Yersinia speciest6l. A MALDI-TOF MS-ered-
mények megegyeztek a hagyomanyos bio- és szerotipi-
zalasi modszerekkel kapott eredményekkel [33]. Vizsga-
latok igazoltak, hogy a médszer alkalmas a Streptococcus
agalactine magas virulencidja ST-17 és ST-1 klonjainak
elkiilonitésére a torzsek rutinidentifikdlasit kovetGen
[34]. A Bacteroides fragilis 1 és 11 divizidjanak elkiiloni-
tésével igen rovid hataridén belil vélasz adhat6 arra a
kérdésre, hogy a stlyos infekci6bdl izolalt Bacteroides
fragilis torzs hordozza-e a karbapenemrezisztenciaért
felels cfiA gént, hiszen csak a I divizidba tartozé tor-
zsek esetében van jelen a gén [35]. Az eredményeket a
DNS-alapti vizsgilatok minden esetben megerdsitették.
A Propionibacterium acnes MALDI-TOF MS-modszer-
rel torténd tipusmeghatirozisa sordn a vakon végzett
MLST-tipizalas eredményével megegyez$ tipusok (IA,
IB, II, III) azonositisira volt lehetfség a speciesmeg-
hatdrozist kovetS specidlis tomegspektrum-analizis alap-
jan. A moédszer lehetSséget adhat a Propionibacterium
acnes-izolaitumok esetében a kontamindns vagy valédi
patogén kérdés gyors eldontésében mély szovetekbdl
nyert mintaboél torténd izoldlas sordn [36].

A tomegspektrumok alapjan készitett dendrogramok
a vizsgdlt torzsek kozotti hasonldsagrol adnak felvilago-
sitdst néhdny perccel az azonositist kovetSen. Egyes ki-
sérletek bizonyitjik, hogy a médszer valédi, jarvanytigyi
szempontbdl fontos tipizélasi vizsgalatokra is alkalmas.
A Listeria monocytogenes 1., 11. és 111. csoportba tartozo
torzsek esetében a hagyomdanyos pulzilé mezejd gél-
elektroforézis (PFGE) modszert alkalmazva a tipizaldsra
teljesen megegyezé eredményt kaptak, mint a tomeg-
spektrométerrel torténd méréssel [37], igazolva a MALDI-
TOF MS-moédszer epidemioldgiai célbol torténd tipiza-
lasra valé alkalmassagat példaul ételeredetdi esethalmo-
z6das esetén. Ugyanigy bizonyithato volt az igen komoly
jarvanytigyi jelent&séggel bird, gyakori Clostridium dif-
ficile ribotipusba tartozo torzsek (001, 027 és 126,/078)
clkiilonitésének lehetSsége egy sajat fejlesztésti adatbazis
hasznalataval a SARAMIS (Shimadzu) szoftver segitsé-
gével [38]. Az MRSA-torzsek fontosabb klondlis komp-
lexei (CC5, CC8, CC22, CC30, CC45) reprodukdlhatéd
spektrumkilonbségeket mutattak a speciesidentifikalast
kovetd analizis alapjan, amelyet Biotyper 2.0 és FlexAnaly-
sis programok (Bruker) segitségével végeztek el [39].
A mycobacteriumok speciesszintd identifikalasa mellett
a MALDI-TOF MS-sel a kapott spektrumok dendro-
gramban val6é Osszehasonlité megjelenitése alapjan az
izolatumok kozotti rokonsagi fokra is kovetkeztetni le-
het a spoligotipizaldsi moédszerhez hasonléan [40].

OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

Baktériumok és gombak
direkt kimutatasa pozitiv hemokultiarabol
MALDI-TOF MS-moédszerrel

A baktériumok és gombak gyors kimutatasa és identifika-
lasa véraram-infekci6 soran életmentd lehet a beteg sza-
miéra. A pozitiv jelzést adé hemokultaribdl torténd
MALDI-TOF MS-analizis kivitelezéséhez szamos hazi-
lag fejlesztett (im house) minta-el6készité modszer és
gyari kit 4ll rendelkezésre. Ezek koz6s vondsa, hogy a vér
sejtes elemeitdl elvalasztott és mosasi [épésekkel tisztitott
baktérium/gomba iledékbdl kozvetlentl vagy extrak-
cids lépéseket kovetSen a tomegspektrum alapjan azo-
nosithaté a koérokozéd (3. dbra). Az identifikilds ideje,
az el6készitd 1épéseket is beleszamitva, kortilbelil 3040
perc, amely utin az identifikilds eredménye és az iden-
tifikalt torzs természetes rezisztencidja egy elézetes lelet-
ben kozolhets. A baktériumiiledék bizonyos szerzett
rezisztenciamechanizmusok gyors kimutatasara is alkal-
mas: példaul betaLACTA gyorsteszt (BioRad) a 3. gene-
racios cephalosporinbontist detektalja, vagy PBP-latex
gyorsteszt a methicillinrezisztencia kimutatisara alkal-
mas, illetve az iiledékbdl ismerve a baktériumspeciest,
megkisérelheté automata rendszerrel az antibiotikumér-
zékenységi vizsgilat [41]. Igy dtlagosan 12 6ra alatt el-
késziilhet a teljes mikrobioldgiai lelet. Tobb felmérés
alapjan a kiilonb6z8 minta-elSkészitési protokollokat al-
kalmazva 75-96%-ban sikeriilt speciesszinten identifi-
kalni a koérokozét a pozitiv jelzést adé hemokultara-
palackbdl [41, 42]. Fontos kiemelni, hogy félrevezetd
eredményt adhat a tobbféle baktériumot tartalmazoé po-
zitiv hemokultaramintik direkt MALDI-TOF MS-vizs-
galata (4ltaliban a domindns mikroba keriil azonosi-
tasra), igy a pozitiv hemokulttrapalackboél készitett nativ,
illetve Gram-festett kenet mikroszképos vizsgalata még
MALDI-TOF MS-technika mellett sem nélkiilozhets.

Az antibiotikumrezisztencia-vizsgalat
lehetGségei MALDI-TOF MS-modszerrel

A vizsgalati anyagbdl kitenyésztett vagy a pozitiv hemo-
kultaraban talalhat6 baktériumok, gombak speciesszintd
azonositasa mar segitheti a klinikust az empirikus antibi-

13 000 rpm, 1 perc(/fQ

Pozitiv palack BD szérumszeparald cs6

1500 rpm, 5 perc

3. abra Baktérium/gomba identifikildsa kozvetleniil a pozitiv hemo-

kultarabol 10-30 perc alatt
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otikumvilasztisban a baktériumok, gombdk ismert vele-
szliletett rezisztencidja alapjan Az igazi attorés azonban a
tomegspektrometria alkalmazasanak lehetGsége a rezisz-
tenciameghatarozas teriiletén. Erre az elmult 2-3 évben
igen sok vizsgalat indult. A béta-laktamaz-termels tor-
zsek esetében néhany orat igényl6 modszerrel detektalni
lehet a kitenyészett baktérium béta-laktamaz-aktivitdsat
a megfelel6 antibiotikummal, mint szubsztrittal torténd
egytittinkubalds soran. Itt a valasztott antibiotikum (am-
picillin vagy valamely karbapenem) tomegspektruma-
ban végbemend valtozast (degradacidjit) detektaljuk az
izolalt baktériummal torténé egylitt-tenyésztés sorin
[43,44]. A vizsgalat idGtartama nem tobb mint 1-3 6ra,
és megfelelS inhibitorokat alkalmazva a vizsgilat spe-
cificitdsa novelhetd. A legkiilonbozEbb karbapenemazt
(NDM-1, VIM-1, -2, IMP-6, KPC-1, SIM-1, OXA-23,
-48, -51, -162) termeld Enterobacteriacene, Pseudomo-
nas, Acinetobacter torzsek esetében alkalmaztik sikerrel
ezt a gyors rezisztenciameghatarozasi modszert [43].
A metallo-béta-laktamaz-termel8 Bacteroides frayilis ese-
tében is kimutathaté az ertapenem bontdsi termékek
megvaltozott spektruma [45]. Egy, az antibiotikumok
szélesebb korében alkalmazhaté moédszer lehet a stabil
izotoppal jelolt, aminosavat tartalmazé taptalajban anti-
biotikum nélkiil vagy antibiotikum jelenlétében inkubalt
baktérium tomegspektrumaban bekovetkezd valtozason
alapulo eljards. Amennyiben a torzs rezisztens és szapo-
rodik az antibiotikumot és izotéppal jelolt aminosavat
tartalmazoé taptalajban, gy a kontroll (antibiotikum- és
izotépmentes) taptalajban torténd tenyésztéshez képest
a keletkezett csticsokban eltolodds figyelheté meg [46].
A modszer barmely antibiotikummal szembeni rezisz-
tencia detektaldsara alkalmas lehet. Az eddigi vizsgalatok
szerint a MALDI-TOF MS-modszer alkalmas lehet a
mycobacteriumok rezisztenciavizsgalatara is, jelentGsen le-
roviditve a célzott terdpia alkalmazasinak id6pontjat [47].

A sarjadzé gombik esetében egy madsik rezisztencia-
meghatirozasi médszer kiprébalasara kertiilt sor. A moéd-
szer alapotlete, hogy az antifungalis szert a MIC (minimal
inhibitory concentration) érték alatti és feletti koncent-
racidkban tartalmazé tiplevesben inkubdljak a Candida-
izolaitumokat. Osszehasonlitva a MALDI-TOF MS-
spektrumokat a MIC-érték felett jelentSsen megvaltozik
a spektrum, igy a MIC-érték megéllapithatd. Noha az
eredeti modszer még nem roviditette le jelentGsen az ér-
zékenységvizsgilat idejét, az Gjabban megjelend viltoza-
tai azonban valészintleg attorést hozhatnak a MALDI-
TOF MS-technologia segitségével a sarjadzé gombak
antimycoticumokkal szembeni érzékenységének megha-
tarozasiban [48].

Tovabbi alkalmazasi lehetGségek
a jovoben
Szdmos tovabbi alkalmazasi lehetOséget is vizsgalnak,

amelyek hasznosithatok lehetnek a klinikai mikrobiol6-
giai gyakorlatban. A vizsgilatok azt mutatjik, hogy a

vizelet alkalmas a direkt MALDI-TOF MS-analizisre,
mivel nincs normalis flordja, alacsony a sajat fehérje-
tartalma, az infekci6 altalaiban monomikrobialis, a kor-
okozé pedig relative magas koncentraciéban van jelen
[49]. Aramlési citometridval (vagy egyszer(i mikroszko-
pos nativ vizeletiiledék-vizsgalattal) elGsz(rt és pozitiv-
nak mindsitett vizeletmintdkbol két centrifugalasi 1épés
utdn az tiledékbdl végzett teljes sejt MALDI-TOF MS-
analizissel (illetve, amennyiben ez eredménytelen, akkor
extrakcids eljards utin végzett vizsgalattal) identifikal-
hat6 a vizeletben a >10° CFU/ml csiraszdmban jelen
1év6 kérokozéd. Ahol megoldhato a vizelet ,,elGsztirése”,
ott a vizeletmintibdl végzett MALDI-TOF MS egy
gyors ¢s hatékony maédszer lehet a hagyuati patogének
identifikalasdra, ami segiti a megfelel6 antibiotikus te-
rapia mielGbbi kivalasztasat.

Torténtek vizsgalatok Salmonelln spp. gyors kimutata-
sara a székletmintdk szelenites szelektiv dasitoban 18-24
oran at tortént inkubdlasa utan, kozvetlentil a duasitobol
végzett MALDI-TOF MS-analizissel. Mivel a Salmonelin
spp. mozog és a szelenites dusito felsé rétegében gytlik
Ossze, ebbdl a fels6 rétegbdl szarmazé 150 ml folyadékot
clegendd hasznalni. Sparbier és munkatarsainak [50]
92%-ban sikeriilt MALDI-TOF MS-moédszerrel a szelek-
tiv dasitast kovetSen Salmonella spp.-t azonositani, ez
lehet&vé teheti a Salmonelln-pozitiv eredmény kiaddsat a
minta beérkezése utdn mdr 1 nappal. Hasonl6 elv alapjan
varandés nék Streptococcus agalactine szlir6vizsgilatira
is alkalmas lehet a szelektiv dusité és a MALDI-TOF
MS-technika kombinéci6ja [Abrok és mtsai; nem kozolt
adatok].

A MALDI-TOF MS a speciesmeghatirozison, -tipi-
zalason és antibiotikumrezisztencia-meghatarozason tul
jol alkalmazhaté DNS- és RNS-analizisre, tovabba sza-
mos mds proteomikai kérdés megoldasira is. Alkalma-
zdsa a klinikai virolégidban tobb 4j lehet8séget nyithat
meg a virusdiagnosztika teriiletén is. Mas, a MALDI-TOF
MS-hez hasonl6 technikdkat, igy példaul ,,rapid evapora-
tive ionization mass spectrometry” (REI-MS), az ,,elec-
trospray ionization mass spectrometry” (ESI-MS) vagy a
nsurface-enhanced laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry” (SELDI-TOF MS) szintén al-
kalmaztak mar baktériumok azonositasira. A ,,PCR-elec-
trospray ionization mass spectrometry” (PCR-ESI-MS)
a multiplex PCR vagy multiplex RT-PCR modszereket
kombinalva az ESI-MS modszerrel, lehetGséget biztosit
— csokkentett idSintervallumban — annak a megvalaszo-
lasara, hogy egy ismert vagy még ismeretlen patogén je-
len van-e a beteg mintdjiban. Tovabbi vizsgilatok fogjak
megmutatni ezen modszerek alkalmazhatésagat a kli-
nikai mikrobioldgiai rutindiagnosztikdban.

Kovetkeztetések

A tomegspektrometria klinikai mikrobiol6giai alkalma-
zasa soran a baktériumok és gombak széles korének pon-
tos identifikdlasa, szubtipusszint(i analizise, valamint ma
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még bizonyos korlitok kozotti rezisztenciameghatiro-
zdsa igen rovid idén beldl (10 perc vagy 2-3 6ra) elvé-
gezhetd, ami segiti a célzott terdpia korai megkezdését,
és ezzel lerovidithetS az dpolasi idS és annak koltsége.
Jarvanytigyi és epidemiol6giai kérdések gyors megolda-
sara is lehetGséget biztosit. Nem elhanyagolhaté azonban
a modszer laboratériumon beliili koltséghatékonysiga
sem. Bar a késziilék beszerzési ara és éves karbantartdsi
koltsége magas, azonban az egyes mérések kivitelezésé-
nek dra minimdlis (5-10 Ft). JelentGsen csokkenthetd
tovibbd a hagyomanyos identifikilasi és rezisztencia-
meghatarozasi modszerek hasznalata soran keletkez6
veszélyes hulladék megsemmisitésének koltsége. Az igen
nagy litemben haladé kutatdsok tovabbi korlatlan lehe-
téségeket josolnak a moédszernek a rutin klinikai mikro-
biologiai gyakorlatban.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa anyagi timo-
gatisban nem részesilt.

Szerzoi munkamegosztis: Az Osszefoglald jellegi cikk
megirasabol minden szerzé egyformdn vette ki a részét.
A cikk végleges valtozatit valamennyi szerz§ elolvasta és
jovahagyta.

FErdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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