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Tömegspektrometria (MS) – szerkezetkutatási módszer

MALDI-TOF tömegspektrometria

A MALDI-TOF tömegspektrométer elvi működése

Tömegspektrum
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MALDI: Matrix

Assisted Laser
Desorption/Ionisation

TOF: Time-of-Flight (repülési idő) 

tömeganalizátor

Ionforrás
ionizáció

Tömeganalizátor
ionok felgyorsításatömeg/töltés szerinti 

elválasztás 

Detektor



MALDI: Mátrix Asszisztált(Segített) Lézer Deszorpció/Ionizáció 
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MALDI-TOF tömegspektrometria

A mátrixba ágyazott 
minta

Mátrix molekulák 
gerjesztése lézerrel

A minta gázfázisba jut
és protonálódik

LÉZER + MÁTRIX

„Lágy” ionizáció  fehérjék, peptidek vizsgálata 



A mikrobák egyedi fehérjeprofillal rendelkeznek
fajra/nemzetségre jellemző „ujjlenyomat”

(elsődlegesen riboszómális fehérjék)

Azonosítás: tömegspektrum mintázata (fehérjeprofil)

összehasonlítás a referencia-tömegspektrumokkal 

MALDI BioTyper mikroorganizmusok azonosítása

MALDI Biotyper
RTC szoftver:

Referencia-
adatbázis 
~ 6900 fajra



Egyedi telepek 
kiválasztása

Mintaelőkészítés

Tömegspektrum

Adatértékelés
Azonosítás

Az azonosítás folyamata

„MINTA”: baktérium tenyészet

Az azonosítás időigénye 96 mintára nézve: << 1 óra!
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Salmonella: Ételfertőzést okozó zoonotikus patogén baktérium

• gasztroentritiszes járványok okozója világszerte

• >>96 400 megerősített humán  szalmonellózisos
eset az EU-ban évente

• /szárnyasokban, tojásaikban, marha- és sertéshúsban/

A Salmonella élelmiszerbiztonsági helyzete



Salmonella spp. kimutatása 

A klasszikus MSZ EN ISO 6579:2006 szabványos módszer és a műszeres technikák 
időigényének összehasonlítása

1. nap

2. nap

3. nap

4. nap

5. nap

/Validálás 200-nál több tenyészettel0 fals negatív, 0 fals pozitív/
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Salmonella szerotipizálás

Jelentősége:

- tömeges fertőzések felismerése
- járványügyi követés
- kontaminációs források, útvonalak azonosítása
- egyedi esetek kezelése

White-Kauffmann-Le Minor séma

Antigének (O; H; Vi) vizsgálata

Kivitelezés: tárgylemez-agglutináció

Időigényes, szaktudást igényel, drága

(250+ antiszérum)
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Faj, alfaj alatti rendszertani kategóriák vizsgálata

A nagymértékben expresszált gének polimorfizmusai különböző 

aminosav-variációkat eredményezhetnek a fehérjékben

jellegzetes tömegszám-eltolódásokként

jelentkezhetnek a tömegspektrumon

Több, mint 45 különböző Salmonella enterica subsp. enterica szerovariáns

referenciatörzsének és izolátumának vizsgálata MALDI-TOF MS-sel

- köztük az 5 epidemiológiailag legjelentősebb szerovariáns:

S. Enterica, S. Typhimurium, S. Virchow, S. Infantis, S. Hadar

MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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Szakirodalmi háttér a Salmonella enterica subsp. enterica szerovariánsok 
megkülönböztetésére MALDI-TOF MS metodikával



Jellegzetes tömegszám-eltolódások, biomarker ionok a különböző 
Salmonella enterica subsp. enterica szerovariánsok tömegspektrumában

Salmonella

Virchow

egyéb 

Salmonella

szerovariánsok

Salmonella

Enteritidis

egyéb 

Salmonella

szerovariánsok
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MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában



Jellegzetes tömegszám-eltolódások, biomarker ionok a különböző 
Salmonella enterica subsp. enterica szerovariánsok tömegspektrumában
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MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában



Salmonella

Haifa
Salmonella

Manchester

Salmonella

Stanley

egyéb 

Salmonella 

szerovariánsok

Jellegzetes tömegszám-eltolódások, biomarker ionok a különböző 
Salmonella enterica subsp. enterica szerovariánsok tömegspektrumában
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MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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A nagy mennyiségű tömegspektrometriás adat feldolgozása nem 
egyszerű feladat  számítás technikai háttér

„Szuperspektrum” készítése – átlagolt, normalizált, ismételhető, tömegszám pontos, 

összehasonlítható tömegspektrumok előállítása

Tenyészetek készítése,

Etanolos extrakció

Tömegspektrumok

készítése (6 * 1000 db)

Tömegszám kalibráció 

„Belső kalibráció”

„Szuperspektrumok” 

készítése

„Szuperspektrumok” 

összehasonlítása, 

elemzése

Azonosítási algoritmus 

felállítása

Ismeretlen izolátumok

azonosítása



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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A szuperspektrumok összehasonlítása, elemzése:

Táblázat formátum – tömegszám, relatívintenzitás, megjelenési valószínűség

„Belső kalibráció”-hoz használható tömegszámok keresése, biomarkerek

m/z: [3000-16000 Da]

P[%] m/z Anatum Banana Bracknell Enteritidis Hadar Infantis Virchow Typhimurium Brandenburg Manchester

50 5 081 8 4 6 3 8
100 5 143 31 46 16 7 16 36 13 38 37 6
10 5 228 2
60 5 272 7 11 4 9 10 8
10 5 279 2
80 5 311 4 6 4 4 4 3 4 3
80 5 340 7 9 3 9 9 10 6 5
80 5 353 5 8 2 10 7 11 3 4
100 5 370 31 54 15 14 46 41 42 24 30 7
100 5 381 86 100 28 22 100 109 100 77 72 7
90 5 396 9 18 3 2 10 13 11 11 8
90 5 409 11 15 2 2 9 12 12 10 5
20 5 419 6 8
20 5 423 5 5
50 5 433 7 5 8 3 4
40 5 444 10 14 6 5
10 5 464 6
70 5 479 11 10 3 2 5 5 8
10 5 493 2
50 5 502 3 5 2 4 3
10 5 509 3
30 5 594 4 2 2
40 5 608 7 10 8 8
60 5 614 30 14 7 3 8 22
40 5 619 5 12 7 6
20 5 639 2 2
80 5 740 11 15 2 5 13 5 13 12
10 5 754 4
10 5 825 2
60 5 884 5 9 3 7 9 8
10 5 938 2
20 5 993 3 6
50 6 009 28 47 55 8 16
40 6 023 7 6 7 8
40 6 037 6 29 6 4
40 6 050 6 8 8 5
20 6 066 11 8
50 6 078 10 14 10 3 11
90 6 094 3 49 100 100 70 7 19 12 100
40 6 108 14 12 7 19
50 6 114 6 15 10 14 10
40 6 122 10 12 11 14
40 6 137 5 7 6 5
30 6 148 6 6 6
30 6 157 4 7 11
10 6 173 3
10 6 183 3
30 6 195 3 2 2
50 6 212 3 2 5 3 5
10 6 220 3
10 6 224 2
90 6 241 8 8 4 3 13 9 12 4 2
100 6 255 81 93 33 19 90 98 80 76 68 9
30 6 271 8 10 9
50 6 284 6 10 3 8 7
90 6 301 10 10 3 2 13 12 13 7 5
100 6 316 60 66 18 11 54 74 46 55 47 5
50 6 332 7 10 2 9 5
50 6 343 6 10 7 6 3
20 6 356 6 5
30 6 368 2 5 5

100 6 384 38 50 16 3 16 47 9 43 28 5
70 6 399 7 9 3 4 8 3 4
10 6 411 5
30 6 416 4 5 3
10 6 426 3
30 6 445 5 6 3
30 6 460 3 3 2
20 6 474 3 3
70 6 484 9 11 3 6 6 11 8
60 6 501 5 7 3 7 8 5
80 6 516 10 14 12 2 18 12 10 4
20 6 529 3 2
30 6 538 2 3 3
20 6 547 3 3
70 6 572 3 3 3 4 3 2 4
40 6 684 2 5 5 5
10 6 759 2
10 6 767 2



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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Jellegzetes biomarker ionok a különböző
Salmonella enterica subsp. enterica szerovariánsok tömegspektrumaiban

Forrás: Appl. and Enviro. Microbiol. 2011,77(12):4136 



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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A Salmonella enterica subsp. enterica szerovariánsok megkülönböztetése 
a biomarker ionok alapján 

Forrás: Appl. and Enviro. Microbiol. 2011,77(12):4136 



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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Szakirodalmi háttér a Listeria speciesek megkülönböztetésére
MALDI-TOF MS metodikával



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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Szakirodalmi háttér a Listeria speciesek megkülönböztetésére
MALDI-TOF MS metodikával



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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A biomarker ionok alkalmazása a Listeria speciesek esetén

Biomarker ion m/z: 7945 Da

Listeria monocytogenes
NCAIM B 01374



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában
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Listeria grayi
NCAIM B 01377

Hiányzó Biomarker ion

A biomarker ionok alkalmazása a Listeria speciesek esetén



MALDI-TOF MS fejlesztési lehetőségek 
a mikroorganizmusok azonosításában

Hungalimentaria 2017.04.26-27.

Listeria monocytogenes
izolátum
VIDAS pozitív

A biomarker ionok alkalmazása a Listeria speciesek esetén

Biomarker ion m/z: 7945 Da



A MALDI-TOF technikában rejlő potenciál

• Legionella spp. meghatározása kevert tenyészetekből

• Staphylococcus aureus – MRSA meghatározása (antibiotikum 

rezisztencia előrejelzés) 

• Campyobacter spp. megkülönböztetése

• atipikus morfológiával rendelkező tenyészetek azonosítása 

További alkalmazási lehetőségek
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MALDI-BioTyper módszerrel történő identifikálás

• Egyszerű és gyors
• Pontos és megbízható
• Könnyedén beilleszthető a rutin mikrobiológiai módszerekbe
• Kimutatás és megerősítés egy lépésben
• Salmonella spp. jelenlét vizsgálati ideje legalább 1, de akár 2 nappal is 

csökkenthető!

Salmonella szerovariánsok megkülönböztetése

• Nem-szelektív táptalajok és etanolos extrakcióval kombinált 
minta-előkészítés javasolt

• Számos potenciális biomarker ion, DE nem feltétlenül csak egy 
szerovariánsban

• Biomarker-kombinációkban kell gondolkodni
• Bíztató eredmények, összhangban a szakirodalommal
• További szerovariáns-izolátumok vizsgálata szükséges

Összefoglalás
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