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A kémiai Nobel-dij és a
Staphylococcus aureus.

A modern tomegspektrometria

szerepe a mikroorganizmusok
azonositasaban.

1. Osszefoglalas

A globalizalt piacok, a gyorsan valtozé élelmiszeripari technoldgiak és taplalkozasi
iranyzatok Uj kihivasok elé allitjak az élelmiszerlanc-biztonsagot feliigyel6 szakembe-
reket, laboratériumokat. A mikrobiologiai laboratériumok egyik legfontosabb feladata
az élelmiszerlancba bekeriilé alapanyagok, termékek - takarmanyok, élelmiszerek -
vizsgalata, a korokozo mikroorganizmusok jelenlétének gyors, megbizhaté kimutata-
sa, azonositasa. A szabvanyos, tenyésztéses mikrobioldgiai modszerekkel a patogén
mikroorganizmusok kimutatasa akar 5-8 napot is igénybe vehet, ezért a modern mik-
robiolégiai modszerek sulypontja a gyors, miiszeres analitikai vizsgalatok felé tolodik
el. A molekularis bioldgiai kutatasok eredmeényeinek kdszénhetdéen olyan metodikak
valnak rutin laboratériumi médszerekké, amelyek nagyszamu mintarol, révid id6 alatt,
megbizhato eredményt szolgaltatnak.

Az alternativ mikrobioldgiai metodikak egyik legujabb képviselSje a tomegspektromet-
ria és az ahhoz kapcsolodé szoftverek, amelyek segitségével mikroorganizmuso-
kat azonosithatunk. A MALDI-TOF betlisz6 specialis tomegspektrométer roviditése.
A ,MALDI” (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) fotoionizacios ionforrast, mig
a ,,TOF” (Time of Flight) repiilési id6 tomeganalizatort jelol. Az azonositas alapjat a
mikroorganizmusokban talalhaté genetikailag kodolt fehérjék képezik. Minden mik-
roszervezet egyedi fehérje6sszetétellel rendelkezik, amelyet egyfajta ujjlenyomatként
hasznalhatunk a vizsgalatok soran. Ezt a fehérjeprofilt hatarozzuk meg a MALDI-TOF
vizsgalat soran, majd ezt hasonlitjuk 6ssze a referenciakényvtarban talalhaté mikroor-
ganizmusok fehérje-adataival. Jelen k6zleményben bemutatom ennek a médszernek
az alapjait, az alkalmazhatdsagat a patogén mikroorganizmusok azonositasara, illetve
az uj metodika helyét a mikrobioldgiai vizsgalatokban.

2. Bevezetés:

Mi kéze a 2002-ben odaitélt kémiai Nobel dijnak a
Staphylococcus nemzetségbe tartozé mikroorganiz-
mushoz?

Azt gondolhatnank, hogy nem sok, de a modern tu-
domany elmossa a klasszikus tudomanyteruletek
hatarait, igy egy molekulaszerkezet-kutatasi mod-

' Wessling Hungary Kft.
T Wessling Hungary Kft.

szer - a tdmegspektrometria - hatékony eszkoz lesz
a mikrobioldgusok kezében is, segitségével gyorsan,
megbizhatdan azonosithatok a ,korézott blindzEk” a
patogén mikroorganizmusok.

2002-ben a Nobel dijat a Svéd Tudomanyos Akadé-
mia harom kutaténak itélte oda a kémia tudomanyok
terliletén végzett munkassagukért. John B. FENN,
Koichi TANAKA és Kurt WUTHRICH, egy amerikai,
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egy japan és egy svajci kutaté a bioldgiai makromo-
lekuldk szerkezetvizsgalati mdédszereinek kifejleszté-
séért kaptak a dijat.

John B. Fenn az elektroporlasztasos ionizacio - koz-
ismertebb nevén az ESI (Electrospray lonization) ki-
fejlesztéséért és alkalmazasaért kapta a dijat [1]. Kurt
Withrich kutatasai megnyitottak az utat a fehérjék
térszerkezetének oldatfazisban térténé NMR-spekt-
roszkopiai vizsgalatahoz [2].

Koichi Tanaka a legfiatalabb kémiai Nobel dijazott-
ként, 43 évesen a lagy lézer deszorpcios/ionizaciés
eljiaras (Soft Laser Desorption - SLD) felfedezéséért
vehette at a dijat. A tdmegspektrometrias vizsga-
latokhoz a molekulakat gazfazisban ionizalni kell,
ami makromolekulak esetében korantsem egyszer(
feladat. Tanaka nagy energiaju lézer impulzusokat
hasznalt a makromolekulak ,elparologtatasahoz”,
ionizaciojahoz, de azt tapasztalta, hogy igy a mak-
romolekuldk fragmentalédnak, kisebb molekularé-
szekre bomlanak. Ha azonban finom eloszlasu fém-
port tartalmazé glicerinben, mint matrixban oldotta
a célkomponenseket, akkor olyan gazfazisu ionizalt
részecskéket kapott, amelyek a makromolekuldk
eredeti szerkezetét is hordoztak, azaz sikerllt kimé-
letesen ionizalni és gazfazisba juttatni azokat. Ez a
madszer volt az elsd, amellyel lehetévé valt bioldgiai
makromolekulak tdmegspektrometrias vizsgalata [3].

Sokak szerint még két névnek kellett volna szere-
pelnie a dijazottak kozott. Két német kutatd, Franz
Hillenkamp és Michael Karas nevének, akik - Tanaka-
val lényegében egy idében - kis szerves molekulakat
alkalmaztak segédanyagként, matrixként a proteinek
tdmegspektrometrias vizsgalatahoz. A modszeriket
matrixszal segitett Iézer deszorpcionak/ionizacionak
nevezték el (Matrix-Assisted Laser Desorption/loni-
zation - MALDI), és lényegében ezt a moédszert al-
kalmazzuk a mai napig proteinek, fehérjék, peptidek
tdmegspektrometrias vizsgalatara [4].

Hogyan tudjuk ezeket a hihetetlen tudomanyos ered-
ményeket hatékonyan alkalmazni a patogén mikroor-
ganizmusok azonositasara?

A molekularis biolégia fejlédésével egyre mélyreha-
tobb ismeretekkel rendelkezliink a minket korilvevé
biétakrdl, igy a human megbetegedéseket okozd
patogén mikroorganizmusokrodl is. A genetikai anya-
guk, a DNS-Uk feltérképezésétdl kezdve a sejtjeiket
felépité molekuldk, fehérjéik szerkezetének meghata-
rozasan at, az altaluk termelt toxinok szerkezetének
felderitéséig igen széleskorl tudasanyag van a birto-
kunkban ezekrdl a fontos mikroorganizmusokrol.

Szamos alternativ, a fentebb emlitett kutatasi ered-
ményeken alapuld vizsgalati modszer terjedt el a
klasszikus mikrobiolégiai metodikak mellett. llyenek
példaul a DNS/rDNS alapu kimutatasi eljarasok (real-
time PCR, qPCR, MDS), illetve a szelektiv, immuno-
I6giai reakcidkat alkalmazé (ELISA, ELFA, VIDAS)
mdszeres analitikai modszerek.

Ebbe a sorba illeszkedik be a modern témegspekt-
rometria - a MALDI-TOF - mint azonositasi médszer.
Egy mikroorganizmus fehérjekészlete, proteinprofil-
ja genetikailag meghatarozott, igy alkalmas lehet az
adott mikroorganizmus azonositasara. A MALDI-TOF
tdmegspektrométerrel ezt a fehérjeprofilt hataroz-
zuk meg. A vizsgalat soran egy ,tdmegspektrumot”
veszlnk fel, majd ezt hasonlitjuk 6ssze a spektrum-
konyvtarban talalhatdé mikroorganizmusok témeg-
spektrumaival. Ez a tdmegspektrum egyedi, egyfajta
ujjlenyomatként hasznalhaté a vizsgalt biéta azono-
sitdsara. A tovabbiakban tekintsiik at, hogy valésul
meg a vizsgalat a gyakorlatban!

3. A MALDI-TOF tomegspektrometria

A tdmegspektroszkopia egy olyan hatékony szerke-
zetkutatasi modszer, amelynek alkalmazasa kbzben
a vizsgalando molekulakat gazfazisba juttatjuk, ioni-
zaljuk és nagyfeszlliségl elektromos térrel felgyor-
sitjuk. A felgyorsitott ionokat magneses, elektrosz-
tatikus, vagy radiéfrekvencias terekkel tdmegik és
téltéslik szerint elvalasztjuk, és meghatdrozzuk az
ionok tdmegét.

A vizsgalt molekula mérete, molekulatémege az
egyik legfontosabb szerkezeti informacio, amelyet
a tdmegspektrometria szolgaltat, ezért a makromo-
lekulak témegspektrometrias vizsgalataban a kulcs-
kérdés az ionizacié. Hogyan tudjuk gazfazisba juttat-
ni és ionizalni a vizsgalando bioldgiailag aktiv mole-
kulakat? Milyen médon tudjuk az élettani folyamatok
kulcsszerepldit, a tdbb ezres, tdbb tizezres molekula-
tdmegl fehérjéket, enzimeket tdmegspektrométerrel
vizsgalni? Az egyik megoldas a MALDI-TOF technika
alkalmazasa lehet.

A MALDI-TOF bet(iszé specidlis tdomegspektrométert
jelent, amelyben az ionforras a MALDI (Matrix-As-
sisted Laser Desorption/lonization) és a témeg-
szam-analizator a TOF (Time of Flight), ami az ioni-
zacid soran keletkezett ionok tdmeg/toltés szerinti
szétvalasztasara szolgal.

A Tanaka altal 1985-ben szabadalmaztatott eljarast
(SLD - matrix glicerin és fémpor) soha nem hasz-
naltak fehérjék vizsgalatara, helyette a sokkal érzé-
kenyebb, Hillenkamp és Karas német kutatéparos
megoldasat alkalmazzuk a mai napig a proteinek
vizsgalatara. Ebben az eljarasban a matrix kis szer-
ves molekula, amely képes elnyelni az ionizaciéhoz
alkalmazott lézer energigjat, illetve ionizalja a célve-
gylleteket (protonalt kvazi molekulaionok, [M+H]*). A
MALDI-TOF témegspektrométerben pulzald nitrogén
Iézer sugarforrast alkalmazunk, amely a gyari specifi-
kacio szerint 337,1 nm hullamhosszusagu UV fényt
bocsat ki 60 Hz-es impulzusokban. A kibocsatott fo-
ton-impulzusok energiagja tetszdlegesen szabalyoz-
hato, a vezérl§ szoftver az ionizacid hatasfokanak
megfeleléen akar impulzusrél-impulzusra valtoztatja.
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The Nobel prize

in Chemistry and
Staphylococcus aureus.
The role of modern
mass spectrometry

in the identification of
microorganisms.

Csaba Lovasz'
1. Summary:

Experts and laboratories supervising food safety are
faced with new challenges by globalized markets, and
rapidly changing food industrial technologies and nutrition
trends. One of the most important tasks of microbiological
laboratories is the analysis of raw materials and products
(feeds and foods) entering the food chain, fast and reliable
detection and identification of the presence of pathogenic
microorganisms. Detection of pathogenic microorganisms
might take 5 to 8 days using standard microbiological
culture methods, therefore, the emphasis of modern
microbiological methods is shifting towards rapid
instrumental analyses. Thanks to research in molecular
biology, methodologies that can provide reliable results
for a large number of samples in a short time are becoming
routine laboratory methods.

One of the latest representatives of alternative
microbiological methodologies is mass spectrometry
(MALDI-TOF) and related software, with the help of
which one can identify microorganisms. The acronym
MALDI-TOF stands for a special mass spectrometer:
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) is
a photoionization ion source, while TOF (Time of Flight)
denotes a time-of-flight mass analyzer. Identification
is based on gentically coded proteins found in
microorganisms. Each microorganism has a characteristic
protein profile that can be used for identification as a sort
of fingerprint. This protein profile is determined during
MALDI-TOF analysis, and then it is compared to the
protein profiles of microorganisms found in the reference
library. In this paper, | would like to present the basis
of this method, its applicability for the identification of
pathogenic microorganisms, and the place of this new
methodology among microbiological tests.

2. Introduction:

What does the 2002 Nobel Prize in Chemistry have to do
with a microorganism of the genus Staphylococcus?

One might think that the answer is ,not much”, but
boundaries between classic scientific disciplines are
becoming blurred by modern science, and a method for
structure determination — mass spectrometry — can be
an efficient tool in the hands of microbiologists, it can be
helpful in the fast and reliable identification of ,,wanted
criminals”, pathogenic microorganisms.

The 2002 Nobel Prize in Chemistry was awarded by the
Royal Swedish Academy of Sciences to three researchers
for their work in the field of the chemical sciences. The
prize was awarded to John B. FENN, Koichi TANAKA and
Kurt WUTHRICH, three researchers from the USA, Japan
and Switzerland, respectively, for the development of
structure analysis methods of biological macromolecules.

The prize was awarded to John B. Fenn for the development
and application of electrospray ionization, commonly
known as ESI [1]. The research of Kurt Withrich opened
the way for solution phase NMR spectroscopic analysis of
the three-dimensional structure of proteins [2].

Koichi Tanaka received the prize, as the youngest Nobel
laureate in chemistry, for the discovery of Soft Laser
Desorption (SLD) at the age of 43. For mass spectrometric
analysis, molecules have to be ionized in the gas
phase, which is not a simple task at all in the case of
macromolecules. High energy laser impulses were used by
Tanaka to ,,evaporate” and ionize macromolecules, but he
found that fragmentation of the macromolecules occured,
they broke down into smaller molecules. However, if
target components were dissolved in glycerol containing
finely dispersed metal powders as the matrix, then ionized
particles in the gas phase maintained the original structure
of the macromolecules, i.e. they were ionized gently and
transferred to the gas phase successfully. This was the
first method enabling mass spectrometric analysis of
biological macromolecules [3].

According to many, an additional two names should
have been among the winners of the Prize. They were
two German researchers, Franz Hillenkamp and Michael
Karas, who used small organic molecules as additives or
as matrix for the mass spectrometric analysis of proteins,
basically at the same time as the work performed by
Tanaka. They named their method Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — MALDI, and essentially this is
the method that is still used for the mass spectrometric
analysis of proteins and peptides today [4].

But how can these incredible scientific results be
applied efficiently for the identification of pathogenic
microorganisms?

With the development of molecular biology, we possess
deeper and deeper knowledge about biota surrounding
us, including pathogenic microorganisms that cause
human diseases. From mapping out their genetic material,
their DNA, through the determination of the structure
of molecules and proteins comprising their cells, to
discovering the structure of the toxins produced by them,
we possess a wide range of knowledge about these
important microorganisms.

There are a number of alternative test methods, based
on the above-mentioned research results, in addition to
classic microbiological methodologies. These include
DNA/rDNA based detection procedures (real-time PCR,
qgPCR, MDS), and also instrumental analysis methods
applying selective immunological reactions (ELISA, ELFA,
VIDAS).

Modern mass spectrometry — MALDI-TOF - as an
identification method fits well in this line. The protein
pool or protein profile of a microorganism is genetically
determined, so it can be suitable for the identification of the
given microorganism. This protein profile is determined by
the MALDI-TOF mass spectrometer. During the analysis,
a ,mass spectrum” is recorded, and then it is compared to
the mass spectra of microorganisms found in the spectral
library. This unique mass spectrum can be used as a sort
of fingerprint for the identification of the biota in question.
Henceforward, we review how the analysis is performed
in practice!
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A matrixként, segédanyagként leggyakrabban hid-
roxil-, illetve karboxil-csoportokat tartalmazé aromas-
gylirls vegylleteket alkalmazunk. A mikroorganiz-
musok azonositasahoz a leiratok az a-Ciano-4-hid-

roxi-fahéjsavat (a-HCCA - a-Cyano-4-Hydroxy-
cinnamic acid) javasoljak. Az 1. abra az a-HCCA
szerkezeti képletét és UV spektrumat mutatja.

Abszorbancia

Absorbance Abszorbancia maximum: 332 nm

0 95 Maximum of absorbance: 332 nm

2.00

1.75

1.50

1.25

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

160 240 320 400 480 560 640 720 800 880

Hullamhossz / Wave length (nm)

1. dbra. Az a-Ciano-4-hidroxi-fahéjsav szerkezeti képlete és UV/VIS spektruma [5]
Figure 1. Structural formula and UV/VIS spectrum of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid [5]

Az 1. abran lathatd, hogy a matrixként alkalmazott
vegytulet j6l abszorbedlja a Nitrogén UV-lézer fényét
(337,1 nm), igy az energiaatadas nagyon hatékony. A
matrix oldat formajaban kerdl fel a mintatarté lemezre
(targetre), ahol az olddszer elparolog, és a korabban
felvitt, a vizsgalt mikroorganizmusbol szarmazo fehér-
jékkel egy szilard, elegykristaly fazist képez, amelyben
zarvanykeént talaljuk a makromolekulakat. Az ionizacié
soran a lézer energigja egyrészt a fehérjék gazfazis-
ba jutasat szolgdlja, masrészt az ionizacidjukat segiti.
Ezzel a mddszerrel a vizsgalt proteinekbdl gazfazisu,
protonalt, jorészt egyszeresen toltott pozitiv iono-
kat kapunk. Az addukt képz&dés ritka, de a tdmeg-
spektrumban megjelennek a kétszeresen t6ltdtt ionok
is. A specidlisan kialakitott ionforrasban képz8doétt io-
nokat nagyfesziltségu térrel felgyorsitjuk, fokuszaljuk,
és a repuilési csovon keresztil a detektorba juttatjuk.

A repllési id6 tdmegspektrométer alkalmazasa ele-
gans lehetéséget kinal a felgyorsitott ionok témeg
szerinti elvalasztasara (Time of Flight - TOF, [6]). Eb-
ben a berendezésben a felgyorsitott ionok repllési
idejét igen pontosan — nano szekundum pontossaggal
— mérjik. Egy adott kinetikus energiaval rendelkezé
ioncsomagbdl a kisebb tdmegl ionok nagyobb se-
bességgel, révidebb id6 alatt érkeznek a detektorhoz,

mig a nagyobb témegUl ionok lassabban, hosszabb
id8 alatt érnek az analizator csé végén elhelyezett de-
tektorhoz. Az ionok tdmegének meghatarozasat repu-
Iési idejlik mérésére vezetjik vissza, igy azt mondhat-
juk, hogy egy TOF tdmegspektrométer a laboratérium
legpontosabb ,stoppere”. Ezzel a tdmeganalizatorral
nagy molekulatémegU ionok vizsgalhatdak kénnyen.

Egy MALDI-TOF berendezéssel egyszerlien és ha-
tékonyan kaphatunk informacidkat a vizsgalt minta
makromolekulairdl, fehérjeprofiljardl, illetve a vizsga-
lat soran rogzitett tdmegspektrumot szamos modon
hasznalhatjuk fel a tovabbiakban.

A MALDI-TOF technikaval kapott spektrum nem egy
konkrét vegyullet tdmegspektruma, hanem a berende-
zés replilési csdvében megjelend, kildnbdz8d tdmeg-
szamu ionok, azaz a vizsgalt mikroorganizmusban
talalhatd fehériék protonalt molekulaionjainak jeleinek
Osszessége, vagyis a mintdban talalhato fehérje elegy
témegspektruma. A spektrumon megjelend valamennyi
csucs tehat egy-egy fehérjének felel meg. Hasonléan
az elektronltkdzéses ionizacié (El) esetén kapott t6-
megspektrumokhoz, a MALDI-TOF t&émegspektrumai
is egyfajta ,ujjlenyomatként” hasznalhatéak az adott
egyedek, a vizsgalt mikroorganizmusok azonositasra.
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3. MALDI-TOF mass spectrometry

Mass spectrometry is an efficient method for structure
determination during which molecules to be analyzed
are transferred to the gas phase, they are ionized and
accelerated using a high-voltage electric field. Accelerated
ions are separated by magnetic, electrostatic or radio
frequency fields according to their mass and charge, and
masses of the ions are then determined.

The size or weight of the molecule is one of the most
important structural informations provided by mass
spectrometry, therefore, ionization is a key question in
the mass spectrometric analysis of macromolecules.
How can biologically active molecules to be analyzed be
transferred to the gas phase and ionized? How can key
players of physiological processes, proteins and enzymes
with molecular weights in the thousands, and even in the
tens of thousands be analyzed by the mass spectrometer?
One of the solutions can be the application of the MALDI-
TOF technique.

The acronym MALDI-TOF denotes a special mass
spectrometer in which the ion source is the MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization) and the mass
number analyzer is the TOF (Time of Flight), separating
ions produced during ionization according to their mass/
charge.

The procedure patented by Tanaka in 1985 (SLD - glycerol
and metal powder matrix) has never been applied to for
the analysis of proteins, the much more sensitive solution
of the German research team of Hillenkamp and Karas
is used instead to this very day. In this procedure, the
matrix is a small organic molecule capable of absorbing
the energy of the laser used for ionization and ionizing
the target compounds (protonated quasi molecule
ions, [M+H]). In the MALDI-TOF mass spectrometer a
pulsating nitrogen laser source is applied, emitting UV
light of 337.1 nm wavelength in 60 Hz pulses, according
to the manufacturer’s specification. The energy of the
photon pulses emitted can be set to any value, it can even
be modified by the control software pulse by pulse as a
function of ionization efficiency.

Compounds that are used most often as matrix or additive
are aromatic compounds containing hydroxyl or carboxyl
groups. For the identification of microorganisms, a-cyano-
4-hydroxycinnamic acid (a-HCCA) is recommended by
prescriptons. Structural formula and UV spectrum of
a-HCCA are shown in Figure 1.

As shown in Figure 1, the compound used as the
matrix absorbs the light of the nitrogen UV laser (337.1
nm) well, energy transfer is quite efficient. The matrix is
applied to the sample holder plate (target) in the form of
a solution, the solvent evaporates, and matrix molecules
and proteins coming from the microorganism tested, and
applied earlier, form a solid, mixed crystal phase, in which
macromolecules are encapsulated. During ionization, the
energy of the laser promotes release of the proteins into
the gas phase and also helps their ionization. Using this
method, gas phase, protonated ions are obtained from
the proteins analyzed, mainly possessing a single positive
charge. Adduct formation is rare, but doubly charged ions
also appear in the mass spectrum. lons that form in the
specially configured ion source are accelerated using a
high voltage field, they are focused and introduced into
the detector through the flight tube.

Application of the time of flight mass spectrometer provides
an elegant solution for the separation of accelerated ions

according to their mass [6]. In this instrument flight times of
the accelerated ions are measured very accurately — with
nanosecond accuracy. Of an ion package having a certain
kinetic energy, smaller mass ions reach the detector at
higher speeds, in a shorter time, while larger mass ions
reach the detector at the end of the analyzer tube more
slowly, over a longer period. Determination of the mass
of ions is traced back to the measurement of their time
of flight, so we can say that a TOF mass spectrometer is
the most accurate ,stopwatch” of the laboratory. Large
molecular mass ions can be analyzed easily using the
mass analyzer.

With a MALDI-TOF instrument, one can obtain information
about the macromolecules and protein profile of the
sample analyzed simply and efficiently, and the mass
spectrum recorded during the analysis can be used
further in several ways.

The diagram obtained by the MALDI-TOF isn’t a mass
spectra of an individual compound, but the mass spectra
of the total protonated molecule ions of different weight
proteins appearing in the flying tube of instrument. In
the other words, the result is a mass spectra of protein
mixture existing in the sample. Each peak in the diagram
is corresponding to an individual protein. Similarly to
mass spectra obtained using electron ionization (El),
MALDI-TOF mass spectra can be used as a type of
sfingerprint” for the identification of the given specimen,
of the microorganisms analyzed.

4. Sample preparation

First, itisimportant to clarify what the sample is in this case.
Identification of microorganisms is usually performed from
microbial cultures, so we understand , samples” to be
microorganism colonies grown on general and different
selective culture media. Generally, they possess distinct
morphologies (color, shape, surface, texture). Figure 2
shows different bacterial colonies from a water sample,
cultured on VPC agar.

It is practical to choose unique, individual colonies for the
analysis. There are several sample preparation protocols
for the identification of microorganisms, requiring more or
less time, but in the majority of cases the most simple
direct sample introduction is applied.

4.1. Direct sample introduction [7]

In this case, a sample is taken from the colony to be
identified using an inert, sterilized sampling tools, which
can be a disposable inoculation loop or even a sterilized
toothpick. The sample is applied to the appropriate
positions of the prepared sample holder plate, the
quantity of the analytical sample is usually a few tenths
of a milligram. For quality assurance reasons, the same
sample is usually applied to two to five positions. The
matrix solution is pipetted onto the sample as soon as
possible, and then it is allowed to dry in a laminar flow
cabinet.

Figure 3 shows that the analysis requires only a very small
amount of ,biological matter”. It can even be performed
from a bacterial colony with a diameter of only a few
tenths of a millimeter.

There are 96 positions (8 rows of 12 sample locations
each) on the sample holder plate, at least one of which
has to be reserved for calibration in each analysis.

After drying of the matrix solution, the sample holder plate
is ready for analysis (Figure 4). Solvent evaporation can
be accelerated by the use of vacuum, if necessary.
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4. Mintael6készités

Els6 lépésként fontos tisztaznunk azt, hogy mi is a
minta ebben az esetben. A mikroorganizmusok azo-
nositédsat leggyakrabban mikroba tenyészetekbdl
végezzik, igy a ,minta” alatt az altalanos, illetve a

kiilénb6zd szelektiv taptalajokon kinétt mikroorga-
nizmus-telepeket kell érteni. Ezek altalaban jol latha-
t6 morfologiaval (szin, forma, felllet, allag) rendelkez-
nek. A 2. abran vizmintabdl szarmazé, VPC-agaron
tenyésztett, kilonbdz8 baktériumtelepek lathatok.
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2. abra. Vizmintabdl szarmazd, VPC-agaron tenyésztett, kiilénb6zé baktériumtelepek
Figure 2. Different bacterial colonies from a water sample, cultured on VPC agar

A vizsgalatokhoz lehetéség szerint egyedi, kilonalld
telepeket célszer( kivalasztani. A mikroorganizmusok
azonositasara szamos minta-el6készitési protokoll
terjedt el, amelyek tébb-kevesebb id6t igényelnek,
de az esetek donté tébbségében a legegyszeribb
direkt mintafelvitelt alkalmazzak.

4.1. Direkt mintafelvitel [7]

Ebben az esetben az azonositandé telepbdl vesziink
mintat egy inert, steril mintavételi eszkdzzel, amely
lehet egyszer hasznalatos oltdkacs, vagy akar egy
sterilizalt fogvajé palca. A mintat az elékészitett min-

tatartd lemez megfeleld pozicidira kenjik fel. A vizs-
galati minta mennyisége altalaban néhany tized mil-
ligramm. Egy-egy, a mintat min&ségbiztositasi meg-
fontolasokbdl altalaban két-6t pozicidra kenjlnk fel.
A matrix-oldatot a legrévidebb idén beliil a mintara
cseppentjik, majd laminaris box alatt hagyjuk besza-
radni.
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4.2. Sample preparation using ethanol extraction [8]

To prepare reference spectra, another sample preparation
protocol is recommended by the manufacturer, and this
is ethanol extraction. In my experience, this sample
preparation procedure improves the reliability of the
identification in the case of many, more problematic
samples, compared to direct sample introduction.

In this case the sample is taken from the colony to be
analyzed using a sterile 1 ml innoculation loop, and the
biological material taken, the culture is suspended in
300 ml of deionized water in an Eppendorf tube. 900 ml
is added, and after thorough mixing the sample is
centrifuged. The supernatant is decanted carefully, and
solid parts remaining in the Eppendorf tube are dried in
a laminar flow cabinet. After drying 10-50 ml formic acid
is added to the sample, and it is allowed to stand for
two minutes. Acetonitrile, equal in amount to the formic
acid, is pipetted to the content of the tube, it is shaken
thoroughly and then centrifuged. 1 ml of the supernatant
is transferred to the appropriate position of the sample
holder plate, followed by pipetting the matrix solution onto
it as soon as possible after drying. Similarly to the previous
case, the sample holder plate is ready for analysis after
drying of the matrix solution.

It is shown by the above that sample preparation methods
for MALDI-TOF analysis consist of only a few simple steps
in most cases, so their time demand per sample is very
small, in the case of direct sample introduction only a few
minutes.

5. MALDI-TOF analysis, identification of microorganisms
5.1. Recording mass spectra

The prepared sample holder plate is introduced into the
ion source through the sample reception chamber system
of the instrument. Movement necessary for scanning of
the samples is performed by a precise mechanism than
can move the sample holder plate under the UV laser
source in a very accurate way. Analysis of the actual
sample in position can be followed by a low resolution
digital camera. On the one hand, this helps to verify that
the analysis of the proper sample position is performed,
and on the other hand, manual recording of spectra
can be assisted in case of possible sample application
inhomogeneities.

Parameters necessary for the recording of mass
spectra can be adjusted using a general instrument
control software (flexControl - Bruker Daltonics). These
parameters include laser energy, high voltage necessary
for ion acceleration, movement pattern of the sample
holder plate and the mass number range to be analyzed,
among others. In addition, this software performs the
calibration of the mass number scale of the instrument,
and the determination of the function necessary for the
conversion of flight times to mass numbers. The principle
is quite simple, and a bacterial strain of known protein
composition (Escherichia coli DH5) is used for this purpose
as the calibration standard.

Mass spectrum of the E. coli DH5 used for calibration
(Figure 5) is “peak-rich”, so it is easy to find a satisfactory
number of ions to cover the mass number range (2.000 -
20.000 amu).

Mass number stability of MALDI-TOF is excellent, but is is
still recommended to calibrate the instrument before each
sample sequence by measuring the reference bacterium
standard. It is worth noting that the same calibration
smaple (spot) can be used several times.

To facilitate the work of microbiologists, for fast and
simple identification of microorganisms, a software
(MB-RTC MaldiBiotyper Realtime Classification — Bruker
Daltonics) was developed by the manufacturer of the
instrument. After entering sample names and IDs, mass
spectra are recorded and identified by the software
automatically, using the parameters set in the instrument
control software. At least 200 spectra with satisfactory
signal-to-noise ratio are recorded by the instrument
from each sample spot, and an average mas spectrum,
suitable for identification, is then calculated and stored by
the software.

5.2. Identification of microorganisms

Identification of microorganisms here is nothing more
than comparing mass spectra. The software looks up
the reference mass spectra most resembling the mass
spectrum of the microorganism analyzed, i.e. we receive
a list of the ten best matches. This list is compiled by the
software based on a ,,score” (basically a probability) value.

Similarly to other mass spectrometric software, a ,score”
value is obtained during the search of the spectral library,
which is a quantified information related to the goodness
and adequacy of identification. This is a value between
0.000 and 3.000, calculated by the software as follows:

1. In the first step, the mass spectrum of the
sample to be identified is compared to reference
spectra found in the mass spectral library, and
it is examined whether peaks of the reference
spectra are present in the mass spectrum of the
sample;

2. In the second step, the mass spectrum to be
identified is taken as a basis, and reference mass
spectra are compared to this;

3. Finally, symmetry conditions of the spectrum to
be identified and reference spectra are examined.

A correspondence factor between 0.000 and 1.000 is
calculated by the software in all three steps, these three
values are multiplied and the product is normalized
to 1000. The ,score” value of the identification is the
logarithm of this number.

The calculation process might sound complicated, but the
software that comes with the instrument is user friendly,
and makes the process of microorganism identification
simple.

The upper left corner of Figure 6 shows that circles
representing analytical samples are divided into two parts,
the left side of the circle providing information about the
quality of the recorded mass spectrum, while the color
of the right side indicates the adequacy of identification.
If the recorded mass spectrum is adequate, then the left
side of the circle is green, otherwise it is orange.

If the right side of the circle is green, then it is very likely
that the microorganism analyzed and the microorganism
in the reference library are the same, the ,score” value is
greater than 2.000.

If the right side of the circle is yellow, then this probability
is lower (,score” value between 1.700 and 2.000),
supposedly the genus of the microorganism was
successfully identified.

If this half of the circle is red, then the result is a label of
,no reliable identification”.

Of course, we have the possibility to display hits with the
ten best ,,score” values, which can provide valuable data
to microbiologists in many cases.
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A 3. abran lathatd, hogy a vizsgalathoz igen kis
mennyiségl ,biolégiai anyag” elegendd. Az analizist
akar egy néhany tized milliméter atmérdji baktérium-
telepbdl is elvégezhetjik.

A mintatarté lemezen 96 pozicié van (8 sorban so-
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3. abra. A MALDI-TOF vizsgélathoz sziikséges minta mennyisége.
Figure 3. Sample amount necessary for MALDI-TOF analysis.

ronként 12 mintahely), amibél vizsgalatonként mini-
mum egy poziciét a kalibraciora kell fenntartanunk.

A matrix-oldat beszaradasa utan a mintatarté lemez
kész a vizsgalatra (4. abra). Szikség esetén vakuum-
mal gyorsithatjuk az olddszer elparologtatasat.

4. abra. Az el6készitett mintatarto lemez
Figure 4. Prepared sample holder plate
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The mass spectrum recording time is 10 to 15 seconds
per sample, with computation times for identification
being on the same scale, so we can say that identification
results of prepared samples, cultures can be obtained in
less than one minute.

6. Application of MALDI-TOF in microbiological testing

This method will most likely revolutionize classic
microbiology. This opinion might be shocking, but let’s
examine how this methodology might reshape standard
microbiological tests in the areas of food and feed
analysis, as well as human clinical tests.

As an example, let’s take a look at the standard method
of determination of one of the most common pathogenic
microorganisms, a Salmonellla spp.

6.1. Detection of Salmonella spp. presence/absence

For the detection of the presence/absence of
Salmonella spp. in foods, the method of standard
MSZ EN ISO 6579:2006 [9] is used as the reference
method. The specified amount of analytical sample
(usually 25 g) is incubated (37 °C; 18+ 2 hrs) in a ten-fold
amount of pre-enrichment broth (BPW"). This is followed
by enrichment (incubation at 41.5°C and 37°C; 24 + 3
hrs) in two selective broths (RVS? MKTTn?). Selective
enrichment broths inhibit the growth of accompanying
microorganisms. This is followed by streaking onto
selective culture media. Streaking is performed on an XLD
plate?, and then on an optional selective plate (Salmonella
Harlequin and/or Diassalm). Colonies that developed on
different selective plates are shown in Figure 7.

Then, colonies isolated from the selective plates are
confirmed by biochemical tests, and the presence
or absence of Salmonella spp. is confirmed using
serological identification assays. Detection of pathogenic
microorganisms by classic microbiological culture
methods is time consuming, it can take up to 5 to 8
days. Therefore, the emphasis of modern, alternative
microbiological methods have been shifting towards rapid
instrumental (analytical) tests.

For the detection of Salmonella spp. presence/absence,
validated PCR-based methods (BAX system PCR,
MicroSEQ Salmonella spp. Detection) are now widely
used, providing negative results within 24 hours [10].
However, traditional culture and confirmation tests are
always necessary in the case of supposedly positive or
inhibitory samples, which are also time consuming.

It can be also seen in Figure 8 how the MALDI-TOF
identification methods can fit into standard culture and
alternative PCR-based detection methods.

Validation of the confirmation testing of the presence
of Salmonella spp. using the MALDI-TOF method was
performed in our laboratory. Results were convincing.

Method validation was performed in accordance with the
instructions of standard ISO DIS 16140-2:2013 [11]. The
following parameters were determined:

1. Relative accuracy - AC: AC = (PA+NA)/N * 100 %
2. Relative specificity - SP:  SP = NA/(NA+PD) * 100 %
3. Relative sensitivity - SE:  SE = PA/(PA+ND) * 100 %
where:

PA: Positive Agreement) results of the reference method
and the alternative method are both positive;

NA: Negative Agreement, results of the reference method
and the alternative method are both negative;

PD: Positive Deviation, the result of the reference method
is negative, the result of the alternative method is positive;

ND: Negative Deviation, the result of the reference method
is positive, the result of the alternative method is negative;

N: number of analyses, N = PA + NA + PD + ND

Standard MSZ EN ISO 6579:2006 was considered the
reference method. More than 150 cultures, prepared on
selective culture media, were analyzed, 105 of which were
positive for 105 Salmonella spp. Results of our validation
tests are summarized in Table 1.

Our experience shows that the presence of Salmonella
spp. was identified in all positive cases and was reliably
excluded in the case of negative samples by the MALDI-
TOF identification method. The method can be used
excellently for inhibition samples. There were no false
positive or false negative results during our investigations.

As further information, accompanying microorganisms
were identified during the analyses, and, in a few cases,
Salmonella spp. colonies having unusual morphologies
were identified that could easily fool less experienced
microbiologists. It is important to note that the MALDI-
TOF identification method is independent of culture
media, i.e. the presence or absence of the microorganism
tested was verified with the same efficiency in the case of
all three selective culture media.

A further application possibility is that tests can be
extended to the serotyping of the identified Salmonella
spp. colonies. Research shows that mass spectra
recorded using the MALDI-TOF method are suitable for
distinguishing Salmonella serotypes [12]. By comparative
analyses of the spectra, a simple algorithm can be
established which can help identify main serotypes
reliably and rapidly.

Finally, another non-negligible aspect is that, by using
the MALDI-TOF confirmation method, analysis times can
be reduced by at least 24 hours, which is an extremely
important factor in the case of human clinical tests and
food analysis.

6.2. MALDI-TOF technique in modern microbiology

Based on the above it can be seen that MALDI-TOF mass
spectrometry can fit well into analytical practice performed
by classic and modern alternative methods to replace time
consuming and costly ,traditional” confirmation tests.

The method based on the MALDI-TOF technique has
several characteristics that enable it to change modern
microbiology significantly and open new avenues of
investigation.

Let’s see what they are:

1. Simple, fast, cheap sample preparation - in case
of direct sample introduction, the material cost is less
than 0.5 Euro, the sample holder plate can be used
for an unlimited time period, and the spotting time for
96 samples is ca. 30 to 40 minutes.

2. Shortidentification, analytical times - measurement
of all the samples of a complete sample holder plate
requires ca. 25 to 30 minutes.

' Buffered Pepton Water

2 Rappaport-Vassiliadis Salmonella Enrichment Broth
3 Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobicin Broth

4 Xylose lysine deoxycholate
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4.2. Mintaelbkészités etanolos extrakcioval [8]

A referenciaspektrumok készitéséhez egy masik
minta-el6készitési protokollt javasol a gyarto, ez az
etanolos extrakcio. Tapasztalataim szerint ez a min-
ta-el6készitési eljaras szamos, problematikusabb
minta esetében javitja az azonositds megbizhatosa-
gat a direkt mintafelvitelhez képest.

Ebben az esetben a mintat a vizsgalandé telepbdl
egy steril 1 ml-es oltdkacs segitségével vessziik, és a
levett biolégiai anyagot, tenyészetet Eppendorf csé-
ben 300 ml ioncserélt vizben szuszpendaltatjuk el.
Hozzaadunk 900 pl etanolt, és alapos keverés utan
lecentrifugaljuk. A fellluszét dvatosan ledntjik, és az
Eppendorf csében maradt szilard részeket laminaris
box alatt szaritjuk. Szaradas utan 10-50 pl 70 %-0s
hangyasavat adagolunk a mintahoz, és két percig
alini hagyjuk. Ezutan a hangyasavval azonos meny-
nyiségl acetonitrilt pipettazunk a csé tartalmahoz,
alaposan megkeverjik és lecentrifugaljuk. Az oldat
tisztajabdl 1 pl-t viszink fel a mintatarté lemez meg-
feleld pozicidjara, és szaradas utan a legrévidebb
idén belll a mintara cseppentjlik a matrix-oldatot. Az
el6z6 esethez hasonldéan a matrixoldat beszaradasa
utan a mintatarté lemez kész a vizsgalatra.

A fentiekbdl latszik, hogy a MALDI-TOF vizsgala-
tokhoz szikséges minta-el6készités mddszerek a
legtdbb esetben csak néhany egyszerd lépést tartal-
maznak, igy az egy mintdra vetitett idéigényuk kicsi,

direkt mintafelvitel esetén csak néhany perc.

5. A MALDI-TOF analizis, a mikroorganizmusok
azonositasa

5.1. A témegspektrumok felvétele

Az el6készitett mintatartd lemezt a készilék mintafo-
gado zsiliprendszerén keresztll juttatjuk az ionforras-
ba. A mintak letapogatasahoz sziikséges mozgatast
egy preciz mechanika végzi, amely igen pontosan
tudja mozgatni a mintatarté lemezt az UV |ézerforras
alatt. Egy kisfelbontasu digitalis kameraval nyomon
is kdvethetjik az aktudlis pozicidban Iévé minta vizs-
galatat. Ez egyrészt segit ellendrizni, hogy a vizsgalat
a megfelel6 minta poziciébdl torténik, illetve az eset-
leges mintafelviteli inhomogenitasok esetén segiti a
manualis spektrum felvételt.

A tdmegspektrumok felvételéhez sziikséges paramé-
tereket egy altalanos, mliszervezérld szoftverrel (flex-
Control - Bruker Daltonics) tudjuk beallitani. Példaul
a lézer energidjat, az ionok gyorsitasahoz sziikséges
nagyfeszlltséget, a mintatarté lemez mozgatasi sé-
majat és a vizsgalt tomegszamtartomanyt is. Ezzel a
szoftverrel végezhetjlik tovabba a készlilék tdmeg-
szam-skalajanak kalibracidjat, a reptilési idék tdmeg-
szamra t6rténd konverzidjahoz sziikséges fliggvény
meghatarozasat. Az elv egyszer(, egy ismert fehérje
Osszetételli baktériumtorzset (Escherichia coli DH5),
mint kalibralé standardot hasznalunk erre a célra.
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5. dbra. Az Escherichia (E.) coli DH5 referencia baktérium standard témegspektruma
Figure 5. Standard mass spectrum of the Escherichia (E.) coli DH5 reference bacterium
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User friendly software — which allows launching of
the measurement in a few simple steps, and results
are provided to the microbiologist performing the
analysis in the form of an easy to overview, detailed
report.

Reliable results - our results so far show that results
obtained using the MALDI-TOF identification method
are reliable, no further confirmation tests are required,
the mass spectral library contains mass spectra of
certified [13] microorganisms from reliable sources.

Efficiency, capacity - calculating with an average
working day of eight hours, 300 to 400 colonies per
day can be identified using a parallel sample spotting
method. Thus, one instrument can meet the needs of
several microbiological laboratories or departments.
In practice, sample holder plates can even ,travel”
refrigerated under sterile conditions after spotting of
the samples. In our experience, biological material
spotted on the sample holder plate remains suitable
for MALDI-TOF analysis for several days. Therefore, it
is not even necessary to perform sample preparation
and the analysis itself in the same building.

Expandability — the mass spectral library of the
manufacturer is expanded continuously. The library
currently used in our laboratory contains 5627
species and 388 genera. Of courseg, it is possible to
use or incorporate mass spectra prepared by the
users, and this is aided by the reference spectrum
recording protocol supplied by the manufacturer
together with the technical description of the
instrument. Applicability of the technique and the
method is further improved by the fact that today
there are online mass spectral databases available
where, with user access, even real-time identification
operations can be launched, and results are obtained
via the internet practically as soon as the analysis is
complete. Database operators undertake to develop
their databases according to the needs of the users,
so the considerable cost of developing a mass
spectral library can be saved.

Scan - screen method - there are a number of
alternative molecular biological identification and
detection methods used all over the world, such

as DNA/rDNA based detection procedures (real-
time PCR, gPCR, MDS) and instrumental analytical
methods applying selective immunological reactions
(ELISA, ELFA, VIDAS, BBD Christal). A common
characteristic of these methods — with few exceptions—
is selectivity, the selective detection and identification
of a target microorganism. In contrast, MALDI-TOF
identification is a kind of “screening” method, the
software looks for the best match in a mass spectral
library of several thousands of microorganisms.
This way, analyses may result in the identification
of unexpected microorganisms, indicating that the
selectivity of targeted culture media is overwritten by
nature in many cases.

8. Robustness - the identification method is basically
independent of the quality of the medium used for
culturing, so the identification of microorganisms
does not require special culture media. Analyses
performed on colonies isolated from non-specific
culture media provide basically the same results
as cultures from selective media. Identification, or
MALDI-TOF analysis, can be performed on colonies
developed on selective culture media used in
standard analytical methods (EN ISO, ISO, DIN etc.)
as well.

In my opinion, taking all this into consideration, there
will be new microbiological methods and standards
developed in the coming years which will exploit the
possibilities and advantages inherent in the MALDI-TOF
identification method, combining them with the methods
of modern molecular microbiology.

Detection of a wide range of pathogenic microorganisms
will be possible even within 24 hours by applying analytical
methods based on the MALDI-TOF technique together
with new procedures requiring shorter culture times. At
the same time, selective sample preparation techniques
could be introduced, with the application of immunoaffinity
adsorbents, that will promote reliable detection of these
dangerous pathogens in less time.

'_ A pll/usz'tfacto/ The plcture is Illustl‘é
Foto Lovasz Gsab
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A kalibracidhoz hasznalt E. coli DH5 tdmegspektru-
ma (5. abra) ,csUcs-gazdag” igy kénnyen talalunk
megfelel§ szamu iont a tdmegszam-tartomany (2.000
- 20.000 amu) lefedéséhez.

A MALDI-TOF témegszam-stabilitasa kivalo, ettdl
flggetlendl célszer(i minden mintasorozat elétt a re-
ferencia baktérium standard mérésével kalibralni a
készlléket. A kalibrald minta (spot) tébbszor is fel-
hasznalhato.

A mikrobiolégusok munkajanak megkdnnyitésére, a
mikroorganizmusok gyors, egyszer(i azonositasara a
készllék gyartdja egy szoftvert fejlesztett ki (MB-RTC
MaldiBiotyper Realtime Classification — Bruker Dal-
tonics). A mintanevek és azonositék beirasa utan a
szoftver a mUszervezérl§ szoftverben beallitott para-
méterekkel automatikusan felveszi a tdmegspektru-
mokat és elvégzi az azonositasukat is. Egy minta-
helyr6l a berendezés legkevesebb 200 megfeleld
jel/zaj viszonyu spektrumot készit, amelyekbdl az
azonositashoz hasznalhatd, atlagolt témegspektru-
mot szamit, illetve tarol el a szoftver.

5.2. A mikroorganizmusok azonositasa

A mikroorganizmusok azonositasa itt nem mas, mint
tdmegspektrumok 0Osszehasonlitasa. A szoftver a
kényvtarbdl megkeresi a vizsgalt mikroorganizmus
tdmegspektrumahoz legjobban hasonlité referencia
tdmegspektrumokat, majd készit egy listat a tiz leg-
jobb talalatrdl. Ezt a listat egy un. ,,score” (Iényegében
valoszinlségi) érték alapjan allitja 6ssze a szoftver.

B8 MALDI Biotyper Realtime Classification Project: Wessling-141113_01_direct

Fle View Toos Help

2o NE s

Hasonléan mas témegspektrometrias szoftverekhez,
a spektrumkonyvtari keresés soran, egy ,score” ér-
téket kapunk, amely az azonositas jésagara, megfe-
lel6ségére vonatkozé szamszerUsitett informacio, ez
egy 0,000 és 3,000 kozotti érték, amelyet a kdvetke-
z6képpen szamit ki a szoftver:

1. Els6é lépésben a tdmegspekirum konyvtarban
talalhatd referencia spektrumokhoz hasonlitja az
azonositandd minta tomegspektrumat, azt vizs-
gdlja, hogy a referencia spektrumban szerepld
csucsok megtalalhatok-e a minta témegspektru-
maban;

2. Masodik Iépésben az azonositandé témeg-
spektrumot tekinti alapnak, és ehhez hasonlitja a
referencia tomegspektrumokat;

3. Veégul megvizsgélja az azonositandé és a refe-
renciaspektrumok szimmetriaviszonyait is.

Mindharom lépésben egy-egy megfeleléségi faktort
szamit ki a szoftver, amelyek 0,000 és 1,000 k&zo6t-
ti értékek, majd ezeket az értékeket dsszeszorozza
egymassal, és 1000-re normalizalja. Az azonositas
~score” értéke enne a szamnak a logaritmusa.

A szamitasi folyamat bonyolultnak tlinik, de a készu-
lékhez mellékelt szoftver felhasznaldbarat, és leegy-
szer(siti a mikroorganizmusok azonositasanak elja-
rasat.

1 2 3 45 6 7 8 910 1112 Kot o supied
Prepared

b 1] @ :boed

Messured

D ' . Zeroline spectum
) ) Measured, dlassiied gresn
Meassured, classified vellow

P Heasured, classied red

IO T mooOw>
w

P Zercine spectium, not classifed

(5] [£] 3 HideTdentifisd  Walidstion: set verified ~

=2l
E MSP Info
Comment Submitted as Type Straindh atching hint: Species of this
Canserve True
Determined by CECT
Provided by DSM
Organism Aeromanas caviae
Shrain CECT 8387
Matrix HCCA
Extraction method EtOHFa

Growing canditions accarding ta hitp:/ . cect org

Comment
Submitted as Type Strain;
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#010001538824_Cet_2 #010001538824_Cet Cetrimid, directFA E4 Pseudamanas alcaliphla 1927 species O genusonls @ unknown O
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6. abra. A mikroorganizmusok azonositasanak eredménye
Figure 6. Result of microorganism identification
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A 6. abra bal felsd részén lathato, hogy a vizsgalt
mintakat jelképezd korok két részre vannak osztva,
a kor bal oldala a rogzitett tdmegspektrum minésé-
gérél ad informaciét, mig a jobb oldalanak a szine
az azonositas megfelelségét jelzi. Ha a régzitett t6-
megspektrum megfeleld, akkor a kér bal oldala zold,
ellenkezd esetben narancssarga.

Ha a kor jobb oldala zdld, akkor igen valészind az
azonossag a vizsgalt mikroorganizmus és a referen-
cia kdnyvtarban talalhaté mikroorganizmus kézétt, a
~score” érték nagyobb 2,000-nél.

Ha a kor jobb oldala sarga, akkor ez a valoszinliség
kisebb (,score érték 1,700 és 2,000 kozott), vélhetd-
en a mikroorganizmus nemzetségét sikertlt beazo-
nositani.

Amennyiben a kdérnek ez a fele piros szind, akkor
~nem megbizhaté azonositas” cimkét kapunk ered-
ményul.

Természetesen lehetéséglink van a tiz legjobb ,sco-
re” értékkel rendelkezé talalatot is megjeleniteni, ami
szamos esetben értékes adatokat szolgdltathat a
mikrobioldgusoknak.

Egy mintara vetitve a tdmegspektrum felvételének id6-
szlkséglete 10-15 masodperc és az azonositas sza-
mitasi ideje is hasonld, igy elmondhatjuk, hogy keve-
sebb, mint egy perc alatt kaphatunk azonositasi ered-
ményeket az el6készitett mintakrol, tenyészetekrdl.

6. A MALDI-TOF alkalmazasa a mikrobioldgiai
vizsgalatokban

Ez a médszer vélhetéen forradalmasitja a klasszikus
mikrobioldgiat. Lehet, hogy ez a vélemény meghok-
kentd, de vizsgaljuk meg, hogy valéjaban milyen mo-
don alakithatja at ez a metodika a szabvanyos mikro-
bioldgiai vizsgalatokat az élelmiszer, a takarmany és
a human klinikai vizsgalatok tertletén egyarant!

Példaként nézzik meg az egyik legelterjedtebb pa-
togén mikroorganizmus, a Salmonellla spp. szabva-
nyos meghatarozasi modszerét!

6.1. A Salmonella spp. jelenlét/hiany kimutatasa

Referenciamodszerként az élelmiszerek vizsgalata-
ra a Salmonella spp. jelenlét/hiany kimutatasara az
MSZ EN ISO 6579:2006 [9] modszert alkalmazzuk.
A meghatarozott mennyiségl (altalaban 25 g) vizs-
galati mintat a szabvanyban el&irt tizszeres mennyi-
ségl elédusitéban (BPW") inkubaljuk (37 °C; 18+2
6ra). Ezt koveti két szelektiv tapoldatban (RVS?, MK-
TTn®) térténd dusitas (inkubalas 41,5 °C illetve 37 °C;
24+3 Odra). A szelektiv dusitok a kisérd mikroorga-
nizmusok novekedését gatoljak. Ezutan a szelektiv
taptalajokra torténd szélesztés kovetkezik XLD-le-
mezre*, majd egy szabadon valaszthaté szelektiv le-
mezre szélesztlink (Sa/monella Harlequin és/vagy Di-
assalm). A 7. abran a kilonb6z6 szelektiv lemezeken
kifejl6dott telepek lathatdak.

Fotd: Lovasz Csaba

7. abra. Salmonella spp. feltételezett pozitiv tenyészetei szelektiv taptalajokon
Figure 7. Supposedly positive cultures of Salmonella spp. on selelctive culture media

" Buffered Pepton Water - pufferolt peptonviz

2 Rappaport-Vassiliadis Salmonella Enrichment Broth - Rappaport-Vassiliadis-féle Salmonella dusité leves
3 Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobicin Broth — Muller-Kauffmann-féle tetrationat-novobiocin leves

4 Xylose lysine deoxycholate - Xiléz-lizin-deoxiklorat agar
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A tovabbiakban a szelektiv lemezekrdl izolalt telepe-
ket biokémiai probakkal erésitjiik meg, és szeroldgiai
azonosité vizsgalatokkal igazoljuk a Salmonella spp.
jelenlétét, illetve annak hianyat. A klasszikus, te-
nyésztéses mikrobioldgiai mdédszerekkel a patogén
mikroorganizmusok kimutatasa idéigényes, akar 5-8
napot is igénybe vehet. Ezért a modern, alternativ
mikrobioldgiai médszerek sulypontja egyre inkabb a
gyors, mUiszeres (analitikai) vizsgalatok felé tolodik el.

A Salmonella spp. jelenlét/hiany kimutatasara széles
korben elterjedtek a validalt PCR alapi moédszerek
(BAX system PCR, MicroSEQ Salmonella spp. De-
tection), amelyekkel mar 24 éran bellll is kaphatunk
negativ eredményt [10]. Azonban a feltételezett po-
zitiv, illetve inhibiciés mintak esetén mindenképpen
hagyomanyos tenyésztéses és megerdsité vizsgala-
tok sziikségesek, amelyek ugyancsak id6éigényesek.
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\
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taptalajokon
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¥
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8. abra. Az MSZ EN ISO 6579:2006 és PCR alapu Salmonella spp. kimutatdsi mddszerek
id8igényének bsszehasonlitdsa.
Figure 8. Comparison of the time demands of MSZ EN ISO 6579:2006 and PCR-based detection methods
of Salmonella spp.
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A 8. abran az is lathatd, hogy a szabvanyos tenyész-
téses, illetve az alternativ PCR alapu kimutatas mod-
szerekbe hogyan illeszthetjiik be a MALDI-TOF azo-
nositasi médszert.

Laboratériumunkban elvégeztik a Salmonella spp.
jelenléte MALDI-TOF médszerrel t6rténd megerdsitd
vizsgalatanak validalasat. Az eredmények meggy6-
z8ek voltak.

A modszer validalasat az ISO DIS 16140-2:2013
szabvany [11] Utmutatasai alapjan végeztik el. A ko-
vetkez® paramétereket hataroztuk meg:

1. Relativ pontossag (Relative accuracy - AC):
AC = (PA+NA)/N * 100 %

2. Relativ specifikussag (Relative specificity - SP):
SP = NA/(NA+PD) * 100 %

3. Relativ érzékenység (Relative sensitivity - SE):
SE = PA/(PA+ND) * 100 %

ahol:

PA: pozitiv egyezés (Positive Agreement), a referen-
cia médszer és az alternativ médszer eredménye is
pozitiv;

NA: negativ egyezés (Negative Agreement), a refe-
rencia médszer és az alternativ médszer eredménye
is negativ;

PD: pozitiv eltérés (Positive Deviation), a referencia
modszer eredménye negativ, az alternativ modszer
eredménye pozitiv;

ND: negativ eltérés (Negative Deviation), a referencia
maodszer eredménye pozitiv, az alternativ modszer
eredménye negativ;

N: a vizsgdlatok szama, N = PA + NA + PD + ND

Referenciamddszernek az MSZ EN ISO 6579:2006
szabvanyt tekintettik. A vizsgalatokat t6bb mint 150,
szelektiv taptalajon készilt tenyészetbdl végeztik el,
amelyek kézil 105 Salmonella spp. pozitiv volt. Vali-
dalasi vizsgalataink eredményeit az 1. tablazatban
foglaltam 6ssze.

1. tablazat. A Salmonella spp. jeleniét/hiany vizsgdlat validaldasi eredményei
Table 1. Validation results of the analysis of Salmonella spp. presence/absence

Relativ pontossag (AC) / Relative accuracy (AC) 100 %
Relativ specifikussag (SP) / Relative specificity (SP) 100 %
Relativ érzékenység (SE) / Relative sensitivity (SE) 100 %

Tapasztalataink azt mutatjak, hogy a MALDI-TOF
azonositasi médszerrel minden pozitiv esetben azo-
nositottuk, illetve negativ mintak esetén megbizhato-
an zartuk ki a Salmonella spp. jelenlétét. Inhibicios
mintak esetében is kivaloan alkalmazhat6 a médszer.
Vizsgalataink soran fals pozitiv, illetve fals negativ
eredménylink nem akadt.

A vizsgalatok soran tovabbi informacidként azonosi-
tottuk a kiséré mikroorganizmusokat, illetve néhany
esetben olyan, nem tipikus morfoldgiaval rendelkezd
Salmonella spp. telepeket is identifikaltunk, amelyek
kénnyen megtéveszthetik a gyakorlatlan mikrobio-
l6gusok szemét. Fontos megjegyezni, hogy a MAL-
DI-TOF azonositasi médszer taptalaj fliggetlen, azaz
ebben az esetben mindharom szelektiv taptalajrol
ugyanolyan hatékonysaggal tudtuk igazolni a vizsgalt
mikroorganizmus jelenlétét, vagy annak hianyat.

Tovabbi alkalmazasi lehet6ség, hogy a vizsgalatok
kiterjeszthet6ek az azonositott Salmonella spp. te-
lepek szerotipizalasara is. A kutatdsok azt mutatjak,

hogy MALDI-TOF mddszerrel felvett tdémegspektru-
mok alkalmasak a Salmonella szerotipusok megki-
[6nboztetésére is [12]. A spektrumok ésszehasonlitd
vizsgalataval megadhaté egy egyszer( algoritmus,
amely segitségével a fébb szerotipusok is megbizha-
téan, gyorsan azonosithatoak.

Tovabbi nem elhanyagolhatdé szempont, hogy a
MALDI-TOF meger6sité modszerrel legalabb 24 ora-
val révidithetd a vizsgalati id6, ami a human klinikai
vizsgalatok, illetve az élelmiszervizsgalatok esetén
kiiléndsen fontos tényezd.

6.2. A MALDI-TOF technika a modern mikrobio-
logiaban

A fentebb leirtak alapjan belathatd, hogy a MAL-
DI-TOF tdmegspektrometria jol beilleszthetd a klasz-
szikus és a modern alternativ modszerekkel végzett
vizsgalati gyakorlatba az idéigényes és koltséges,
»,hagyomanyos” megerdsitd vizsgalatok kivaltasara.
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A MALDI-TOF technikan alapulé médszereknek sza-
mos olyan tulajdonsaguk van, amely képessé teszi
arra, hogy a technika alkalmazasa jelentésen meg-
valtoztassa a modern mikrobioldgiat, Uj vizsgalati
utakat nyisson.

Nézzlk, melyek ezek:

1. Egyszeri, gyors, olcsé minta-el6készités — direkt
mintafelvitel esetén az anyagkoltség 0,5 Euro
alatt van, a mintatarté lemez korlatlan ideig fel-
hasznalhatd, és 96 minta felviteli ideje korilbelll
30-40 perc.

2. Rovid azonositasi, vizsgalati idé6 - egy teljes
mintatarté lemezre felvitt mintak leméréséhez
korllbelll 25-30 perc szlikséges.

3. Felhasznalébarat szoftverek — amelyek segit-
ségével a mérés néhany egyszer( |épésben elin-
dithatd, az eredményeket pedig jol attekinthetd,
részletes jelentés formajaban kapja meg a mé-
rést végz6 mikrobiologus.

4. Megbizhaté eredmények - eddigi vizsgalata-
ink azt mutattak, hogy a MALDI-TOF azonositasi
modszerrel kapott eredmények megbizhatoéak,
nem igényelnek tovabbi megerdsité vizsgalato-
kat, a tdmegspektrum kdnyvtarban bizonylattal
ellatott [13] mikroorganizmusok megbizhaté for-
rasbodl szarmazé témegspektrumai szerepelnek.

5. Hatékonysag, kapacitas - egy atlagos, nyolc
6ras munkanappal szamolva, parhuzamos min-
tafelviteli mddszerrel 300-400 telep azonositasat
tudjuk elvégezni naponta. igy egy készilékkel
akar toébb mikrobioldgiai laboratérium, osztaly
kiszolgalasa is lehetévé valik. A gyakorlatban a
mintatarté lemezek hiitétt, steril koriimények ko-
z6tt ,,utazhatnak” a mintak felvitele utan. Tapasz-
talataink azt mutatjak, hogy a mintatarté lemezre
felkent biologiai anyag akar tdbb napon keresztdl
is alkalmas marad a MALDI-TOF vizsgalatra. igy
nem szikségszerl, hogy a mintael6készités és
maga a mérés akar egy éplletben folyjék.

6. Fejleszthet6ség - a gyarté folyamatosan bdviti
a tdmegspektrum-kényvtarat. Laboratériumunk-
ban jelenleg egy 5627 speciest, 388 genust tar-
talmazé konyvtarat hasznalunk. Természetesen
lehet6ség van a felhasznaldk altal készitett t6-
megspekirumok alkalmazasara, beépitésére,
amelyhez a gyarto a készilék miszaki leirasahoz
mellékeli a referenciaspektrum-készitési proto-
kollt is. A technika és a moédszer felhasznalha-
tosagat tovabb javitja, hogy napjainkban mar
olyan on-line tdmegspektrum adatbazisok is el-
érhetéek, ahol felhasznaldi hozzaférés segitsé-
gével akar valdsidejl (real time) azonositasi mi-
veleteket indithatunk, és a mérés befejezésével
gyakorlatilag egy idében kapjuk meg interneten
keresztll az eredményeket. Az adatbazisok Uize-

meltetdi vallaljak, hogy a felhasznaldk igényei-
nek megfeleléen fejlesztik az adatbazisaikat, igy
megtakarithaté a témegspektrum koényvtar fej-
lesztésének nem kis koltsége.

7. Attekintd (scan-screen) médszer - szamos
alternativ molekularis biolégiai azonositasi, ki-
mutatdsi modszer terjedt mar el a vilagon, igy
példaul a DNS/rDNS alapu kimutatasi eljarasok
(real-time PCR, gPCR, MDS) mellett, a szelek-
tiv, immunoldgiai reakcidkat alkalmazo (ELISA,
ELFA, VIDAS, BBD Christal) mlszeres analitikai
maodszerek. Ezen modszerek - kevés kivételtdl
eltekintve - kozos jellemzbje a szelektivitas, a
célzott mikroorganizmus szelektiv kimutatasa,
azonositasa. A MALDI-TOF azonositas ezekkel
ellentétben egyfajta attekintd, ,,screen” modszer,
a szoftver egy id6ben a tdmegspektrum kdnyv-
tarban talalhato tébb ezer mikroorganizmus koé-
z6tt keresi a legjobb taldlatot. igy vizsgélataink
soran olyan nem vart mikroorganizmusokat is
kaphatunk eredményll, amelyek azt is jelzik,
hogy a céliranyos taptalajok szelektivitasat sok
esetben felllirja a természet.

8. Robusztussag - az azonositasi médszer gya-
korlatilag nem fligg a tenyésztéshez alkalmazott
taptalaj minéségétdl, igy a mikroorganizmusok
azonositasa nem is igényel specialis taptalajokat.
A nem specifikus taptalajokrdl izolalt telepekbdl
végzett elemzések soran lényegében ugyanazt
az eredményt kaphatjuk, mint a szelektiv tapta-
lajokrél készllt tenyészetekbdl. A szabvanyos
vizsgalati médszerekhez (EN ISO, ISO, DIN stb.)
hasznalt szelektiv taptalajokon kifejlédott tele-
pekbdl is elvégezhet6 az azonositas, a MAL-
DI-TOF vizsgalat.

Mindezek figyelembevételével véleményem sze-
rint az elkdvetkezd években olyan uj mikrobioldgiai
modszerek, szabvanyok szllethetnek, amelyek mar
kihasznaljak a MALDI-TOF azonositasi modszerben
rejlé lehet6ségeket, elénybdket, kombinalva a modern
molekularis mikrobiolégia mddszereivel.

A MALDI-TOF technolodgian alapuld vizsgalati mod-
szereket egylitt alkalmazva Uj, rovidebb tenyésztési
idejd eljarasokkal, akar 24 o6ran belll is lehetséges
lesz a patogén mikroorganizmusok széleskord kimu-
tatdsa. Masrészt immunoaffin adszorbensek alkal-
mazasaval olyan szelektiv minta-el6készitési tech-
nikak kerilhetnek bevezetésre, amelyekkel révidebb
id8 alatt tudjuk ezeket a veszélyes koérokozékat meg-
bizhatéan kimutatni.
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Levessziik vallarol a jogszabalyok valtozasai kovetésének a terhet!

(

A korabbi Elelmiszer lemeztrvénytar cimdi
kiadvanyunk ,6sszesitett tartalomjegyze-
két” feltoltottuk a honlapunkra egy jelszoval
vedett oldalra. A fejezetekbe rendezett jog-
szabalyok szama és cime link. Magyar jog-
szabaly esetén a Nemzeti Jogszabalytarban
talalhatd, megtekintés napjan hatalyos sz6-
vegre mutat a link. Ha az adott jogszabaly-
nak ismert késObb hatalyba Iép6 modosita-
sa, akkor azt feltintetjik a jogszabaly alatt
es linkkel elérhetove tesszik azt a Magyar

/

Kozlonyt, amelyben a mdédositas megjelent.
Természetesen mellette jeldljik a hatalyba
lépés idopontjat is. Unids jogszabaly ese-
tén annyi a kilénbség, hogy a linkek a Hi-
vatalos Lap kiaddja honlapjan mutatnak a
hatalyositott szovegre és a késbbbiekben
hatalyba lép6 modositasokra. Ha a listan
szerepl6 jogszabalyt érinté modositas jele-
nik meg a Magyar Kdzlényben vagy a Hiva-
talos lapban, e-mailban értesitést kildink.
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