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Tartalmi osszefoglalo

A szakdolgozat témajaul egy régi modszer uj megkdzelitésbol torténd kisérletes
vizsgalatat valasztottuk. Munkank sordn a mikrobiologidban hagyomanyos
érzékenységvizsgalatok tomegspektrometriai megkozelitését vizsgaltuk. Kivancsiak
voltunk arra, hogy ez az 1) elgondolds, amirédl a napjainkban megjelend
szakirodalomban egyre tobb és igéretesebb publikacid sziiletik, vajon a hazai

laboratériumi gyakorlatban is megval6sithato-e.

Célul thztik ki, hogy ezen a napjainkban még csak kutatott teriileten kisérletes
munkat végziink és megprobaljuk eldonteni, hogy vajon helye lehet-e az 4j modszernek
a mikrobiologiai rutin eljarasok kozott. Kisérleteinkben elsésorban az ampicillin
antibiotikumot vizsgaltuk részletesen. Az alapelgondolas szerint, ha egy baktérium
rezisztenssé valik egy antibiotikummal szemben, akkor azt sok esetben ugy éri el, hogy
az antibiotikumot valamely enzimjével hatdstalanitja, igy elkeriili annak antibakterialis
hatasat. Ez az artalmatlanitds altaldban enzimatikus vagasokat jelent az antibiotikum
molekulajaban, igy az méar nem lesz képes a baktérium ellen hatast kifejteni.
Kisérleteink sordn azokat a valtozasokat kerestiikk tomegspektrometrids modszerrel,
amelyek az ampicillin molekuldjdban torténnek a bakteridlis rezisztencidt biztosito
enzimek miikodése révén. Igy végsé soron kovetkeztethetiink a vizsgalt baktérium

izolatum rezisztencidjara.

A modszer Ujszerlisége miatt tobbé-kevésbé szabadon kisérletezhettiink a technika
megvaldsitasaval és  finomitasaval, terveket készithettink a kivitelezésrol,
tapasztalatokat szerezhettiink a buktatokrol, az alapveten sziikséges feltételekrdl és

végiil sikereket is elértiink.

Kisérletes munkankkal sikeriilt bizonyitanunk, hogy lehetséges ennek az 1
eszkoznek az érzékenységvizsgalatokban vald hasznalata is. Az alkalmazott ampicillin
bontasi kisérletek eredményeként megallapitottuk a kivitelezés feltételeit, kidolgoztuk
magunk szamara azokat a protokollokat, melyek alapjan mas antibiotikumok is

vizsgalhatok lesznek ezzel a modszerrel.

Eddigi sikereink alapjan bizakodunk abban, hogy munkank esetleg egy nagyobb

szabasu folyamatban kiépiil6 modszer egyik épitéelemévé valhat.
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1. Bevezetés

Napjaink egyik legégetobb problémaja a vilag népességének drasztikus
novekedése és az ebbdl kovetkezd komplex egészségligyi problémak. Az egyik
legfontosabb ilyen nehézség az egészségligyi ellatds mindségének fenntartisa a
megnodvekedett igénybevétel mellett. Mindehhez hozzajarul a tovabbra is kontrollalatlan
antibiotikumhasznalat az egészségiigyben ¢és az élet egyéb teriiletein is, a globalissa valo
kereskedelem és turizmus széles rétegek részvételével, a mikroorganizmusok
antibiotikus szerekkel szembeni rezisztencidjanak mind altalanosabba valasa, valamint
az gjonnan kifejlesztett antibiotikus szerek szdmanak és elérhetdségének csokkenése.
Ha az emberiség szeretné ezt a folyamatot ellendrzése alatt tartani, mindenképpen
sziikkséges az ehhez sziikséges eszkozok fejlesztése, 1) moddszerek bevezetése, a
hagyomanyos rutin mikrobioldgiai technologidk feliilvizsgalata, és ha sziikséges,

helyettesitése.

Az antimikrobialis érzékenységvizsgdlatok hagyomanyosan a klinikai
mikrobiologiai laboratoriumok feladatkoreihez tartoznak. Az alkalmazott rutin
technologidk legfontosabb  eszkdozei a  korongdiffuzios ¢és a  kiilonbozo
antibiotikumhigitasos modszerek. Ezek a metodikak évtizedek ota ismertek, széleskorti
szakmai tapasztalatokra épiilnek, melyek alapjan a mai egészségiigyben eléforduld

mikrobak érzékenységi viszonyai még jol detektalhatok, kontrollalhatok.

Egyre siirgetdbb azonban a beteg- és mintaszamok drasztikus novekedése
kovetkeztében az az igény, hogy az érzékenységvizsgalatok hagyoményosan jo, de id6t
igényl6 modszerei mellett bevezethessiink olyan gyors modszereket is, melyek id6vel, a
kezdeti technikai, metodikai és szakmai elméleti problémak lekiizdése utan akar a rutin

crer

valhatnak gyorsasaguk, egyszeriiségiik és gazdasagossaguk miatt.



Napjainkban az erre a problémara megoldast nyuQjtani igyekvé 1j technikak

legigéretesebbjei mindenképpen a tomegspektrometrias modszerek.

2. Irodalmi attekintés

2.1. AMALDI-TOF MS tomegspektrometria altalanos jellemzése

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) olyan analitikai modszer,
melynek elsé 1épése a vizsgdlandd anyagminta (analit) atomjainak vagy molekuldinak
ionizécioja, majd a keletkez6, kiilonb6zé méretli, gaz halmazallapotba Kkeriild
részecskéket toltésegységre esd tomegiik (mass to charge, m/z) szerint elvalasztjuk. Ez
elektromos és/vagy magneses mezd segitségével torténhet ezen vegyiiletek eltérd

energiaja, impulzusmomentuma vagy sebessége alapjan [1].

A MALDI-TOF betliszo specialis tomegspektrométert jelent, amelyben az
ionforrds a MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization) és a tomegszam-
analizator a TOF (Time of Flight), ami az ionizaci6 soran keletkezett ionok tomeg/toltés
szerinti szétvalasztasara szolgdl. A MALDI-TOF tomegspektrométer tartalmaz
mintabeviteli rendszert, ionforrast, iongyorsitot, analizatort, detektort, vakuumrendszert,
szamitogépet €s elektromos energiat biztositd egységeket, illetve a kisérletekhez
sziikséglink van egy mintatartd lemezre (plate-re), amire az analit (esetiinkben a

vizsgalt, 18-24 oras, fiatal baktériumtelep), majd a matrix felvitelre kertiil.

A matrix (pl. alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav vagy dihidroxi-benzoesav) egy
segédanyag, felvitelkor az analit a matrix molekulakristalydba dgyazodik. Funkcidja a
1ézer altal biztositott, az ionizacidhoz sziikséges energia elnyelése €s atadasa az analit
molekuldinak. A matrixszal egyiitt kristdlyosodott analit ennek hatdsara a mintabol

felszabadul (deszorpcid), és molekulaionok forméjaban gaz fazisba keriil [2].

A nagy ionizacids energia hataséara reakciok jatszodnak le a szilard fazisbol kirobbant
molekulak kozott a gaz fazisban, ahol a matrix molekuldk titkozéskor egymast, illetve a
vizsgalt molekuldkat is protonalhatjak. Elektromos erdtérben egy gyorsitofesziiltség
(19-20 000 V) készteti az ionizalt molekulakat mozgasra, majd vakuumban repiilve a
kisebb méretli molekuldk rovidebb, a nagyobb molekulak hosszabb idd alatt jutnak el az

analizatoron keresztiil a detektorba [1].
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Ezt a megfigyelést, miszerint a molekula mérete és a detektor eléréséhez sziikséges
reptilési 1d6 kozott ardnyossag 4all fenn, felhasznalhatjuk a felgyorsitott ionok
tomegének a meghatarozasahoz (time of flight, TOF). Az igy kapott eredmény a
tomegspektrum, melyben az egyes csucsok a minta egy adott m/z fajlagos tomegii
molekulaionjat jelzik (esetiinkben a mikroorganizmus kiillonbozé fehérjéinek
feleltethetoek meg), a csucsok magassdga pedig az adott molekula mennyiségével

aranyos.

A mikrobak jellegzetes fehérjeprofillal rendelkeznek, igy a kapott

tomegspektrum alapjan beazonosithatdak.

2.2. A MALDI-TOF MS alkalmazasi lehetoségei a mikrobiolégiaban

A modern klinikai mikrobiologia napjainkban atalakuloban van. A forradalminak is
nevezhetd valtozasokat egy régota ismert technologiai vivmany idézte eld, mely az
1970-es évek kozepén a mikrobiologiaban is bontogatni kezdte a szarnyait. Ez a
technoldgia a tomegspektrometria, melyet régota hasznaltak mar kiilonbozé kémiai
anyagok meghatarozasara, jellemzésére, de mikrobak identifikalasara akkoriban még
nem volt alkalmas. Megemlitendd, hogy az 1970-es, *80-as években viragkorat élte egy
hasonl6 mikrobioldgiai mddszer. A gazkromatografias technikaval anaerob, nehezen
meghatarozhaté  baktériumok  zsirsavai és  egyéb  kis  molekulatomegii
anyagcseretermékei alapjan lehetett fajszinti  identifikalast végezni [4]. A
gazkromatografia kivaldo eszkdz volt, késobb azonban a biokémiai identifikald

gyorstesztek, ¢s a molekularis bioldgiai eszk6zok térhoditasa révén hattérbe szorult.



A MALDI-TOF MS tomegspektrometrids modszert baktériumok karakterizalasara
elészor 1975-ben probaltak alkalmazni [5]. Az 1980-as évekre odaig fejlodott a
modszer, hogy mar nagyobb molekulatomegii polimerek, biomolekuldk detektalasara is
alkalmassa valt, igy lehetdség nyilt arra, hogy az egyes baktériumokrél az
identifikalashoz elegendé mintazatokat, Gn. ,profilokat” hozzanak I1étre, vagyis
tulajdonképpen elkészitették az elsé adatbazisokat [6, 7, 8, 9]. Maga az ionizacios
MALDI-TOF MS technika kifejlesztése Franz Hillenkamp és Michael Karas nevéhez
fliz6dik, akik 1988-ban tették meg az elsé 1épéseket a mai metodus eszkozének
prototipusaval [10]. Egy masik kutatocsoport Koichi Tanaka vezetésével szintén kivalo
eredményeket ért el az ionizaciés technikan alapuld miiszerrel [11], munkajuk

jelentéségét 2002-ben Nobel-dijjal ismerték el.

A XX. szazad utolso évtizedében az alkalmazott tudoményok és a mikrobioldgia
szinte minden teriilete ,felfedezte” a modszert és innentdl kezdve terjedése
megallithatatlan volt. Az identifikécios problémakra gyors és vilagos valasszal szolgdlni
képes eszk6z nagyon hamar meghoditotta a mikrobiologiai laboratoriumokat.
Legeldszor a klinikai mikrobioldgia volt az, amely a modszert a rutin moédszerek kdzé
emelte. Gyors, pontos ¢és tisztan értelmezhetdé eredményei nem csak a gyakori aerob
baktériumok, de késébb az anaerob baktériumok, a tapanyagigényes és nehezen
tenyészthetd baktériumok, s6t még bizonyos gombak pontos identifikalasaban is
elérhetévé valtak. Az adatbazisok fejlodésével, novekedésével mind szélesebbé és
»extrémebbé” valtak a MALDI-TOF tomegspektrometria korlatai elsGsorban a
mikrobiologiai, de mas egyéb identifikacios folyamatokban is, sot még bizonyos DNS-
analitikai munkak kapcsan is mind biztatobb eredmények bukkannak fel a nemzetkozi
irodalomban [12, 13, 14, 15, 16, 17]. A XXI. szazad masodik évtizedére a metodika
annyira széleskorien elterjedté valt, hogy még olyan tudomanyteriileteken is intenziven
kutatott és mara mar alkalmazott médszer a MALDI-TOF MS, mint példaul a virologia
[18]. Mindezeket Osszefoglalva elmondhato, hogy a MALDI-TOF MS technika
talhaladta a hagyoméanyos biokémiai identifikaciés modszerek lehetdségeit. A mara mar
hagyomanyosnak mondhaté DNS alapi metodikak lassabbak, nehezebben
kivitelezhetoek illetve dragabbak, és ezek miatt hattérbe szorulni latszanak az

identifikacioban.



2.2.1. Identifikacios lehetéségek

A klinikai mikrobiologiaban a MALDI-TOF MS alapu identifikalas rutin modszerré
alakul napjainkban mar hazankban is. Gyorsasaga, precizitdsa, megbizhatdsaga
meghaladja a hagyomanyos modszerek hatarait. Szoftveres értékel6 rendszere (MALDI-
BioTyper®) objektiv mddon interpretalja a faj- vagy nemzetségszintli identifikacios
eredményeket [19, 20].

Az értékelés soran az adott mintabol kapott spektrogramot az adatbazisban szerepld
spektrogramok mindségével hasonlitja 6ssze a szoftver és ez alapjan ad ,,score” értéket
az adott izolatumra. Az adatbazisban szerepld spektrumokkal vald hasonlosag alapjan
faj- vagy nemzetségszintli meghatarozasi eredményt kapunk, rosszabb esetben — hibas
mintafelvitel, hibas mérés, nem megfelel6 minta, stb miatt — ,,nem megbizhat6” (,,not
reliable”) is lehet az eredmény. A mérési tartomanyban spektrumot nem tartalmazo
vagy nem detektalhatdo mintardl értékelheté eredmény nem késziil (,,no peaks found”).
Olyan esetben azonban, ha a kapott spektrum egyik adatbazisban szereplé spektrumra
sem illeszthetd, el6fordulhat, hogy nem valamilyen hiba folytan kapunk nem megfeleld
(,,not reliable”) eredményt, hanem mert az éppen vizsgalt faj eddig még nem szerepelt a
hasznalt eszkoz adatbazisaban. Ilyen esetekben — alapos identifikacids eljarasok utan

(szekvenalas, referenciatorzsek, stb) — az adatbazis fejleszthetd, uj fajok épithetok be.

2.2.1.1. Identifikacios modszerek

Direkt felvitel

A legegyszeribb mintafelviteli modszer, mellyel a leggyorsabb eredményeket
érhetjiik el, a direkt felvitel. A baktériumtelep mintatartd lemezre (plate-re) vald
felvitele, a matrix hozzaadasa és beszaradasa utan torténik a vizsgalat. A modszer
munkaideje néhany perc. Sok aerob bélbaktérium igy is jol identifikalhatd, de az
eredmények megbizhatdésaga legtobbszor csak a nemzetségszintli identifikélasi

eredmény kategoriajaba esik. Leginkabb csak nagyon gyors tajékozodasként

alkalmazhat6 egy ismeretlen mikroba hovatartozasat vizsgéalva.



Hangyasavas gyors extrakcios modszer

A legtobbszor hasznalt modszer a MALDI-TOF MS rutin klinikai mikrobiologiai
alkalmazasok soran. A mintafelvitel utan egy egyszerii hangyasavas gyors kezelés utan
torténik meg a mérés. Kortilbeliil 5-10 perces munkaidd utan juthatunk eredményekhez.

A gyakoribb bélbaktériumok kivald hatasfokkal azonosithatok igy.

Teljes extrakcios moédszer

A legmegbizhatobb modszer az ismert minta-el6készitési metodikak koziil,
nehezen feltarhaté mikrobak esetén is kivalé eredmények biztosithatok. A minta teljes
etanolos extrakcidjat kovetden tovabbi tomény (70%) hangyasavas és acetonitriles
feltarast (roncsolast) végziink. Az oldatba vitt vizsgalando fehérjéket tisztitott formaban,
a sejtiiledéktdl elvalasztva mérjiik a tomegspektrométerrel. Koriilbeliill fél oras

munkaidd utdn kapunk eredményeket a modszerrel.

A legpontosabb eredmények érdekében ez a leginkdbb javasolt eljaras, de idd- és

vegyszerigénye miatt a gyors ¢€s egyszerii hangyasavas eljaras elterjedtebb.

2.2.1.2. Kozvetlen identifikacio klinikai mintabdl

A tomegspektrometrids mikrobioldgiai mddszertan lathatdoan abba az iranyba
igyekszik fejlédni, hogy betegmintakbol kdzvetlen baktériumazonositas torténhessen, ez
azonban sok technikai nehézség miatt még nem lehetséges. Néhany kivétel azonban mar
elérhetd. Ilyenek azok a mintak, amelyekben sok, viszont csak ,.egyféle” mikroba
talalhato, igy azok koncentralt tiledékébdl kozvetlen MALDI-TOF MS mintafelvitel és

identifikacié végezheto.

Hemokultira mintak: a szepszist leggyakrabban egyetlen fajhoz tartozo
mikroorganizmus okozza, igy a feldisult vérminta iiledékébdl MALDI-TOF MS
identifikacid végezhetd. Szepszis esetén a minél gyorsabb ¢és minél pontosabb
identifikacid életmentd adatnak mindsiil, igy a moddszer fejlesztése, tokéletesitése
szlikségszerli is. Ha azonban a mintdban nem egy, hanem kettdé vagy tobb

mikroorganizmus fordul eld, akkor azok az itt leirt eljardssal nem lesznek
9



azonosithatdak, valdsziniileg csak a legnagyobb mennyiségben jelenlévé mikroba
azonositasa torténik meg. Emiatt egyeldre sziikségszerli pArhuzamosan a hagyomanyos,
kioltason alapuld technika alkalmazasa is [21]. Természetesen vannak mar olyan
szoftveres fejlesztések is, melyek a tobbféle baktériumot tartalmazé mintabdl kapott

»vegyes” spektrumokat is értékelni lesznek képesek, de ez ma még nem megbizhato.

Vizeletmintadk esetében: monobakteridlis fert6zés esetén szintén jo eséllyel
megallapithaté a fert6z0, nagy szdmban jelen 1évd baktérium faja, de a mintaban
jelenlévé csiraszam — és az érzékenység — meghatarozasa miatt még mindig sziikség

van a hagyomanyos kioltasos modszer parhuzamos alkalmazasara is [22].

2.2.1.3. Tipizalasi lehetéségek

A faj szintli azonositason tdl, egyre tobb olyan publikacid jelenik meg, melyek a
tipizalas lehetdségét boncolgatjdk MALDI-TOF MS metodika segitségével. Ezek koziil
talan a legeldrehaladottabb ¢és epidemioldgiai okok miatt a legjelentdsebb is, a
Salmonella izolatumok tipizalasa, mely standard modon szerotipizalassal tortént eddig.
A Salmonella izolatumok fajszintli meghatarozasa utan szoftveres segitséggel
keresheték olyan egyedi marker fehérjék (a spektrumban csucsok, un. ,,peak”-ek),
melyek az adott szerotipusra jellemz6, egyedi markerek [23]. Ezek alapjan a sokszor
nem teljesen megbizhaté és sok tapasztalatot igényld tradicionalis szerotipizalasi
modszerek alkalmazésa talan kivalthatd lehetne ezzel a teljesen objektiv identifikéalasi

eljarassal, mely idoben és koltségek tekintetében is messze hatékonyabb eszkoz lehetne.

2.2.2. Erzékenységvizsgalati lehetéségek

A MALDI-TOF tomegspektrometriai vizsgalatok terliletén az igazi Ujdonsag
napjainkban az érzékenységvizsgalatok lehetdsége. Nincsen még kiforrott modszer,
tobb iranybodl, tobb megkdzelitésbdl végeznek vilagszerte alapkutatisokat a metodika
Kifejlesztésére. Ezen szarnyprobalgatasok koziil a legigéretesebbnek azok a tesztek
tinnek, melyek az antimikrobidlis szerek spektrumainak valtozasat vizsgaljak az adott
mikroba enzimeinek val6 kitettség utan (a szakdolgozatban részletezett kisérletek is ezt

a megkozelitést vizsgaljak). Az enzimtevékenység nyoman, kismértékili eltolodasok
10



jonnek létre a tomegspektrum egyes csucsain (,,peak”-jein) azaltal, hogy egy-egy kotést
felszakitva vagy egy-egy atomot, atomcsoportot levagva, modosul az eredeti molekula
is, azaz a tomegspektruma is valtozik. Ezeknél a vizsgalatoknal altalaban egyelére még
csak egy-egy olyan fontos antibiotikum tesztelése torténik, melyek elére jelezhetik
valamilyen rezisztenciamechanizmus jelenlétét az adott mikrobaban, vagyis az
interpretacid soran kihasznaljuk azt, hogy egyes rezisztenciaviszonyokbol tobb masikra
is kovetkeztethetiink. A jovoben valosziniileg elérhetok lesznek egész antibiotikum
paneleket vizsgalo lehetdségek is, egyelére — még az alapkutatdsi szakaszban — lassu és

koriilményes manualis munka révén vizsgalhatunk egy-egy antibiotikumot.

Ilyen tesztek elvégzéséhez a MALDI-TOF MS késziilék alapbeallitasait is
modositani kell. Az antibiotikumok joval kisebb méretii és tomegli molekulak, mint az
identifikacioknal vizsgalt nagytomegii biomolekulak, igy a tesztelt tomegtartomany is
joval a szokdsos tartomdnyok alatt van. Bar a vizsgalt antibiotikumok ,mérése”
viszonylag alacsony koncentracidban torténik, de a megfeleld tomegspektrum
eléréséhez a detektor érzékenységét igy is le kell csokkenteni, hogy optimalisan tudjuk
detektalni a kis molekulatomegli antibiotikum ¢és bomldstermékeinek a jelenlétét. Az
ilyen tipusit MALDI-TOF MS mérések tehat 0j paraméterek beallitasat kovetelik meg a
késziiléken, amelyhez természetesen mindig 1 kalibraciok is sziikségesek a megfeleld

molekulatémeg tartomanyban.

Az érzékenységi vizsgalatok automatizalasa tomegspektrométeres meérésekkel
valoszinlileg a tdvolabbi jovot képviselik. Egyelére a vizsgalati modszerek
optimalizéalasa, hasznalhatdsaganak tesztelése folyik, ha valamelyik metédus minden
szempontbol ,,bevalik”, akkor valoszintileg egy ujabb teriiletet hodit el maganak a rutin

mikrobiologiai laboratériumokban a tomegspektrometria.

2.2.2.1. Erzékenység elorejelezhetisége identifikacié révén

A MALDI-TOF MS vizsgalatok nagyon preciz identifikalast tesznek lehetévé mar
az elérhetd alapszintli adatbazisok rendkiviili soksziniisége révén is. Nem ritka a rutin

mikrobiologidban, hogy egy konnyen hatarozhatonak tiind mikrobarél MALDI-TOF
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MS analizis utan ,kideriil”, hogy valami egészen ritka, valami egészen furcsa

organizmussal van éppen dolgunk.

Ismerjiik, hogy bizonyos gombak és baktériumok egyes fajai genetikailag
rezisztensek bizonyos szerekre, azaz természetes rezisztenciaval rendelkeznek
kiilonbozé antimikrobialis szerekkel szemben. A természetes vagy genetikailag
meghatarozott rezisztencia azt jelenti, hogy az adott faj minden egyede, torzse,
izolatuma mindig rezisztens az adott antibiotikummal szemben. Ebbol kovetkezik, hogy
ha az egyszert identifikacio soran kapunk egy megbizhaté eredményt, akkor a faj ismert
természetes rezisztenciaviszonyai révén interpretalhatjuk is az antibiogram bizonyos

részeit.

A pontos identifikdcié informacidja tehat mar magaban hordoz egy sor mas
informaciot is, mely az adott faj egyéb tulajdonsagaira vonatkozik. Bizonyos fajokrol
ismert, hogy rezisztensek bizonyos antibiotikumokra, toxintermel6k, biofilmképzésre
hajlamosak. Eléfordulhat olyan eset is, hogy a vizsgalandé antibiotikumok kore egészen
mas kell, hogy legyen bizonyos baktériumok esetén, igy a pontos identifikacionak
megint csak fontos szerep jut. Egy nem teljesen objektiv azonositis ezek miatt

kifejezetten veszélyezteti IS a terapia sikerességét.

Az adott mikroba koroki szerepének eldontésekor is fontos a preciz identifikécio,
mindenképpen nélkiilozhetetlen ez az informacid annak elbiralasakor, hogy az adott
mintabol egy a normal flora részét képezé baktérium keriil-e el6, vagy egy sok

patogenitasi faktorral rendelkez6 valodi korokozo.
2.2.2.2. MSSA/MRSA

A methicillin érzékeny (MSSA) és rezisztens (MRSA) Staphylococcus aureus
torzsek elkiilonitése nagyon fontos mind a klinikumban, mind az epidemiologiaban. A
két tipust elkiilonité hagyomanyos modszerek sokasagan tal, a MALDI-TOF MS is
segitséget nyujthat a gyors ¢és pontos differencidlasban. A modszer a hagyomanyos
spektrometrias identifikaciés metdduson alapszik, kiegészitve azzal, hogy az azonositas
soran kapott spektrogramok alaposabb analizise révén tarja fel a kiilonbséget a két S.
aureus tipus kozott [24]. A modszer kifejlesztéinek szamitasai szerint kb. 30 S. aureus

izolatum identifikalasa és azutan az MSSA/MRSA differencialas mindossze csak két
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orat vesz igénybe. Informatikai és statisztikai eszkozokkel talaltdk meg azokat a
csucsokat a spektrogramokban, melyek jellegzetesen el6fordulnak MRSA
izolatumokban és konzekvensen hianyoznak MSSA izolatumokbol. Erdekes modon
ezek a csucsok egy bizonyos (m/z) tartomanyban halmozottan helyezkednek el az
MRSA torzsek esetén. A kapott kiilonbségek kozott két peak szignifikansan jelen van
vagy hianyzik MRSA és MSSA torzsekben: 3784 Da és 5700 Da a két legfontosabb és

legbiztosabb marker a differencialas soran, melyek csak MRSA-knal észlelhetok.
2.2.2.3. cfiA

Hasonl6 elven alapul a cfiA gént hordozd, illetve nem hordozo Bacteroides fragilis
torzsek differencialasa is [25]. A cfiA gén egy karbapenemaz enzimet kodol, mely
karbapenemekre rezisztensé teheti az azt termelni képes baktériumot. A B. fragilis
torzseket két nagy csoportra oszthatjuk: 1. ¢s II. divizidkra, melyek koziil az 1. divizioba
tartozo torzsek hordozzak a cfiA gént, a II. divizidba tartozok nem. A MALDI-TOF MS
identifikacié sordn a két divizido elkiilonithetd, vagyis a cfiA gén hordozasa is
screenelhetd ezen a kozvetett modon. A két divizid elkiilonitésekor a 4700 és 5300 Da
kozotti  tartomanyban 5 olyan csucs észlelhetd, melyek kimutatasaval ol

differencialhato a két B. fragilis csoport.
2.2.2.4. ,Breakpoint modszer”

A modszer az eldzoekhez képest eltérd szemléletli. Ebben a megkozelitésben a
mikroorganizmust (a modszert leirdé koézleményben Candida albicans-t) egy
antimikrobidlis szer higitasi soraval tenyésztik folyadékkultirakban [26]. A tenyésztési
1d6 (15-24 6ra) utan, amikor a mikroba az adott alacsony koncentrdciokban még nem
érzeékeny a szerre egy ,,normalis” spektrumot kapunk az identifik4las eredményeként.
Azokban az esetekben viszont, ahol mar eléri a szer az érzékenységi hatart — illetve az e
folotti koncentracioknal — a spektrumokon konzekvensen eltéré peak-mintazata
eredményeket figyelhetiink meg. A két eredmény kozti eltérés nem folyamatosan
kialakulé mintazatvaltozas, hanem az egyik koncentraciétdol kezdddden hirtelen
kialakulo valtozas. Ez a koncentracié (a publikacié kisérletei alapjan) jellemzdéen
nagyon jo egyezést mutat a vizsgalt izolatum MIC (minimal inhibitory concentration)

értékével.
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Ez a moddszer tehat azt a kérdést, hogy a vizsgalt mikroba érzékeny, vagy
rezisztens-e az adott antimikrobialis szerre, nem csak eldonti, de emellett még egy MIC
értékkel jol korrelald eredményt is képes szolgaltatni. Természetesen eldzetes pontos
identifikalast igényel a modszer, mivel a breakpointok értékelése — és ez vonatkozik

minden, ezen az elven alapulé egyéb modszerre is — fajfiiggo.
2.2.2.5. P-laktamaz aktivitas detektalasa

A modszer az antibiotikum ellen haté mikrobidlis enzimaktivitast detektalja egy az
eddig emlitettektél ismét jelentdsen eltérd megkdzelitésbol [27]. Itt nem a mikroba
marker fehérjéinek valtozasait detektalhatjuk, hanem az antimikrobialis szer mikrobialis
enzimaktivitas révén tortént modosulasait észlelhetjiik az alapvegyiilet spektrumahoz
képest. Amennyiben a mikroba rendelkezett az inkubdacié ideje alatt olyan enzimmel,
mellyel modositani, azaz hatastalanitani volt képes az antimikrobialis szert, akkor a szer
spektrumaban specifikus modosulasokat fogunk észlelni. Ezek a modosulasok altalaban
igen finom és nagy felbontést igényld eltérések, melyek azonban egyértelmiien mutatjdk
egy-egy mikroba enzimatikus tevékenységét az adott szerrel szemben, s6t a

molekulaban tortént valtozasok is kikovetkeztethetok.

Ennek a modszernek is vannak azonban hatranyai: egyrészt azokat a
rezisztenciamechanizmusokat nem tudja detektalni, melyek nem az antimikrobialis
anyag enzimatikus moédositasa révén torténnek (uptake blokk, efflux-pumpak, stb),
masrészt pedig azokban az esetekben lehetnek technikai problémak, ha az
enzimtevékenysé€g a mikrobdban csak intracelluldrisan van jelen, igy modositott termék
a leirt metodussal nem detektalhatd. Természetesen a probléma megoldhato, a sejtek
falanak permeabilissé tételével (0,1% SDS, vagy lizis), amely a f-laktamaz aktivitas
mérését megakadalyozhatna [28]. A kisérleteinkben felhasznalt baktériumok nem
rendelkeztek ilyen mechanizmussal, a sejtfalak kezelésére, vagy a sejtek lizisére nem
volt sziikség. Ilyen tulajdonsag els6sorban a Pseudomonas és Acinetobacter fajok

torzseiben fordul elo.
2.2.2.6.  Stabil izotoppal jelolt aminosavak médszere

A vizsgalt baktérium izolatumot antibiotikum higitasi sor jelenlétében tenyésztjiik.

A tenyészetek tapleveséhez eldzetesen stabil izotdopokkal jelolt aminosavakat adunk
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[29]. Abban az esetben, ha az antibiotikumra egy adott koncentracioban mar érzékeny
volt a baktérium, akkor az altalanos marker fehérjéinek spektrumaban valtozasokat nem
latunk, mert metabolikusan eleve inaktivva valt a szer hatasara. Abban az esetben
érzékeny, akkor jellegzetes peak-eltolodasok észlelhetok, mivel metabolikus aktivitasa
kozben a stabil izotdpokkal ellatott mesterséges aminosavakat is felhasznélta, igy a

marker fehérjéiben is tomegnovekedés detektalhato.
2.2.2.7. Kvantitativ vizsgalat bels6 kontroll segitségével

Az elézbleg leirtakhoz (2.2.2.6.) sokban hasonlit6 modszer, de joval rovidebb
inkubaciés id6vel [30]. Stabil izotépokkal jellt aminosavak talalhatok az 1 oranyi
inkubacios id6 alatt a taplevesekben, melyek MIC érték feletti koncentracidban
tartalmazzak a vizsgalt antibiotikumot is. Ha a mikroba képes az antibiotikum melletti
novekedésre (azaz rezisztens rd), akkor az izotoppal jelolt, beépiilt aminosavak
mennyiségi megbecslése révén eldonthetd, hogy rezisztens vagy érzékeny volt-€ a
vizsgalt torzs. A kvantitdlds relativ modon torténik egy ismert mennyiségli belsd

kontrollhoz képest, melyet a MALDI-TOF MS mérés elott adunk a mintdhoz.

2.2.3. Az uj érzékenységvizsgalati médszerek 6sszehasonlitasa

kivitele- MIC vegyszer- miiszer- informatikai hétré
o an f et . . . atrany ref
7¢€si1d6 | becslés igény igény tdmogatas
__hagyomdnyos 20-24h | +- + - - lasst 38
érzékenységvizsgalat
+ .
,breakpoint médszer” | 20-24 h + ++ (MALDI- + egiill%fkflf{k 34
TOF MS) &
+ csak
) . L ) ) (MALDI- extracellularis
B-laktamaz aktivitas 3-4h ++ TOF MS) + enzimaktivitast 35
detektal
stabil izotoppal jelolt - nem
3-4h + +++ (MALDI- +++ el . 36
AS-ak TOE MS) koltséghatékony
stabil izotoppal jeldlt - nem
o 1-2h + +++ (MALDI- +++ les . 37
AS-ak, kvantitativ TOF MS) koltséghatékony

1. tablazat A f6 MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati modszerek attekintése

A fent leirt irodalmi modszereket sok szempont figyelembevételével
Osszevetettiik, hogy egy olyan metodust haszndljunk, amely gyorsan, konnyen és

koltséghatékony modon képes elérni a hagyomanyos technikak eredményességét.
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Hagyoméanyos érzékenységvizsgalatban az izolatum szélesztése ¢és az
antimikrobidlis szer megfeleld alkalmazasa (korong vagy E-teszt) utan a Petri-csészében
torténik az inkubacid (18-20 h), a leolvasas manudlis [31]. A ,breakpoint modszer”
esetén a vizsgalando torzset az antimikrobialis anyag higitasi soraval inkubaljuk, majd
extrahalt tiledékekbdl vizsgaljuk a kritikus koncentracid alatti és feletti spektrum-
mintdzatokat, az értékeléshez egy kevés informatikai tdmogatasra is sziikség van. Az
enzimaktivitas mérésnél (itt: B-laktamaz vizsgalat) az antibiotikum mddosulasat mérjik,
amit az esetleges enzimaktivitas révén szenved el a 3-4 oranyi inkubaci6 soran. Az
értekeléshez egyszerii szoftverek fejleszthetdk, kisérleti munkaban a manudlis értékelés
még konnyen megoldhato. Stabil izotopok beépiilését vizsgald modszerek nagyon
koltséges volta miatt valdsziniileg nem lesznek a rutin laboratoriumokban is
megvalosithatd moddszerek, ennek ellenére az irodalombdl megismert eddigi

eredmények valoban meggy6zoek.

Mindezen elsédleges szempontok mérlegelése utan Ggy dontottink, hogy

kisérletes vizsgalatainkat a -laktamaz aktivitds mérésének modszerére alapozzuk.

2.2.3.1. KErzékenységvizsgalatok automatizalhatésiga

A sok kiilonb6z0, ujonnan kifejlesztett modszer szinte mindegyike olyan aprd és
egyedi valtozasok detektaldsan alapul, melyek észleléséhez informatikai tadmogatas
haszndlata ajanlott. A manudlis detektalas is lehetséges ugyan, de faradsagos és
idoigényes feladatot ruhaz a felhasznélora. A kezdeti kisérletekbdl mar kérvonalazddni
latszik, hogy sziikség lesz olyan objektiv és gyors informatikai hattérre, mely
villamgyorsan képes elemezni a kapott spektrumokbol az aprd, de nagyon fontos
valtozasokat. Ezek automatizalasa nyilvan felgyorsithatna, és rutin modszerré tehetné a
vizsgalatokat. Ma még ilyen szoftverek nem elérhetdek, de a tesztek fejlédése biztosan
magaval fogja hozni ezek kifejlesztését is. Ilyen szoftverek létrehozasa nem bonyolult,

akar még egyszeri tablazatkezel programokkal is (makrok segitségével) megoldhato.
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2.3. Célkitiizések

Munkank sordn célul thztiikk ki annak vizsgélatit, hogy a MALDI-TOF
tomegspektrometria a jovében vajon alkalmas, potencialis eszk6z lehet-e érzékenységi
vizsgalatok elvégzésére rutin klinikai mikrobiologiai laboratoriumokban. A hazankban
még csak néhany éve jelen 1évé MALDI-TOF tomegspektrométerek az identifikaciod
terén mar bizonyitottak, hogy nagyon is helylik van/volna a rutin mikrobioldgiai
laboratériumi eszk6zok, metodikék kozott. Az érzékenységvizsgalatok egyeldre még
egy olyan 0j és képlékeny teriilete a tomegspektrometrianak, melynek kidolgozasan
vilagszerte tobb laboratdrium is parhuzamosan dolgozik, kisérletezik. Nincsenek még
kiforrott ajanlasok vagy biztos technikak. A modszer végleges kidolgozasaban egyeldre
még csak iranyokat latunk a szakirodalomban kutakodva, szinte mindegyik {6 kutatasi
irany egy-egy kivalo otletbdl sziiletett és eredményeiket latva valdszintileg legtobbjiik
képes is lenne fejlesztés és optimalizalds utdn standard moédszerként szolgélni, rutin
laboratoriumokban vald hasznalhatosaguknak azonban biztosan korlatot szab majd

némely modszernél azok tulzott bonyolultsaga vagy koltségessége.

Célul tiiztiik ki, hogy a viszonylag egyszerii és mindenképpen az egyik leggyorsabb
modszerrel, a B-laktamaz aktivitas mérésének modszerével elkezdve a kisérletsorozatot,
eljutunk a modszer optimalizalasan keresztiil a laboratoriumunkban eléforduld klinikai

torzsek vizsgalataig.

A vizsgalatokat olyan torzsekkel kezdtik el, melyekr6l a hagyomanyos
vizsgalatokkal mar ismertek voltak a tomegspektrometridval vizsgalt érzékenységi
adatok, igy az eredményeket ezek ismeretében értekeltiik. Késdbbi kisérleteinkben
végeztiik el ,,a rutinbol” eldkeriilé baktérium izolatumok vizsgalatat, itt a hagyomanyos
mikrobiologiai technikdval parhuzamosan torténtek a mérések, majd a két modszer

eredményeit 6sszehasonlitottuk.

Végsd célunk részt venni abban a hosszu folyamatban, mely soran ennek az 1j
technikanak a fejlesztése torténik, szeretnénk megismerni az egyes modszerek elonyeit,

hatranyait, hogy a jovo rutin felhasznalasaban alkalmazhatok legyenek.
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3. Kisérletek, modszerek

3.1. Anyagok, eszkozok, felhasznalt modszerek

Felhasznalt taptalajok:

Biolab — Mueller-Hinton, véres, csokoladé agar

Felhasznalt baktériumok:

Escherichia coli

Haemophilus parainfluenzae ill. influenzae
Stenotrophomonas maltophilia

Klebsiella oxytoca

Citrobacter braakii

Baktériumok érzékenységvizsgalatdhoz, fenntartasahoz:

a fent emlitett taptalajok
Forma Scientific Infrared CO> Incubator

Abtek Nitrocefin korongok

A kivélasztott, a kisérletekhez felhasznalt baktériumokat csokoladé taptalajon,
heti 2-szer atoltva tartottuk fenn. A termosztatban a hémérséklet 37°C, a levegd CO2
tartalma 5.0 % volt. A torzsek a kisérletet megel6z6 napon is atoltasra keriiltek, igy
fiatal, 24 oras sejtekkel dolgoztunk.

crer

Sigma-Aldrich Fluka Ampicillin, 100 mg kiszerelés
Qiagen RNaz- és DNaz mentes viz

Finnpipette, 20- 200 ul

Ecopipette, 0,5- 10 pl

Expell pipettahegyek

FL medical Eppendorf-csovek

Radwag PS210/C/2 mérleg

Biosan Multi-Vortex V-32

hiltd (4°C)
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Az antibiotikum oldat készitéséhez 0,010 g ampicillint mértiink be por formajaban
Eppendorf-csébe (a rendelkezésemre allé mérleggel ez a legkisebb pontosan kimérhetd
mennyiség). Pipettaval 1 ml analitikai tisztasagu, RNaz- és DNaz-mentes desztillalt

vizet toltottem hozza, vortexszel segitettiik a feloldodast €és homogenizaltuk.

A kapott 10 mg/ml-es oldat legalabb tizszeres higitasara volt sziikség, mert 10 mg/ml,

illetve 5 mg/ml koncentracioban az oldodas nem teljes.

Homogenizalas utan 100 ul oldatot uj Eppendorf-csbe pipettaztuk, és 900 ul desztillalt
vizzel higitottuk. A kapott 1 mg/ml-es ampicillin oldattal dolgoztunk.

A mérések soran azt tapasztaltuk, hogy az oldat 1-2 napig hiitészekrényben tarolhato,
ennél régebben elkészitett oldatokkal végzett kisérletek soran viszont fals eredményeket

kaptunk.

A mintak elokészitéséhez, felviteléhez:

hiit6 (4°C)

Biosan Dry Block Heating Thermostat CH-100 és Bio TDB-120
fogpiszkalo

Centurion Scientific K3 series centrifuga

MALDI plate

A méréshez:

matrix oldat: C8982 SIGMA, >99% ,,suitable for MALDI-TOF MS” a-
cyano-4-hydroxycinnamic acid
acetonitril

desztillalt viz

A vak mintdkat, az antibiotikum oldatokat, a vizben és az antibiotikummal egyiitt
inkubalt baktériumokat pipetta vagy fogpiszkald segitségével vittiik fel a plate
megfeleld helyeire, minél vékonyabb rétegben, illetve minél egyenletesebben
eloszlatva. Szaradas utan miel6bb felvittiikk a matrix oldatot is, majd a kikristadlyosodéasa

utan behelyeztiik a lemezt a miiszer mintabeviteli egységébe.

19



3.2. Mérési paraméterek kis molekulatomegii anyagok vizsgalatinal
o M¢érés pozitiv linearis médban
e Me¢érési tartomany (tomeg): 100 Da — 1000 Da

e Maximalis lézer frekvencia

3.3. Tiszta antibiotikum oldatok kalibralasa

A méréseket a vizsgalt antibiotikum (ampicillin) intakt spektrumanak felvételével
kezdtilk el. Az adott antibiotikum port megfeleld oldoszerben feloldottuk,
kisérleteinkben az oldoszer minden esetben RNéaz- és DNaz-mentes desztillalt viz volt.
bedllitani. A koncentraciot modositani voltunk kénytelenek, ha az irodalomban leirt
koncentraciok oldhatosagi problémak miatt nem voltak kivitelezhetdk. A feloldott
antibiotikumot tobb parhuzamosban vittik fel a mintatarto lemezen 1évé spot-ok
felszinére. Az oldatok beszaraddsa utdn a lehetd leggyorsabban felvittik a matrix

oldatot, majd ennek beszaradasa utan végezhetd volt a MALDI-TOF MS mérés.

A kisérletek tervezésekor figyelembe vettiik, hogy elészor egy olyan
antibiotikummal kell elvégezniink az alapozd méréseket és a kalibracidt, melyrdl
ismert a megadott paraméterekkel felvehet6 intakt és modositott spektrum is. A
kovetett modszertani cikkben részletezett eredményeket elsé méréseinkkel
reprodukalni tudtuk (1. &bra), a spektrum kalibracioja utan a modszer igy alkalmassa

valhatott enzimtevékenység kozvetett vizsgalatara.
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1. abra Intakt ampicillin, illetve a vak kontroll (viz + matrix) spektrogramjai.

Jol megfigyelhetok ampicillinnél az ismert 350 Da, 372 Da és a gyengébb 393
Da-o0s marker csucsok. A vak kontrollnal lathatd csucsok természetesen ,,kivonandok™ a
matrix oldatot is tartalmazo ampicillin oldat spektrumaboél. A spektrumon lathato egyéb
cstucsok ismereteink szerint a vizsgalat szempontjabol jelentdséggel nem birnak. A
matrix dimerizalddé molekulaja 380 Da-nal lathaté mindig a vizsgalt tartomanyban

(~300-450 Da).

A miiszer kalibralasa Maldi Biotyper Realtime Classification szoftver

segitségével, esetiinkben belsd kalibracioval torténhet meg.

Optimalis energiaju lézerrel sziikséges végezni a méréseket, azért, hogy
megfeleld intenzitdsu €s felbontdsu csucsokat kapjunk, melyek elemzésével a kis
mennyiségli analitot tartalmazd felvitt anyag is jol analizdlhato. A hasznalt lézer
energiajanak optimalizdldsa lehet automatikus, illetve végezhetd manudlisan is, ami
minden egyes koOzepes intenzitasu spektrum felvételéhez lehet6vé teszi annak

beallitasat.

Antibiotikum oldatok kalibraldsa soran toreksziink arra, hogy ne hasznaljunk
tulsagosan nagy energiaju lézert (10-20% megfeleld), igy érhetjiik el a mintabol a gaz
fazisba felszabadulé matrix és analit molekuldk megfeleld aranyat, és konnyebben
tudunk detektalni. Inkabb sok kisebb vagy atlagos intenzitasti spektrumot vesziink fel
ugyanarrdl a mintardl, és ezeket Osszegezziik a kivant relativ intenzitas (kb. 10 000)
eléréséig.
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A program elvégzi a gorbeillesztést, és matematikai miiveletek (alapvonal
kivonas, illetve simitds a zaj csOkkentése érdekében) segitségével tessziik a kapott

spektrumokat konnyebben elemezhetové.

A kalibraciot a flex analysis segitségével végezziik el, és a matrixot hasznaljuk
fel hozza. A bels6 kalibracid eldnye, hogy nem kell kiilon kalibrald oldatot felvinniink,
magaban a mintdban benne van az az anyag, amivel kalibralunk. A matrix Osszetételét,
ionjainak tomegét ismerjik, igy a szoftver a referenciacsiicsok megkeresése utan
,rahuzza”, railleszti a spektrogramot az ismert tomegszamoknak megfeleld helyre. Ugy
mozgatja a tdmegszam skalat, hogy a két legnagyobb intenzitasii cslics pontosan a
,helyére” keriiljon. Ha 1 tomegszam egység alatt van az eltérés, a kalibraciot

elfogathatonak tekinthetjiik.

Ha elvégeztik a kalibraciot, az e kettd kozott elhelyezkedd cstcsok biztosan

pontosak, illetve jobban dsszehasonlithatoak.

3.4. Antibiotikumokkal végzett kisérletek Kivitelezése

A modszer elve, hogy ha az antibiotikum oldatban 3 6ran 4t inkubalt baktérium
rendelkezik extracellularisan jelen 1évO, antibiotikumot modositani, hatastalanitani
képes enzimmel (jelen esetben B-laktamazzal), akkor az oldatban 1évd antibiotikum
modosul. Negativ  kontrollok ¢és az intakt antibiotikum parhuzamosai mellett
kimutathat6, hogy melyek azok az észlelhetd valtozasok a spektrumban, melyek
biztosan az enzimtevékenység kovetkezményei. Tesztjeinkben mindig az alabbi

kontrollok parhuzamos mérését is elvégeztiik:
e baktériumot nem tartalmazo, tiszta, intakt antibiotikum oldat
e antibiotikumot nem, de baktériumot tartalmazo szuszpenzid
e vak kontroll: csak olddszer (viz) (+matrix)

Elsédleges kontrolltdrzseink egy igazoltan p-laktamaz termel6 BLPACR

Haemophilus parainfluenzae és két ESBL-termeld: egy Escherichia coli és egy
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Stenotrophomonas maltophilia voltak. Az adott rezisztencia fenotipusok azonositasa

hagyomanyos metodikaval tortént:

e a Haemophilus toérzs (8) az erGs nitrocefin-teszt pozitivitas (B-laktamaz

aktivitas) mellett korongdiffuziés modszerrel AMP és AMC rezisztens:
o BLPACR torzs

e korongdiffuziés eljarassal észlelt ,kulcslyuk jelenség” egy Escherichia coli

(4) és egy Stenotrophomonas maltophilia (15) torzs esetén:

o ESBL-termeld torzsek

4. Eredmények és értékelésiik

4.1. B-laktamaz aktivitas detektalasa

Elsé vizsgalatainkat ampicillinnel végeztiik, melynél irodalmi adatok [27] alapjan
ismertiik azokat a valtozasokat, melyek B-laktamaz aktivitas révén kovetkezhetnek be a
B-laktam gy(irht tartalmazo antibiotikum szerkezetében, mind az alapmolekula, mind

természetes ionvegyiiletei esetén (2. abra).

OH

ampicillin (C16H19N304S, 349 Da)

. 350 Da 372 Da 394 Da 394 Da
intakt
[M+H]" [M+Na]* [M+2Na]* [M+2Na]*
modositott 324 Da 368 Da 390 Da 411 Da
dekarboxilacid hidrolizis + H* hidrolizis + Na* | hidrolizis + 2Na*
valtozas
[M-CO2+H20+H]* [M+H20+H]* [M+H20+Na]* [M+H20+2Na]*

2. abra Az ampicillin intakt molekulaja és modosulatai.
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Pozitiv kontrollként hasznalt baktériumtorzseinkkel végzett kisérleteink soran az itt
felsorolt valtozdsok koziil hdrmat sikeriilt detektalnunk. A 411 Da-0s csucs — az

irodalmi adatokkal ellentétben — szinte sosem volt egyértelmtien detektalhato.
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3. abra BLPACR H. parainfluenzae (8. torzs) ampicillin-bontasi kisérlete.

A vizsgalati médszer eredményességének elsd szemléltetésére a 8-as szamu
torzsiink (BLPACR H. parainfluenzae) példaja talan a legmegfelelébb (3. abra). B-
laktamaz aktivitdsa révén az oldatban 1évé ampicillint képes volt moédositani az
inkubacié soran, a modositott antibiotikum spektrum (3. &bra feliil) jol lathatéan
kiilonbozik a kritikus peak-ek tekintetében az intakt ampicillin spektrumatol (3. abra
alul). A legnyilvanvalobb valtozas a 350 Da-os csucs teljes ,,elemésztése”, 324 Da-nal
megjelent a vart termék csucsa IS. Szintén kivaldéan lathatdo a 372 Da-os csucs szinte
teljes eltiintetése és egy csucs ,,er6s6dése” 368 Da-nal. Az irodalom altal elvart 394 Da -
390 Da atalakitast ebben a kisérletben nem sikeriilt detektalni, valoszintileg azért, mert
még az intakt antibiotikum oldat sem tartalmazta a kiindulasi 394 Da-0s csucshoz
tartoz6 kiindulasi molekulat. Ettél fliggetleniil azonban az enzimatikusan kezelt
ampicillin spektrumaban mégis megjelent egy cstics 390 Da-nal, azaz lehetséges, hogy
mas kiindulasi molekuldbol szarmazik ez a termék. Elméleti feltételezésiink szerint nem
teljesen valoszerii az irodalomban leirt [M+2Na]* forma jelenléte, ezért nem tudjuk ezt

detektalni.
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Az ESBL-termeld E.coli torzzsel elvégzett ugyanilyen kisérlet némileg eltérd
eredményeket adott (4. abra). A tiszta, intakt ampicillin oldatban a marker csucsok

legtobbje természetesen ugyanugy és ugyanott jelen volt.
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4. abra ESBL-termel6 E. coli izolatum (4. torzs) ampicillin-bontasi kisérlete.

A 350 Da-os csucs kiinduldsi molekuldjabol kialakulé 324 Da-os termék
egyértelmiien létrejott az enzimatikus mitkddésnek koszonhetden, a 350 Da-0s csticshoz
tartoz6 alapmolekula azonban lathatéan megmaradt még a kezelés utan is (a két
spektrum léptéke kiilonbozo, igy mennyiségi kovetkeztetéseket ebbdl levonni ezért sem
lehet). A 372 Da — 368 Da atalakulas itt is jol lathato (a kezdeti kalibracios problémak
miatt itt még 373 Da — 369 Da m/z értékként latszik). Az el6z6 példahoz hasonldan, itt
is megjelent a 390 Da-os csucs (itt kissé még elcsuszva 391 Da-nal), mely sem a negativ
kontrollban (baktérium+viz), sem a vak kontrollban nincs jelen (5. abra), azaz valéban

az ampicillin valamilyen bomlasterméke lehet.
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5. abra Parhuzamos negativ kontrollok (csak baktérium; vak; intakt ampicillin).

Ujonnan megjelend csticsok esetén mindig meg kell arrél gyézddniink, hogy az
szerepel-e valamelyik negativ kontrollban is, mert ez alapjan kisziirhet6k esetleges
tévedések. Ha az 0j csucs létezik egy parhuzamos negativ kontrollban is, akkor
nyilvanvaléan nem az antibiotikum bontasabol szarmazo6 termékrdl, hanem valamilyen

miitermékrdl van sz6 (a miitermék eredete igy ki is kovetkeztethetd).

Az eddigi adatokat 6sszefoglalva az eredmények jobban értelmezhetdk:

torzs ID# 350 > 324 372 >368 394 (?) > 390 | 394 (?) > 411
BLPACR 8.
. + + + -
H. parainfluenzae (3154/2015)
ESBL 4,
) + + + -
E. coli (3024/2015)

Kovetkez6 1épésként az eddigi eredmények reprodukalhatosagarol kellett
megbizonyosodnunk, a vizsgalatok ismétlésével visszakaptuk az eredményeket, az
eddigi adatok tehat nem véletlenszerti egyezések voltak az irodalmi adatokkal.
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4.1.1. Vizsgalatok optimalizalasa

Fals eredmények elkeriilése érdekében mindig sziikség van a végzett vizsgalatok
optimalizalasra is. Kisérleteinkben a kovetkezé f6 paramétereket teszteltiik, melyek
befolyasolhatjak a mérések mindségét: antibiotikum spontan bomlasa, enzimreakciok
homérsékleti optimuma, alkalmazott antibiotikum koncentracioja a reakciokban és az

inkubacios 1d0.

4.1.1.1. Antibiotikum spontan bomlasa

Kiilonb6z6 hémérsékleteken az altaldnosan hasznalt inkubaciés id6t hasznalva
vizsgaltuk ezt a paramétert. Amennyiben spontdn modon is detektalhaté valamilyen
hidrolizis vagy egyéb valtozds az ,enzim-mentes” tesztekben, akkor ezek a

modosulasok mar nem hasznalhatok késébb az enzimreakcidk vizsgalatara.

Az ampicillin esetén a spontan hidrolizis ismert jelenség, korabbi kolorimetrids
tesztekben kimutattdk, hogy mar 1 o6ra 25°C-on torténd inkubacidé utdn spontan
bekovetkezik [32]. A jelenséget részben sajat kisérleteink is igazoltak: a masodlagos
marker peak-ként vizsgalt 372 Da — 368 Da atalakulas (hidrolizis) azokban a
mérésekben is megfigyelhetd volt kisebb-nagyobb mértékben, melyekben semmilyen
enzimtevékenység nem volt. A vizsgalatot kiilonboz0 homérsékleteken elvégezve azt
talaltuk, hogy a spontan bomlés jelensége miatt az emlitett markervaltozas (melyet a
modszertani szakirodalomban nem emlitenek) a fentiek miatt nem megbizhaté marker a
kiilonb6z6 enzimmiikodések vizsgalatara ampicillint alkalmazva (6. abra). Ezen
eredmények miatt az ,éles” tesztek értékelése sokban moddosul a tovabbiakban. Egyéb

spontan bekovetkezd modosulast nem tapasztaltunk.
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6. abra Az ampicillin spontan bomlasanak vizsgalata standard 3 ora inkubacios idével
kiilonboz6é hémérsékleten (4°C, 25°C, 36°C, 42°C és 50°C).

Az ampicillin spontdn hidrolizise az Osszes vizsgalt homérsékleten tobbé-
kevésbé megtortént, a 42°C és az 50°C-on végzett inkubalds utan az eredeti 372 Da-0s
cstcs intenzitasahoz képest a 368 Da-os csucs intenzitasa latszolag novekedett is. A
vizsgalandd kritikus zénaban (300-450 Da) mas, hidrolizisre utald valtozast nem
észleltiink. A 326 Da-nal jelentkezd cstics (25, 36 és 42°C) nem egyezik meg a 350 Da
324 Da atalakulasnal keresendd marker csuccsal. Parhuzamos vizsgalatban a 324 Da-0s
marker lathatéoan a 326 Da-0s csticstdl elkiiloniilten volt megtalalhaté a megfeleld
reakcioban. Ez tehat nem kalibracidos hibabol eredd jelenség. A 36°C-on végzett

parhuzamosban 3 1ij, nagy intenzitdsu cstcs is jelentkezett: 402, 428 és 430 Da,
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jelentéségiiket nem ismerjiikk, baktériumokkal végzett kisérletekben nem volt

tapasztalhato.

41.1.2. Inkubacio kiilonb6z6é hémérsékleteken

Egyetlen, altalanosan hasznalt hoémérsékleti optimum ilyen jellegii
vizsgalatoknal nem lehetséges, mert nem egyféle enzim tevékenységének eredménye az
antibiotikum modositdsa, sot néha tobb enzim is lehet jelen egy baktériumban. Ezen
enzimek homérsékleti optimumai kiilonbozéek. Emiatt ismert enzimek esetén
megallapithatd és hasznalhato ugyan ilyen optimum, de ismeretlen enzimek esetén ez
nem lehetséges, csak egy altalanos homérséklet valaszthatdo az eljarashoz. Mivel
kisérleteinkben humén koérokozokkal ¢és elleniik hasznalt antibiotikumokkal
foglalkozunk, igy az emberi test hémérsékletén (36-37°C) kell tesztelniink az adott

mikrobdk enzimatikus tevékenységét is.

Kisérleteket ennek ellenére végeztink kontrolltdrzseink  enzimeinek

hémérsékleti optimumanak kimutathatoésagara (Fiiggelék 1. és 2. abra).

A vizsgalt BLPACR H. parainfluenzae torzsiink (8. torzs) p-laktamaza 25°C,
36°C ¢és 42°C homeérsékleteken egyarant képes volt véghezvinni a reakciot. Az emlitett
hémérsékletek kozott sem intenzitasbeli, sem mindségi kiilonbségek nem fedezhetdk
fel, de az ismert, hogy Haemophilus térzseknél 97,3%-aban TEM-1 tipusu B-laktamaz
van jelen [33], mely homérsékleti optimuma 37°C [34].

Vizsgalt ESBL-termeld torzsiink (S. maltophilia) (15. torzs) esetében az

eredmények gyakorlatilag ugyanazok lettek, mint az el6z6 (8.) torzs esetében.

Mindkét kisérletben 25°C-t6l 42°C-ig gyakorlatilag barmelyik inkubalasi
hoémérseklet megfeleld volt, és mindkét kisérletben az 50°C-os inkubacidé mar csak kis

intenzitast és mindségében is jelentdsen romlott eredményeket adott.
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4.1.1.3. Antibiotikum koncentracio

A méréseink megfeleld kivitelezésének alapvetd feltétele annak ismerete, hogy
milyen koncentracidban optimalis az adott antibiotikum tomegspektrometrids mérése.
Intakt ampicillin higitdsaival végzett mérésekkel allapitottuk meg az alsé és felsd
hatarokat: 0,1 mg/ml mar mérheté, de még nem optimalis érték, 5 mg/ml
koncentraciotdl telitettség miatt mar oldhatésdgi problémak Iépnek fel. Optimalis
koncentracioként 1 mg/ml értéket javaslunk (Fiiggelék 3. abra). A koncentracié tovabbi
emelése nem szolgaltat részletgazdagabb felbontast (Fiiggelék 4. abra). Tapasztalataink
szerint az ampicillin vizben (pH 7,0) vald oldhatosagi fels6 hatara 1-5 mg/ml. A

kovetett modszerben leirt 10 mg/ml nem volt megvalodsithato. Kisérleteinket 1 mg/ml

crer

41.14. Inkubacios ido

Fontos paraméter az inkubacidés id6: minél rovidebb idd alatt tudjuk a
rezisztenciat detektdlni, annal gyorsabban keriil eredmény a klinikushoz ¢és tudja
alkalmazni Oket a kezelés soran. Kisérletiinkben kiilonbozd inkubacids 1dOket
alkalmazva vittik fel a mintatartd lemezre az azonos egyéb koriilmények kozotti

ampicillin oldatokat, majd mértiik a szokasos eljarassal a bontéasi termékek jelenlétét.

A méréseket a 8. szamt H. parainfluenzae torzsiinkkel végeztiikk. A legmagasabb
inkubacios iddvel kezdve inditottuk a vizsgalatot (180°), majd sorban a rdvidebb
inkubacios idejlieket inditottuk el (120°, 60°, 30”). A 180 perc letelte utan felvittiik a
plate-re a feliiliszokat a szokasos protokollunk alapjan és matrix hozzaadasa utan

mértiik a spektrumokat.

Eredményeink alapjan az inkubécidos 1d6 jelentésen rdvidithetd volt a
szakirodalomban elvart 3 6rds idénél. Kisérleti torzsiink erds P-laktamdz termeld, igy
egyeldre ezekbdl az eredményekbdl csak arra kovetkeztethetiink, hogy idealis esetben

(erds B-laktamaz termelés) rovidithetd is a vizsgalat.

Az eredményekbdl jol latszik, hogy mar a 30 perces inkubacié utan is mérhetd
mennyiségli 324 Da-os ampicillinmodosulat alakult ki. Késébb (60 perc és utdna) mar

az eredeti 350 Da-os intakt ampicillin csucs sem volt detektalhato (Fliggelék 5. abra).
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41.1.5. A matrix

A MALDI-TOF MS vizsgalatokban manapsag a legelterjedtebb matrix anyag a
HCCA (o-cyano-4-hydroxycinnamic acid), melyet a szakirodalom mind az
identifikacids eljarasokhoz, mind az érzékenységi kisérletekhez is ajanl. Sajat
kisérleteinkben e matrixnak két ,tipusat” volt modunkban kiprobalni: a Sigma-
Aldrich® 99,0% ¢és >99,0% (,,suitable for MALDI-TOF MS”) tisztasagt HCCA
matrixat. Az O0sszehasonlitd vizsgalatok eredményeib6l hamar kideriilt, hogy csak a

nagy tisztasagl anyag elfogadhato szdmunkra az érzékenységvizsgalatokhoz.

4.1.2. Eredményességet befolyasolé egyéb tényezok, tapasztalatok

Kisérleteink soran szamos aprd részletre lettiink figyelmesek, néhany olyan
Kisebb tényez6t tapasztaltunk, melyek, ha csak kis mértékben is, de befolyassal
birhatnak a végeredmények mindségére. Ezeket a megfigyeléseinket az aldbbiakban

foglaljuk Ossze:
o FErzékenységi tesztekhez frissen készitett antibiotikum oldatok sziikségesek.
o Frzékenységi tesztekhez frissen atoltott (24 éras) tenyészetek sziikségesek.

e A MALDI-TOF MS mérésekkel parhuzamosan még sziikségesek a hagyomanyos
érzékenységvizsgalatok is. Az 0j modszer nem validalt, egyeldre csak tajékoztatd

jellegliek az igy kapott eredmények.

e Mindig duplikdtumban kell felvinni az egyes kisérletek termékeit, mert kornyezeti

hatasokra nagyon érzékeny mintakkal dolgozunk.
e Mindig alkalmazando tobbféle negativ kontroll is parhuzamosan.

e A mikroba torzsek antibiotikumos oldatba vald beviteléhez milanyag fogpiszkalot
érdemes hasznalni, mert a fabol késziilt a kis mennyiségli oldatbol sokat fel is

szivhat a hasznalat soran.

e Az inkubdcids id6 utdn a feliiluszobol a plate-re felvitt oldat mennyisége limitalt,

maximum 3 pl vihet6 fel egy spot-ra, optimalisan 1-2 ul felvitele elegendo.
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A nagyobb térfogatok felvitelekor a beszaradasi 1d6 is lassu, igy a
szobahdmérsékleten sokaig parolgd oldatban az adott kisérletet mar esetleg

befolyasolo torténések is végbemehetnek.

e A problémat megprobaltuk athidalni azzal, hogy az el6szor felvitt 2 pl beszaradasa
utan egy ujabb 2 pl-t vittiink fel és szaritottunk ra a spot-okra. Tapasztalataink

szerint azonban jelentGs valtozas igy sem érhet6 el.
e Az oldatok beszaritasa utan minél hamarabb fel kell vinni r4 a matrixot is.

e Ha nincs mod a matrix oldat azonnali felvitelére, a plate a beszaradas utan -20°C-on
lefagyasztando. A felolvasztasnak folyamatos légaramu sterilfiilke alatt kell
torténnie, mert kiilonben a levegd pardja kicsapodik a lemezen és a spot-okon 1évo

felvitt anyagok dsszefolynak.

e Ha nincs mod a matrix felvitele és beszaradasa utan a mérésre, a mintatarto lemez

ilyen éallapotaban mar +4°C-on is eltarolhat6 a mérésig.

e Homérsekleti vagy mas optimumok pontos felderitésére modszeriink nem alkalmas,
csak tajékozodasi lehetdséget biztosit. Az egyes reakcidkban végbement

enzimtevékenységek kvantifikaldsa egyeldére nem lehetséges.

e A spektrometrias vizsgalatok mért m/z tartomanya szintén beallithatd, igy csak a
kivant tartomanyban vessziik fel a spektrumokat, ha ismerjiik a keresett termékek

(és mddosulataik) molekulaméreteit.

e Az abrédkon lathatd marker csicsok aprobb eltoléddsai az alacsony m/z
adddtak. Az eltolddasok mértéke azonban sohasem haladta meg azt a mértéket, hogy

az egyeértelmi kiértékelést zavarta volna.

4.1.3. Klinikai izolatumok vizsgalata

Kisérleteink célja az volt, hogy a modszer 1épésrél-1épésre torténd kifejlesztése
utan hasznalni tudjuk a rutin klinikai mikrobiologiai laboratoriumban izolalt torzsek

tesztelésére is. Eddigi eredményeink alapjan a modszer hasznalhato, igy az alapozo
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kutatasainkban hasznalt ampicillinnel teszteltiink is egy sor klinikai baktériumot. Az

adott torzsekbol elézetesen természetesen hagyomanyos érzékenységvizsgalatokat is

végeztiink. A kivalasztott torzsek listajat a Fliggelék 1. tiblazata tartalmazza. A torzsek

kivalasztasa a hagyomanyos vizsgalattal egyértelmii ampicillin érzékenység vagy

rezisztencia alapjan tortént. Ampicillin rezisztencia esetén a torzs érzékenységi

»fenotipusat” is igyekeztiink felderiteni (ESBL, BLPACR, stb). A kapott ampicillin

bontasi MALDI-TOF MS spektrumokat a Fiiggelék 6-8. abrai mutatjak be részletesen.

41.3.1. Eredmények interpretaliasa, megvitatasa
ID # faj érzékenységi ,,fenotipus” MALDI-TOF MS eredmény
350 >324 | 372->368 | 394> 390
1 E. coli AMP érzékeny - - -
2 E. coli AMP érzékeny - - -
3 E. coli AMP, AMC rezisztens +/- + +
4 E. coli ESBL + + +
5 K. oxytoca minden B-laktamra rezisztens +- + +
6 H. parainfluenzae | BLPACR + + +
7 H. parainfluenzae | BLNAR - - -
8 H. parainfluenzae | BLPACR + + +
9 H. parainfluenzae | BERACR - BLNAR - - -
10 | H. influenzae AMP érzékeny - - -
11 H. parainfluenzae | MDR, nem BLPAR/BLPACR - - -
12 | H. parainfluenzae | AMP érzékeny -
13 | H. parainfluenzae | BLNAR - - -
14 E. coli AMP, AMC rezisztens +/- + +
15 | S. maltophilia ESBL +/- + +
16 | E. coli AMP, AMC rezisztens +- + +
17 | H. parainfluenzae | BLPACR + + +
18 K. oxytoca AMP, AMC rezisztens +/- + +
19 | C. braakii AMP, AMC rezisztens +- + +
20 | E.coli minden B-laktamra rezisztens +/- + +
21 | E.coli AMP érzékeny - - -
22 | S. maltophilia AMP érzékeny (in vitro) - - -
23 | H. parainfluenzae | AMP érzékeny - - -
24 | E.coli ESBL +- + +
2. tablazat Klinikai torzsek MALDI-TOF MS vizsgalata ampicillin bontasra.

Jelmagyarazat: + = validnak itélt ampicillin modositas;

+/- = nem teljes, de valid modositas (Kiindulasi forma is marad);

- = nem tortént modositas (csak az eredeti forma lathato).
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A tomegspektrumok egyetlen eset kivételével mindig igazoltak a hagyomanyos
technikaval kapott érzékenységi eredményeket. A kivételes esetnél ellentmondast
talaltunk a hagyomanyos és a tOmegspektrometrias mérés eredményei kozott: a 9.
torzsiinket (H. parainfluenzae) nitrocefin teszt pozitivitas és ampicillin rezisztencia
alapjan kordbban BLPACR-nek mindsitettiikk, de az ampicillin bontas a spektrumon
egyértelmiien lathatoan nem tortént meg, igy valoszinileg masmilyen ampicillinnel
szembeni rezisztenciamechanizmus allhat a hattérben ennél az izolatumnal. A nitrocefin
tesztet megismételve kétes eredményt kaptunk, az ampicillin bontasi MALDI-TOF
spektrum tehat objektivebb eredményt adott a hagyomanyos moédszernél, vagyis az
izolatum BLNAR torzs.

ESBL-termeld torzsek esetén a legtobbszor erds és egyértelmi bontas latszott
mindharom marker csticsnal. Az ESBL enzimek sokféleségével magyarazzuk, hogy két
esetben (15. és 24.) a 350 Da-0s csticshoz tartoz6 intakt molekuldbol még detektalhato

mennyiség maradt az inkubacid utan is.

Azokban az esetekben, ahol nagyon erds ¢és egyértelmli [-laktaméz
enzimtermelés volt jelen, mindig megjelent a vartakon kiviil egy 406 Da-os cstcs is (4.,
6., 8. és 17. torzseink). Erdekes modon mind a két f§ enzimnél (BLPACR Haemophilus
TEM-1 és ESBL) tapasztalhato volt a jelenség, azaz nem kotddik egy bizonyos enzim
egy bizonyos katalitikus tevékenységéhez, altalanosabb dologrél lehet szo. Eredetét

vizsgalni fogjuk a késObbiekben.

A 388 Da-nal sorozatosan megjelend csucs valosziniileg az ampicillin K* ionja
(7.,9.,10., 11., 12., 13. és 23. torzsek). Konzekvens megjelenésének okat egyelére nem
tudjuk, de mindig azoknal a reakcioknal detektaltuk, ahol pB-laktamaz negativ
Haemophilus torzset vizsgaltunk. Elméleti feltételezésiink szerint bakterialis
tevékenység kapcsan keriilhet oldatba K, illetve tlinhet el onnan a Na*, esetleg ezért

tapasztaljuk ezen torzsek esetén csak a K ionos format.

Az eddigi eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a moddszer kivaldan
alkalmazhat6 ampicillin ellen haté enzimtevékenység detektalasdra. A harom marker

cstics a legtobb esetben egyszerre lathaté ugyan, de a 390 Da-os cstcs altalaban
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alacsony intenzitasu, a 368 Da-os csucs pedig a spontan bomlast vizsgald kisérletekben
is detektalhatd volt, igy ennek elfogadhatdsdga véleményiink szerint még bizonytalan.
Enzimtevékenység jelenlétében eddig mindig teljes atalakulast tapasztaltunk (372 Da >
368 Da), mig a spontan bomlaskor mindkét forma jelen volt Kisebb-nagyobb
mennyiségben a mintakban. Mivel azonban mas markereknél is 1athato olyan eset (350
Da = 324 Da), hogy az enzimmiikddés egyértelmii jelenléte mellett megmarad az intakt

forma is kis mennyiségben, igy ez alapjan ezt a kérdést eldonteni nem lehetséges.

Az ampicillin harom marker csucsa alapjan egyértelmiien még nem sikerilt
kimutatni olyan mintazatbeli kiilonbségeket, melyek egy-egy kiilonb6zé enzim
tevékenységére egyértelmiien utalndnak. Ez azonban lehet kovetkezménye az eddigi

vizsgalatainkban szerepld kevés fajtaju enzimnek is.

A 411 Da-os marker csucsot egyetlen B-laktamaz pozitiv torzsnél sem tudtuk

detektalni.

5. Penicillinnel végzett vizsgalatok

Az ampicillinnel végzett kisérletek célja nem csak ennek az egy antibiotikumnak és
a vele valo munkanak a megismerése volt, hanem hogy a korabbi vizsgalatok soran
tapasztaltakat atiiltethessiik mas antibiotikumokkal valé munkakra is. Ha a jovOben a
tomegspektrometrids megkozelités a rutinszerll érzékenységvizsgalatokban valdban
helyet kap, akkor biztosan sziikség lesz tobb antibiotikum parhuzamos vizsgalatara is,
illetve sziikség lesz olyan Kritikus antibiotikumok vizsgalatara is, melyek eredményei
alapjan akar teljes rezisztenciamechanizmusok tarhatok fel és interpretalhatok a vizsgalt
baktériumoknal. Ezek miatt kezdtiink el foglalkozni egy masik antibiotikummal is,
eldszor a penicillinnel. Valasztasunk a penicillinre konnyli €s olcsoé hozzaférhetdsége és
a vele szemben nagyon gyakran el6forduld penicillinaz tevékenység, rezisztencia miatt
esett. A penicillinnel valé6 munka minden metoédusaban igyekezett kovetni az
ampicillinnél végzett kisérletet. A modszer Gjdonsaga, hogy penicillinnel kapcsolatos
tomegspektrometrias publikacio, kutatds, vagy egyéb tudomanyos anyag tudomasunk

szerint még nem jelent meg.
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Els6 lépésként itt is az intakt penicillin G és ionvegyliletei megismerésével,

»feltérképezésével” kezdtiik a vizsgalatokat (7. bra).

H
N S
°
o/ OH

penicillin G (C16H18N204S, 334 Da)

) 335 Da 357 Da 380 Da 380 Da
intakt
[M+H]* [M+Na]* [M+2Na]* [M+2Na]*
modositott 309 Da 353 Da 375 Da 398 Da
dekarboxilacio hidrolizis + H* hidrolizis + Na* | hidrolizis + 2Na*
valtozas
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7. abra A penicillin G intakt molekulaja, modosulatai és spektrogramja.

Mint az a 7. dbran is jol lathato, a kémiailag elvart m/z egységek jelen vannak az
intakt penicillin spektrumdban (380, 357, 335 Da), de sok szdmunkra kedvezdtlen
jelenség is mar az els6 pillanatban nyilvanvald. Az elsé negativum, a matrix molekula
dimerének és a 380 Da-0s penicillin 2Na* ionjanak egybeesése. Masodszor, a vak
kontrollban jelen van egy 335 Da kozeli cstics, ami szintén zavard. Végiil pedig, de nem
utolsd sorban, szinte mindegyik modosulat mellett lathatéak kiilonb6zd intenzitassal
bomlastermékek is, azaz a penicillin spontan bomlasa sokkal komolyabb probléma

kisérleteink szempontjabol, mint az ampicillin esetében.
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Mindezek ellenére természtesen probat tettiink az alkalmazhatosagot illetden.
ESBL-termel6 E. coli torzsiink erés B-laktamaz termelése révén biztos pozitiv kontroll
ebben a kisérletben, az eredmény (8. abra) mégis kétséges. Mind a kiindulasi
vegyliletek, mind a bomlastermékek jelen vannak az enzimmikodés utan, de ez még
nem elegendden kiilonbozik az ,intakt” penicillin spektrumatol. Egyediili
kiilonbségként felfedezhetd, hogy a 357 Da-os cstcs eltiinése, illetve némely
bomlastermék intenzitasndvekedése. A penicillin alkalmazott koncentracidjanak
novelésével ezek a kiilonbségek jobban lathatok ugyan, de igy sem egyértelmiiek az
eredmények. A kisérletet BLPACR H. parainfluenzae torzzsel megismételve

ugyanilyen eredményeket kaptunk.
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8. abra Penicillin bontasa ESBL E. coli-val és BLPACR H. parainfluenzae-vel
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5.1. Eredmények megvitatasa

Mindezek értelmében a penicillin tovabbi alkalmazasat elvetettiik. Esetleg egy
pontosabban optimalizalt rendszerben torténd alkalmazés, vagy egy nagyobb tisztasagi
penicillin lehetne megoldds a problémakra, melynek alapos kikisérletezése terveink

kozott szerepel.

6. Osszefoglalas

A mikrobiologiai érzékenységvizsgalatok tomegspektrometrids megkozelitése
nagyon 1j és intenziven kutatott teriilete a mai mikrobioldgianak. Az eddig publikalt
modszerek egyelére még csak azt a megfeleld utat keresik, mely alapjan gyorsan és
olcson  megvaldsithatd a  hagyomanyos  technoldgiaval azonos mindségi
érzékenységvizsgalat. A vonatkozd szakirodalom alaposabb megismerése utdn sajat
kisérleteinkhez kivalasztottuk azt a modszert, mely szdmunkra is és szinte barmely mas
rutin mikrobiologiai laboratorium szdmara is megvaldsithatd metodikat alkalmaz, és

amellyel remélhetdleg a legigéretesebb eredmények érhetdk el.

Kisérleteink eredményeképpen megéllapitottuk, hogy az antibiotikum enzimatikus
modositasa révén torténd valtozas detektalhatd tomegspektrometrias eljarassal. A kapott
eredmények akar kontroll torzsekkel, akéar klinikai torzsekkel vizsgilva a legtobb
esetben egyértelmiiek voltak. A kisérleteinkben vizsgalt bakteridlis B-laktamaz aktivitas
kb. 3-4 ora alatt detektalhatd, ami jelentGsen rovidebb inkubaciot jelent a hagyomanyos,
tenyésztésen €s korongdiffuzion alapuld érzékenységvizsgalatnal. Természetesen
azonban eredményeink még csak egyetlen antibiotikumra vonatkoznak egy kisérlet
soran minden esetben. Alapvet6 célkitiizésiinket, hogy a B-laktamaz aktivitds mérésének
modszerével elkezdve a kisérletsorozatot, eljutunk a modszer optimalizalasan keresztiil

a laboratoriumunkban el6fordulo klinikai torzsek vizsgalataig, elértiik.

Megallapitottuk, hogy az ampicillin enzimatikus modositasa soran keletkezd
termékek spektrometridsan detektalhatok, az eredeti molekuldktol konnyen
elkiilonithetdk. A mddszer optimalizaldsa wutdn viszonylag kevés munkaval
megvalosithatok a mérések. Az egyik ilyen marker peak (350 Da = 324 Da) jelenléte

vagy hianya egyértelmii eredményt adott minden altalunk vizsgalt minden esetben. A
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372 Da - 368 Da atalakulas szintén jol detektalhaté legtobbszor, de az ampicillin
spontan bomlasa soran is tapasztalhatd ugyanilyen (bar nem teljes) atalakulas, igy ez a
marker véleményiink szerint egyelére csak fenntartasokkal fogadhaté el. A 394 Da ->
390 Da atalakulas legtobbszor szintén detektalhato, de csak a 390 Da-os ,,végtermék™
észlelhetd, és intenzitasa is joval alacsonyabb a megbizhat6 324 Da-os marker peak-nél.
Megallapitottuk, hogy a legmegbizhatobb ,,marker peak-nek” a 350 Da - 324 Da

atalakulas tekintheto.

Klinikai izolatumokkal végzett kisérleteink eredményei — egyetlen torzs kivételével
— minden esetben megegyeztek a hagyomanyos eljardssal végzett érzékenységi
eredményekkel. A kivételként emlitett torzs esetében a MALDI-TOF MS vizsgalat
eredménye bizonyult a megfelelonek ¢és kideriilt, hogy a hagyoményos vizsgalat

(nitrocefin teszt) eredménye volt kevésbé objektiv.

Megallapitottuk, hogy a nitrocefin teszten alapuldé hagyomanyos eljaras sok esetben
szubjektiv (piros /,,nem eléggé” piros), a tomegspektrometrias mérések eredményeit

objektiveknek talaltuk.

A marker peakek kisérleteink alapjdn nem adnak olyan mintdzatot, mely egyedileg
tilkrozné egy-egy enzimtipus miikodését, bar egyelére csak kevés ilyen tipust volt
moédunk megvizsgalni. Teljes és nem teljes atalakulasokat észleltiink ugyan, ezek
hatterében még csak feltételezziik egy-egy kiilonbozé tipusu ESBL enzim jelenlétét (15.
¢és 24. ESBL-termeld torzseink).

A kiilonb6z6 inkubalasi hémérsékleteken végzett kisérletek kiilonbségeket alig
mutattak, ez felveti annak lehetdségét, hogy a jovében majd elkésziild, ilyen iranyt
tesztek (vagy gyorstesztek) akar szobahdmérsékleten is végezhetok lehetnek majd.
Raadasul, a tiszta antibiotikummal végzett kisérletek tanulsaga szerint, az antibiotikum

spontan bomlasanak veszélye is kisebb lehet 25°C-on végzett kisérletekben.

A kiilonb6z6 inkubacios idokkel végzett kisérletek eredményeként valdsziniisitjiik,
hogy mar akar 30 perc — 1 6ra inkubacid utan is detektalhatd az ampicillinnel szemben

mutatott rezisztencia, vagyis tovabb roviditheto a kiadott eredmény a klinikum felé.

Penicillinnel végzett munkank sordn az ampicillinnel végzett kisérletek

tapasztalatait alkalmaztuk €s ezen keresztiil sikeriilt megallapitani, hogy a moddszer
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alapelvei mas antibiotikumok esetében is miikodoképesek, de mindenképpen egyedi
optimalizalast igényelnek az egyes szerek. A jovOben ujabb és ujabb antibiotikumok

kiprobalast tervezzik.

Eddigi kisérleteink alapozo jellegiick voltak, de eredményeink biztatoak és esetleg
kiindulasi alapul szolgalhatnak tovabbi vizsgalatokhoz, vagy reményeink szerint akar

még egy nagyobb 1éptékii folyamatnak is részei lehetnek.

7. Tovabbi terveink, hosszabb tavu célkitiizéseink

Egyik 6, hosszi tavl célunk, hogy olyan optimalizalt antibiotikum bontési
reakciokat allitsunk be, melyek pozitiv/negativ eredményei alapjan nagyobb és
jelentésebb  érzékenységi fenotipusok is differencialhatok (példaul: cefoxitin
Staphylococcus aureus-nal), amelyekkel egész rezisztenciamechanizmusok jelenléte

vagy hidnya donthetd el.

A kozeljovoben tervezziik olyan kisérletek lefolytatasat, melyeknél parhuzamosan
antibiotikumot és enzim-inhibitort is tartalmazo reakcidkat mérnénk (pl. ESBL esetén

klavulansav).

Szeretnénk olyan antibiotikumot taldlni ugyanilyen elvii kisérletekhez, amely
képes elkiiloniteni a hagyoméanyos eljarassal csak nehezen, lassan és koriilményesen
differenciahato B-laktam érzékenységi tipusokat (cefalosporinazok, ESBL-ek, AmpC-Kk,
metallo-B-laktamazok, stb). Szeretnénk ezeket a fobb tipusokat egymastol elkiiloniteni,
majd — ha van ra lehetéség — ezeken az enzimcsaladokon beliili altipusokat is

differencialni.

Ugyanezen az elven a Haemophilus térzseknél koriilményesen és nem mindig
egyértelmiien elkiilonithetd BLPACR, BLPAR ¢s BLNAR rezisztenciamechanizmusok

differencidlasat is szeretnénk egy ilyen modszerrel egyszeriibbé és objektivebbé tenni.

Szeretnénk a korhazhigiéniai szempontbol is nagyon fontos karbapenemaz termelés
kimutatdsat szintén ilyen elvii modszerre Aatiiltetve kidolgozni, mert ennek gyors

diagnosztizalasa fontos kérdés a klinikai mikrobiologiaban.
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Szeretnénk a lassu novekedésii mikrobdk (gombak) esetében is végezni ilyen iranya

vizsgalatokat a jovOben.

Szeretnénk egy un. MALDI-TOF-TOF MS késziiléken is méréseket végezni, mely
lehet6vé teszi az adott molekuldk olyan pontos m/z szerinti mérését, mely alapjan
egyszeri szoftveres tamogatottsiggal még az atomi Osszetétel is kiszamolhato. Ennek
rendkiviili jelentésége szamunkra az, hogy kimutathat6 lenne, hogy egy adott ismeretlen
enzimtevékenység révén milyen molekularis atalakulds tortént a @ vizsgalt

antibiotikummal.

Szeretnénk eddigi munkénkat tovabb folytatni — fent emlitett céljaink koziil minél

tobbet megvaldsitva — tudomanyos folyoiratban tervezziik az eredmények publikalasat.

41



Irodalomjegyzék

[1.]Pokol Gy., Gyurcsanyi E.R., Simon A., Bezlr L., Horvai Gy., Horvath V., Dudas
K.M. Analitikai kémia, 2011-2016, Typotex Kiado (2011), ISBN 978-963-279-
466-2

[2.]Nagy E., Abrok M., Bartha N., Bereczki L., Juhasz E., Kardos G., Kristof K., Miszti
C., Urban E. Matrix-asszisztalt 1ézer deszorpci6s, ionizaciés, repiilési ido
mérésén alapuld tomegspektrometria specialis alkalmazasa a klinikai
mikrobiolégiai diagnosztika teriiletén, Orv. Hetil. Vol 155 No 38 (2014), pp.
1495-1503

[3.]Horton, R.A., Moran, L.A., Scrimgeour, G., Perry, M., Rawn, D. Principles of
Biochemistry, 4th Edition, Prentice Hall, Upper Saddle River, NJ, (2006), ISBN 0-
13-145306-8

[4.]Carlon, J. Simplified Gas Chromatographic Procedure for lIdentification of
Bacterial Metabolic Products. Appl Microbiol. Vol 25 No 2 (1973), pp. 287-289.

[5.]Anhalt, J.P.,Fenselau, C. Identification of bacteria using mass spectrometry.
Anal Chem Vol 47 (1975), pp. 219-225.

[6.]Heller, D.N., Cotter, R.J., Fenselau C., Uy, O.M.. Profiling of bacteria by fast
atom bombardment mass spectrometry. Anal Chem. Vol 59 (1988), pp. 2806—
2809.

[7.]Platt, J.A., Uy, O.M., Heller, D.N., Cotter, RJ., Fenselau, C. Computer-based
linear regression analysis of desorption mass spectra of microorganisms. Anal
Chem. Vol 60 (1988), pp. 1415-1419.

[8.]Shah, H.N., Collins, M.D. Fatty acid and isoprenoid quinone composition the
classification of Bacteroides melaninogenicus and related taxa. J Appl Bacteriol.
Vol 48 (1980), pp. 75-87.

[9.]Heller, D.N., Murphy, C.M., Cotter, R.J., Fenselau, C., Uy, O.M. Constant neutral
loss scanning for the characterization of bacterial phospholipids desorbed by
fast atom bombardment. Anal Chem. Vol 60 (1988), pp. 2787-2791.

[10.] Karas, M., Hillenkamp, F. Laser desorption ionisation of proteins with
molecular masses exceeding 10 000 Daltons. Anal Chem. Vol 60 (1988), pp.
2301-03.

42



[11.] Tanaka, K., et al. Protein and polymer analyses up to m/z 100 000 by laser
ionization time-of-flight mass spectrometry. Rapid Communications in Mass
Spectrometry. Vol 2 No 8 (1988), pp. 151-53.

[12.] Bader, O., Weig, M, Taverne-Ghadwal, L., Lugert, R., Grob, U., Kuhns, M.
Improved clinical laboratory identification of human pathogenic yeasts by
matrix-assisted laser desorption ionization time-of flight mass spectrometry.
Clin Microbiol Infect. Vol 17 (2011), pp. 1359-1365.

[13.] Normand, A.C., Cassagne, C., Ranque, S., L’Ollivier, C., Fourquet, P., Roesems,
S., Hendrickx, M., Piarroux, R. Assessment of various parameters to improve
MALDI-TOF MS reference spectra libraries constructed for the routine
identification of filamentous fungi. BMC Microbiol. Vol 13 (2013), pp. 76.

[14.] von Bergen, M., Eidner, A., Schmidt, F., Murugaiyan, J., Wirth, H., Binder, H.
Identification of harmless and pathogenic algae of the genus Prototheca by
MALDI-MS. Proteomics Clin Appl. Vol 3 (2009), pp. 774-784.

[15.] Yssouf, A., Parola, P., Lindstrom, A., Lilja, T., L’Ambert, G., Bondesson, U.
Identification of European mosquito species by MALDI-TOF MS. Parasitol
Res. Vol 113 (2014), pp. 2375-2378.

[16.] Perera, M.R., Vanstone, V.A., Jonse, M.G. A novel approach to identify plant
parasitic nematodes using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry. Rapid Commun Mass Spectrom. Vol 19 (2005), pp.
1454-1460.

[17.] Eckhard, N., Luebbert, C., Thiele, G., Heiser, V., Lehrach, H. Rapid
determination of short DNA sequences by the use of MALDI-MS. Nucl Acid
Res. Vol 28 No 20 (2000), pp. E86.

[18.] Cobo, F. Application of MALDI-TOF Mass Spectrometry in Clinical
Virology: A Review. Open Virol J. 2013 7: 84-90.

[19.] Bruker Daltonik GmbH, Microflex LT MALDI-TOF MS Instruction Manual, 2011

[20.] Bruker Daltonik GmbH, MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2, 2011

[21.] Lagacé-Wiens, P.R.S., Adam, H.J., Karlowsky, J.A., Nichol, K.A., Pang, P.F.,
Guenther, J., Webb, A.A., Miller, C., Alfa, M.J. Identification of Blood Culture
Isolates Directly from Positive Blood Cultures by Use of Matrix-Assisted Laser

Desorption lonization—Time of Flight Mass Spectrometry and a Commercial

43



Extraction System: Analysis of Performance, Cost, and Turnaround Time. J
Clin Microbiol. Vol 50 No 10 (2012), pp. 3324-3328.

[22.] Ferreira, L., Sanchez-Juanes, F., Gonzalez-Avila, M., Cembrero-Fuciiios, D.,
Herrero-Hernandez, A., Gonzalez-Buitrago, J.M., Muiioz-Bellido, J.L. Direct
Identification of Urinary Tract Pathogens from Urine Samples by Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry. J Clin
Microbiol. Vol 48 No 6 (2010), pp. 2110-2115.

[23.] Dieckmann, R., Malorny, B. Rapid Screening of Epidemiologically Important
Salmonella enterica subsp. enterica Serovars by Whole-Cell Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass Spectrometry. Appl Environ
Microbiol. Vol 77 No 12 (2011), pp. 4136-4146.

[24.] Wang, Y.R., Chen, Q., Cui, S.H., Li, F.Q. Characterization of Staphylococcus
aureus Isolated from Clinical Specimens by Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-flight Mass Spectrometry. Biomed Environ Sci.
Vol 26 No 6. (2013), pp. 430-436.

[25.] Nagy E., Becker S., Soki J., Urban E., Kostrzewa, M. Differentiation of
division | (cfiA-negative) and division Il (cfiA-positive) Bacteroides fragilis
strains by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry. J Med Microbiol. Vol 16 No 60, (2011), pp. 1584-1590.

[26.] Marinache, C., Alanio, A., Palous, M., Kwasek, S., Fekkar, A., Brossas, J-Y.,
Brun, S., Snounou, G., Hennequin, C., Sanglard, D., Datry, A., Golmard, J-L.,
Maizer, D. MALDI-TOF MS-based drug susceptibility testing of pathogens:
The example of Candida albicans and fluconazole. Proteomics. Vol 9, (2009), pp.
4627-4631.

[27.] Sparbier, K., Schubert, S., Weller, U., Boogen, C., Kostrzewa, M. Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry-based
functional assay for rapid detection of resistance against p-lactam antibiotics. J
Clin Microbiol. Vol. 50 (2014), pp. 927-937.

[28.] Kostrzewa, M., Sparbier, K., Maier, T., Schubert, S. MALDI-TOF MS: an
upcoming tool for rapid detection of antibiotic resistance in microorganisms.
Proteomics Clin Appl. Vol. 7, (2013), pp. 767-778.

44



[29.] Jung, J.S., Eberl, T., Sparbier, K., Lange, C., Kostrzewa, M., Schubert, S.,
Wieser, A. Rapid detection of antibiotic resistance based on mass spectrometry
and stable isotopes. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. Vol 33 (2013), pp. 949-955.

[30.] Lange, C., Schubert, S., Jung, J., Kostrzewa, M., Sparbier, K. Quantitative
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry for Rapid Resistance Detection. J Clin Microbiol. Vol. 52 No 12,
(2014), pp. 4155-4162.

[31.] Matuschek, E., Brown, D.F.J., Kahlmeter, G. Development of the EUCAST
disk diffusion antimicrobial susceptibility testing method and its
implementation in routine microbiology laboratories. Clin Microbiol Infect. VVol.
20, (2014), pp. 0255-0266.

[32.] Catlin, B.W. lodometric detection of Haemophilus influenzae beta-
lactamase: rapid presumptive test for ampicillin resistance. Antimicrob Agents
Chemother. Vol 7, (1975), pp. 265-270.

[33.] Tristram, S., Jacobs, M.R., Applbaum, P.C. Antimicrobial Resistance in
Haemophilus influenzae. Clin Microbiol Rev. 2007 20(2): 368-389.

[34.] de Castillo, M.C., Sesma, F., de Nader, O.M., de Ruiz Holgado, A.P. Properties
of B-lactamase from Neisseria gonorrhoeae. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 93(2): (1998), pp. 237-241.

45



Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani Lovasz Csabanak (Wessling Hungary
Kft) a MALDI-TOF MS kisérletekben nyujtott nélkiilozhetetlen segitségéért és
Bereczki Laszlonak (Chemium Kft., G1 Laboratorium) témavezetéséért. Kiilon
koszonettel tartozom Dr. Széll Andrasnak, hogy a MikroMikoMed Kft.
laboratoriumaban dolgozhattam és elkészithettem szakdolgozatomat, illetve Dr. Szarka

Andrasnak konzulensi segitségéért.

Nyilatkozat

Alulirott Illés Dora, biomérmok BSc szakos hallgatd, kijelentem, hogy a
szakdolgozatomban foglaltak sajat munkam eredményei, és csak a hivatkozott

forrasokat (szakirodalom, eszk6zok, stb.) hasznaltam fel.

[llés Dora

Budapest, 2016. majus

46



Fiiggelék:

Roviditések:

AMP = ampicillin
AMC = amoxicillin/klavulansav (,,Augmentin’)
BLNAR = beta-lactamase negative, ampicillin resistant (Haemophilus sp)

BLPACR = beta-lactamase producing amoxicillin-clavulanic acid resistant

(Haemophilus sp)

BLPAR = beta-lactamase producing ampicillin resistant (Haemophilus sp)
cfiA = Bacteroides fragilis-ben eléfordulo karbapenemaz gén

ESBL = extended-spectrum beta-lactamase

HCCA = a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (matrix)

MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption ionization - time of flight mass

spectrometry

MDR = multi-drug resitant (minden vizsgalhat6 antibiotikumra rezisztens)
MIC = minimal inhibitory concentration

MRSA = methycillin resistant Staphylococcus aureus

MSSA = methycillin sensitive Staphylococcus aureus

SDS = sodium dodecyl sulphate

spp. = species (fajok)
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munka # labor # faj érzékenységi fenotipus
1 2855/2015 Escherichia coli AMP érzékeny
2 3424/2015 Escherichia coli AMP érzékeny
3 3111/2015 Escherichia coli AMP, AMC rezisztens
4 3024/2015 Escherichia coli ESBL
5 3246/2015 (6171/FK) | Klebsiella oxytoca minden B-laktamra rezisztens
6 3255/2015 Haemophilus parainfluenzae BLPACR
7 3238/2015 Haemophilus parainfluenzae BLNAR
8 3154/2015 Haemophilus parainfluenzae BLPACR
9 3064/2015 Haemophilus parainfluenzae BLPACR > BLNAR
10 2049/2015 Haemophilus influenzae AMP érzékeny
11 3270/2015 (6175/FK) | Haemophilus parainfluenzae MDR, nem BLPACR
12 246/2015 Haemophilus parainfluenzae AMP érzékeny
13 3256/2015 Haemophilus parainfluenzae BLNAR
14 2828/2015 Escherichia coli AMP, AMC rezisztens
15 QC 51/2015_11 Stenotrophomonas maltophilia | ESBL
16 3246/2015 Escherichia coli AMP, AMC rezisztens
17 3235/2015 Haemophilus parainfluenzae BLPACR
18 3300/2015 Klebsiella oxytoca AMP, AMC rezisztens
19 3265/2015 (6185/FK) | Citrobacter braakii AMP, AMC rezisztens
20 3412/2015 Escherichia coli minden B-laktimra rezisztens
21 505/E Escherichia coli AMP érzékeny
22 Stenotrophomonas maltophilia | AMP érzékeny
23 Haemophilus parainfluenzae AMP érzékeny
24 4013/2015 Escherichia coli ESBL

Fiiggelék 1. tablazat A kisérletekben felhasznalt torzsek listaja
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Fiiggelék 1. abra Vizsgalatok kiilonboz6 homérsékletti inkubaciokkal (8. torzs
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Fiiggelék 2. abra Vizsgalatok kiilonb6z6 hdmérsékletii inkubaciokkal (15. torzs)
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Fiiggelék 3. abra Optimalis mérési koncentraci6 vizsgalata intakt ampicillinnel
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Fiiggelék 4. abra Ampicillin koncentraciok ¢s a felbontas 0sszefiiggése
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Fiiggelék 5. abra Kontrolltorzzsel végzett kisérlet inkubacids 1dok tesztelésére (30, 60,
120 és 180 perc)
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Fiiggelék 6. abra Klinikai térzsek ampicillin bontasi vizsgalata (1-8)
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Fiiggelék 7. abra Klinikai torzsek ampicillin bontasi vizsgalata (9-16)



Intens.
lau]
x104

1.0

05

nn

5000
4000
3000
2000

1000

8000
6000
4000

2000

2000
1500
1000
500
600
500
400
300

200
100

n
x104
15

05

nn

Fiiggelék 8.

Ampicillin 1 mg-mi_HCCA_100-1000Da 0:H7 MS Raw

350,268
350,268
T 372225 444,080
304.488 335.279 ﬂ,»\ ﬁ' 401.160 423.083
b fot, - e Mﬁ-\__ﬁ_
17b_HCCA_100-1000Da 0:H2 MS Raw
304,305 324135 335069 368.087 389995 405922 427851 444779
18b_HCCA_100-1000Da 0:H4 MS Raw
304423
=
368.208
)‘L 224290 335200 351183 368.208 390148 444055
Ao, i ;
19b_HCCA_100-1000Da 0:HE MS Raw
351.245
ag4,326 335275 e 368.208 390,227
21 amp_HCCA_100-1000Da 0:E4 WS
335.18
304.40 = 35018 3g321 =T 400.33 444 89
30340 = & : —_
H fn . A A ;
22 amp_HCCA_100-1000Da 0:0G MS
335.20 mk
33520
23 amp_HCCA_100-1000Da 0:E8 WS
379.09
37214
arzas 39329 49295
320.40 350.26 i !
24 amp 36 3h_HCCA_100-650 Da 0:E5 MS
32447 33512
E= AT 406.13 445.05
30435 — === . 41741 42810 :
300 320 ' 340 360 ‘ 380 ' 400 ' 420 ‘ a0 " mz

abra Klinikai torzsek ampicillin bontasi vizsgalata (17-24)
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