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Váradi O. A.: Development of lipid biomarker-based diagnostic method for TB research in 
archaeological samples via HPLC-HRMS. Tuberculosis (TB) is not only an infectious disease but 
one of the top 10 causes of death, spreading mainly with aerosol transmission and accompanying 
the history of humankind for several millennia. TB is caused in humans and animals by members of 
the Mycobacterium tuberculosis complex. For better understanding of the disease and the 
evolutional background of its causative agent, involvement of palaeopathological investigations is 
surpassingly important. Traditionally, palaeopathology is using a broad variety of markers, which 
are observable by macroscopic investigations. These markers are mainly related to different extra-

pulmonary forms of TB. However, these manifestations develop only in a few cases. Moreover, 
many markers are not pathognomonic of TB. Therefore, to avoid underestimation of TB prevalence 
in paleopathological studies, the diagnosis on archaeological material requires a multidisciplinary 
approach.  
For better estimation of TB incidence in past populations, an array of specific biomarkers can be 
brought into play to confirm initial, macromorphology-based skeletal diagnoses, namely aDNA and 
lipid biomarkers. The three lipid biomarker groups, which are mainly involved in such 
investigations are the mycolic acids (MAs), the mycocerosic acids (MCs) and the C27 mycolipenic 

acid (ML). These unique lipids can be located in the lipid-rich mycobacterial cell wall. The 
application of lipid-based TB diagnostic approach has been proved to be robust and reliable 
through many examples. A variety of analytical methods have been employed for mycobacterial 
lipid biomarker profiling. Fluorescence HPLC is well-developed for the analysis of mycolic acids 
and phthiocerols. Furthermore, one isolated case of direct mass spectrometric detection of M. 
tuberculosis free mycolic acids has been also introduced.  
Our aim was to establish a lipid-biomarker-based HPLC-MS method for TB diagnosis in historical 
human samples, as this instrumentation is available in many laboratories, has the potential of a 
quick and sensitive and at the same time an affordable measurement protocol. We successfully 

developed and optimised a method, which is capable to separate and detect MAs and MCs. 
Moreover, we optimised the sample pre-treatment process. We started to build an MA and MC lipid 
profile library, which can serve as a comparison to diagnose TB.  
For the verification of new methods and the estimation of reliability of new markers in macroscopic 
analysis, palaeopathologists usually use well-documented collections of skeletons and mummies 
from the pre-antibiotic era. For this purpose, we chose to test our method on the Vác Mummy 
Collection. In the case of four out of six mummified individuals, MC profiles of characteristic M. 
tuberculosis MCs were recorded. The HPLC-ESI-MS method, developed for the detection of MCs, 

opens a new avenue for the detection of ancient mycobacterial disease, encompassing both 
tuberculosis, leprosy and joint cases. 
Keywords: Palaeopathology; Tuberculosis; Lipid biomarkers; HPLC-MS; Vác mummies. 
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Bevezetés 

A tuberkulózis (tbc) egy olyan cseppfertőzéssel terjedő, fertőző megbetegedés, ami az 

emberiség történelmét több évezrede kíséri (Gutierrez és mtsai 2005, Daniel 2006, Baker 

és mtsai 2015, Barberies és mtsai 2017), és napjainkban is az egyike a 10 leggyakoribb 

haláloknak (WHO 2020). Jelenlegi ismereteink szerint 12, a Mycobacterium tuberculosis 
complex-be (MTBC) sorolt Mycobacterium faj okozhat tbc-s megbetegedést (Brosch és 

mtsai 2002, Brites és Gagneux 2017, Brites és mtsai 2018, Riojas és mtsai 2018).  

Annak érdekében, hogy hatékonyabban vegyük fel a harcot a betegséggel, annak jobb 

megismerése elengedhetetlen, így a történeti embertani anyagokon történő 

paleoepidemiológiai kutatása kiemelten fontos (Pai és mtsai 2016). A történeti korokban 

előforduló mikobakteriális megbetegségek diagnózisa multidiszciplináris megközelítést 

igényel. A letöbb tuberkulózissal összefüggésbe hozható csonttani elváltozást a betegség 

extrapulmonális megjelenési formái eredményezik (Aufderheide és Rodríguez-Martín 

1998, Marcsik és mtsai 1999, 2009, Pálfi és Marcsik 1999, Hershkovitz és mtsai 2002, 

Maczel 2003, Ortner és mtsai 2003, Paja és mtsai 2015, Pálfi és Molnár 2009, Pálfi és mtsai 

2012, 2015, Mariotti és mtsai 2015, Spekker 2018, Spekker és mtsai 2018, 2020a, b).  
A WHO becslései szerint extrapulmonális tbc-t mindössze az esetek 16%-ában 

regisztráltak 2019-ben (WHO 2020). Továbbá az egyébként is viszonylag alacsony 

arányban megjelenő extrapulmonális tbc-s eseteknek csak egy kis százalékában alakulnak 

ki specifikus és detektálható csontelváltozások, ezért a makroszkópos paleopatológiai 

vizsgálatok önmagukban alábecsülik a tbc prevalenciáját a történeti embertani anyagok 

analízise során. A korábban élt népességek között fellelhető tbc-s esetek számának 

pontosabb becsléséhez ezért a makroszkópos vizsgálatok mellett, a csontokból és 

lágyszövetekből kivonható, specifikus biomarkerek azonosítására is szükség van, 

amelyek segítségével a morfológiai alapon gyanúsnak ítélt esetek igazolhatók (Donoghue 

és mtsai 2017). A leggyakrabban használt molekuláris biológiai módszer, az aDNS 

vizsgálatok mellet, a lipid biomarker profilok vizsgálata is elterjedt, hatékonysága számos 

tanulmányban bizonyított (Donoghue és mtsai 1998, 2017, Gernaey és mtsai 2001, 
Hershkovitz és mtsai 2008, Lee és mtsai 2012, Baker és mtsai 2015, Masson és mtsai 

2015, Minnikin és mtsai 2015, Molnár és mtsai 2015, Luna és mtsai 2020). 

Egy komplex, több lipid biomarker vizsgálatán alapuló vizsgálati eljárást David E. 

Minnikin és munkatársai adtak közre 1993-ban. A módszerben a mikolsavak (MA), a 

tuberkulosztearin savak (TSA) és a mikocerozátok (MC) kerültek meghatározásra 

(Minnikin és mtsai 1993). Ez az eljárás klinikai diagnosztikai felhasználásra készült, nem 

sokkal később történeti anyagból történő tbc kimutatásához is adaptálták kisebb 

változtatásokkal (Gernaey és mtsai 1998, 2001, Donoghue és mtsai 1998).  

A mikolsav kimutatáson alapuló metódus egy újabb és érzékenyebb változatát 

Hershkovitz és munkatársai közölték 2008-ban (Hershkovitz és mtsai 2008). A kivont 

lipideket pentafluorobenzol bromiddal (PFB) származékképezték, majd szilárd fázisú 
extrakcióval (SPE) egy normál fázisú (NP) tölteten tisztították. A tisztított PFB-MA 

frakciókat származékképezték pirenil-vajsavval (PBA), majd reverz fázisú (RP) tölteten 

ismét SPE-val tisztították. A PBA-PFB-MA származékokat tartalmazó frakciókat 

nagyhatékonyságú folyadékkromatográffal (HPLC) reverz fázisú oszlopon elválasztották, 

a lipideket fluoreszcens detektorral (FLD) detektálták és ismét frakciókat gyűjtöttek. A 

célmolekulákat tartalmazó frakciókból ezt követően NP-HPLC-FLD eljárással 
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elválasztották az alfa-, metoxi- és keto-mikolsavakat. A külön-külön gyűjtött mikolsav 

típusokat külön RP-HPLC-FLD futásokkal analizálták. 

A mikolsavak klinikai azonosítására egy másik megközelítés az elmúlt évtized első 

felében leírt tömegspektrometriás (MS) analízisen alapszik. A módszert az előbbihez 

hasonlóan, eredetileg tbc klinikai diagnózisához fejlesztették ki (Szewczyk és mtsai 
2013). A kimutatás HPLC-MS/MS mérésen alapul, elektrospray ionizációs (ESI) 

ionforrás alkalmazásával. A mintaelőkészítés során származékképzésre nem volt szükség, 

valamint a mintákat elválasztás nélkül analizálták, így a vizsgálat viszonylag rövid idő 

alatt elvégezhető. Az eljárás közlése után egy évvel a módszert történeti embertani 

anyagon is alkalmazták (Borowska-Struginska és mtsai 2014). 

Szintén egy lipid biomarker alapú, paleopatológiai alkalmazásra kifejlesztett módszer 

került bemutatásra 2009-ben, amelyben a mikocerozát (MC) mintázat alapján, illetve a 

C27-es mikolipenát (ML) jelenléte alapján következtettek a tbc fertőzés jelenlétére 

(Redman és mtsai 2009). Az optimalizált módszer teszteléséhez és bemutatásához 

felhasznált minták a „Coimbra Identified Skeletal Collection” részét képező embertani 

maradványokból származtak. A vizsgálatba a C27 ML mellett a C26, C27, C29, C30, 
C32, C33, C34 MC-ket vonták be. Az extrahált MC-t és ML-t tartalmazó frakciókat 

először PFB-vel származékképezék majd további extrakciót követően NP-SPE-n 

tisztították. Az így kinyert frakciókat NP-HPLC-n vizsgálták, amely során a többszörös 

metilelágazást tartalmazó zsírsavak, mint például a mikocerozátok PFB-vel képzett 

észterei elváltak az egyéb PFB-zsírsav észterektől. Az összegyűjtött PFB-észtereket 

ezután GC-MS-el analizálták. A mérésekhez negatív kémiai ionizációt alkalmaztak, a 

keletkezett ionokat kiválasztott ionkövetéssel (SIM) vizsgálták. A módszer 

optimalizáláshoz használt M. tuberculosis sejtekből a C29, C30 és C32 MC-ket, valamint 

a C27 ML-t sikerült kivonni a legnagyobb mennyiségben. 

Az új módszerek igazolásához és az új makromorfológiai markerek 

megbízhatóságának becsléséhez általában jól dokumentált, az antibiotikumok előtti 

időszakból származó csont- és múmiagyűjteményeket használnak a paleopatológiában 
(Roberts és mtsai 1994, Santos és Roberts 2001, 2006, Pálfi és mtsai 2012, Spekker 2018, 

Spekker és mtsai 2020a, b). A Váci Múmiák gyűjteménye az egyike ezeknek a jól 

dokumentált és széles körben tanulmányozott gyűjteményeknek, amelynek nagy előnye, 

hogy az egyének korában lejegyzett vonatkozó adatok mellett számos tbc-vel kapcsolatos 

kutatási eredmény is rendelkezésre áll (Szikossy és mtsai 1997, Pap és mtsai 1999, 2017, 

Fletcher és mtsai 2003, Chan és mtsai 2013, Kay és mtsai 2015). Mivel ezek a múmiák a 

modern korból, de még az antibiotikumok elterjedése előttről származnak, rendkívül jó 

kapcsolatot képeznek a kortárs és régészeti minták között. A váci múmiák makroszkópos 

vizsgálata során egyes egyéneknél felmerült a tbc fertőzés gyanúja, ezért egy aDNS alapú 

kiterjedt szűrővizsgálatot végeztek az érintett esetek felkutatására (Fletcher és mtsai 

2003). Az aDNS vizsgálatok során 168 egyénből származó 350 mintát elemeztek, 
amelyek alapján a vizsgált egyének 55%-a MTBC fertőzött volt. 

Célkitűzések 

Számos esetben igazolták már a MA, MC és C27 ML alapú kimutatási módszerek 

alkalmazhatóságát a tbc-fertőzés detektálására történeti anyagokon, azonban az eddigi 

módszerek hosszú mintaelőkészítési eljárásokat tartalmaztak és végrehajtásuk speciális 

felkészültséget igényelt (Hershkovitz és mtsai 2008, Redman és mtsai 2009, Lee és mtsai 

2012, Donoghue és mtsai 2017). 



 100 

Célunk az volt, hogy egy olyan lipid biomarker alapú HPLC-MS módszert hozzunk 

létre tbc-fertőzések történeti embertani vizsgálatokban történő azonosításához, amelyhez 

a szükséges műszerek számos laboratóriumban elérhetők, valamint egy gyors és 

érzékeny, mindeközben gazdaságos eljárás lehetőségét rejti magában. A dolgozat legfőbb 

célkitűzései a következő pontokra oszthatók fel: 
1. HPLC-MS módszer fejlesztése és optimalizálása a két leggyakrabban használt lipid 

biomarker csoport kimutatására. 

2. Mikolsav- és mikocerozát-profilkönyvtár létrehozása, ami a későbbi kutatások 

során referenciaként szolgál a diagnózis felállításához. 

3. A létrehozott lipid biomarker alapú módszer tesztelése 6 váci múmiából származó 

csont- és lágyszövet mintán. 

Anyagok és módszerek 

Az azonosítási eljárások kifejlesztése során kezdetben két referencia törzset M. 

tuberculosis H37Rv (NR-49098) és M. bovis (NR-31210), valamint David E. Minnikin 

által biztosított MA standardot használtunk fel. A referencia törzsek az „American Type 

Culture Collection”-ből (ATCC) és a BEI Resources-től (Manassas, Virginia, USA) 
származtak. A módszer teszteléséhez 5 M. tuberculosis complex törzset használtunk fel 

(az izolált törzsek laboratóriumi azonosítója: MTBC-1/2015; MTBC-254/2000; MTBC-

3910/2014; MTBC-242/2000; és MTBC-1/8508/2014), amelyeket pulmonális 

tuberkulózissal diagnosztizált egyénekből izoláltak. Továbbá 8 különböző eredetű nem-

tuberkulotikus Mycobacterium (NTM) fajt vontunk be a vizsgálatokba (M. kansasii 

1959/2018, M. chelonae 16/2018, M. gordonae 389/2018, M. intracellulare 7802/2017, 

M. avium 16229/2018, M. chimaera 619/2018, M. abscessus ssp. abscessus 180/2018, és 

M. fortuitum complex 3/2018). A mikocerozát kimutatási módszer teszteléséhez 6 váci 

múmiából származó csont- és lágyszövet mintát vizsgáltunk. A mintázott egyének 

korábbi aDNS-vizsgálatok eredményei szerint tbc-pozitívak voltak. A kiválasztott 

egyének felnőttek voltak, 4 nő és 2 férfi. A vizsgált múmia minták (mind csont-, mind 

lágyszövetminták) a mellkasrégióból származtak. A vizsgálatok Shimadzu LC-10AD VP 
HPLC-hez kapcsolt Shimadzu LCMS-2010A Single Quadrupole tömegspektrométeren, 

valamint egy Dionex Ultimate 3000 UHPLC-hez kapcsolt Q-Exactive Plus MS-en 

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) történt. Az elválasztáshoz Gemini – 

NX C18 (3 μm, 110A, 50 mm × 2 mm) oszlopot (Phenomenex, California, USA) 

használtunk. 

A mikolsav kimutatási módszer fejlesztése során 5 különböző eluens összetételt 

teszteltünk az egyszeres quadrupole LCMS rendszeren, és 14 eluens összetételt a HPLC-

Orbitrap MS rendszeren, elválasztás nélkül, ionforrásként ESI-t alkalmaztunk. A 

megfigyelt MA csúcsok igazolásához az ionokat párhuzamos reakció megfigyelés (PRM) 

módban fragmentáltuk, 70 kV ütközési energiával. A mikocerozátokat vizsgáltuk mind 

grádiens elúciós elválasztással, mind elválasztás nélkül. A módszeroptimalizáció során az 
ESI és atmoszférikus nyomású kémiai ionozációs (APCI) ionforrás hatékonyságát is 

teszteltük negatív ion módban. 

Eredmények és megvitatásuk 

A vizsgált MA csúcsok azonosításához két megközelítést alkalmaztunk. Elsőként a 

megfigyelt tömegspektrumon a kiválasztott csúcsokon felül további mikolsavakat 
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detektáltunk, amelyek a mért m/z értékeik szerint besorolhatók voltak 28 Dalton (két 

metil-csoport) különbséget mutató sorozatokba. Ez a tömegkülönbség a mikolsav 

homológokra jellemző, azok bioszintézis útvonalát követi (Takayama és mtsai 2005). A 

mikoslavakat ezután PRM üzemmódban vizsgáltuk, amelynek segítségével a két 

legjellemzőbb, mások által is gyakran detektált, m/z 365,35767 és 395,38901 
fragmenseiket azonosítottuk, amelyek a C24 és C26 α-alkil-láncnak felelnek meg 

(Szewczyk és mtsai 2013, Song és mtsai 2009, Bhamidi és mtsai 2011, Lehmann és mtsai 

2018). Az optimalizációs lépések során a kapilláris és a szárítógáz hőmérsékletének, valamint a 

kapilláris és az S-lencse feszültségének növelésével a csúcsok mért intenzitása is emelkedett az 

alkalmazott eluens összetételtől függetlenül, mind a mikolsavak, mind a mikocerozátok esetében. 

Az aDNS vizsgálatokkal ellentétben természetesen nincs lehetőség a kivont lipid 

biomarkerek felsokszorosítására, így az extrakció hatékonysága kiemelten fontos, ezért a 

mintaelőkészítési protokollt is optmilaziáltuk. A szappanosításhoz használt kálium-

hidroxid (KOH) oldat estében a 20% és 30% KOH-koncentráció alkalmazása nem 

mutatott hatásfokbeli különbséget, azonban a koncentráció 10%-ra történő csökkentése 

negatívan befolyásolta a mikolsav-kihozatalt. Az extrakciós oldószerek tesztelése során a 
hexánizomer elegy alkalmazása növelte az alfa- és metoxi-mikolátok extrakciójának 

hatékonyságát, viszont csökkentette a keto-mikolátok kihozatalát, ezért az eredetileg 

alkalmazott három ismétlésben történő toluolos extrakció került kiegészítésre egy 

negyedik, hexános extrakciós lépéssel. 

Az optimalizált módszerrel ezután megkezdtük egy mikobakteriális mikolsav 

könyvtár felépítését, amely a későbbi vizsgálatok során referenciaként szolgálhat 5 

MTBC (MTBC-1/2015, MTBC-254/2000, MTBC-3910/2014, MTBC-242/2000, MTBC-

1/8508/2014) és 5 NTM (M. gordonae 389/2018, M. intracellulare 7802/2017, M. 

abscessus ssp. abscessus 180/2018, M. kansasii 1959/2018 és M. chelonae 16/2018) törzs 

felhasználásával. Az összes MTBC törzs esetében a legnagyobb arányban előforduló 

mikolsav az α-C78 volt. A második legnagyobb mennyiségben előforduló mikolsavak az 

α-C80 és a m-C85 voltak, továbbá a m-C87 mikolsav is magas arányban volt jelen. Az α-
C82, m-C88, k-C87 és a m-C89 mikolsavak magasabb, mint 5%-os arányban fordultak 

elő. Az egyes mikolsavak csúcsterület értékeit típusonként is összegeztük, azok 

egymáshoz viszonyított arányát is vizsgáltuk. Az 5 klinikai MTBC-izolátum vizsgálata 

során 4 esetben az alfa-mikolsavak voltak jelen a legnagyobb arányban, mintegy 40–

50%-ban, míg egy törzs esetében a metoxi-mikolátok voltak a legnagyobb relatív 

mennyiségben, amelyek a többi törzs esetében az alfa-mikolsavaknál kisebb arányban, 

körülbelül 40%-ban voltak jelen. Legkisebb mennyiségben a keto-mikolsavakat 

detektáltuk az összes vizsgált törzsben. A nem-tuberkulotikus Mycobacterium fajok 

esetében szintén az α-C78 mikolsav volt jelen a lenagyobb mennyiségben, azonban a 

hosszabb alkil-lánccal rendelkező alfa-mikolátok, valamint a keto- és metoxi-mikolsavak 

kisebb mennyiségben voltak reprezentáltak. Habár az NTM fajok mikolsavprofiljára 
vonatkozó irodalmi adatok nagyobb változatosságot mutatnak (Song és mtsai 2009, Shui 

és mtsai 2011, Szewczyk és mtsai 2013, Minnikin és Brennan 2020) és a mintánk 

elemszáma sem teszi lehetővé statisztikai következtetések levonását, úgy tűnik, hogy a 

HPLC-MS-el felvett lipidprofilok alkalmazása – a metoxi- és keto mikolsavak alacsony 

előfordulási aránya révén – lehetővé teszi az MTBC- és a NTM-tagok elkülönítését. 

Mindazonáltal ennek megerősítéséhez a könyvtár további bővítésére van szükség. 

A mikocerozát alapú kimutatási módszer esetében, szintén egy lipidkönyvtár 

felépítésével folytattuk a munkát. Az 5 vizsgált klinikai MTBC-izolátum közül négyben, 

illetve a M. tuberculosis H37Rv standard törzs esetében a C32-es mikocerozát volt jelen a 
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legnagyobb mennyiségben, a C29-es, valamint C30-as mikocerozát egymással közel 

azonos mennyiségben volt kimutatható, míg a legkisebb intenzitást a C27-es és a C33-as 

mikocerozátok mutatták. Egy klinikai MTBC törzset kizártunk a Mycobacterium 

tuberculosisra jellemző átlag mikocerozát-eloszlás számításából, mivel annak 

mikocerozát-profilja jobban korrelált a referencia M. bovis törzs esetében megfigyeltéhez.  
A vizsgált NTM fajok közül (M. avium 16229/2018, M. chelonae 16/2018, M. 

intracellulare 7802/2017, M. fortuitum 3/2018, M. gordonae 389/2018, M. abscessus sp. 

abscessus 180/2018, M. chimaera 619/2018, M. kansasii 1959/2018) a M. kansasii 

mikocerozát profilja volt megállapítható, mivel a többi vizsgált NTM faj sejtfala nem 

tartalmaz mikocerozátokat. A megfigyelt baktériumprofilok alapján a pozitív 

tuberkulózis-diagnózis kritériumaként a kiugró C32, illetve az ezzel együtt előforduló 

magas C29 és C30 csúcsok detektálásában határoztuk meg. A vizsgáltba bevont 

mumifikálódott egyének közül 4 esetében M. tuberculosisra jellemző mikocerozát profilt 

rögzítettünk, míg 2 egyénből származó minták vizsgálata negatív eredményt adott. A 12 

vizsgált minta közül 6 esetében (4 lágy szövet, 2 borda) 4 mikocerozát jelenlétét 

detektáltuk, míg 2 minta vizsgálata során csak 3 mikocerozát jelenléte volt kimutatható. 
A C27-es mikocerozát egyetlen esetben sem érte el a detektálási limitet. A két, korábban 

pozitív aDNS eredményt mutató egyén esetében, akiknél a mikocerozát-analízis negatív 

eredményt adott, az eltérés a vizsgált minta különbségéből is fakadhat. A mumifikálódott 

egyének vizsgálata sokkal több lehetőséget nyújt a mintaválasztásban, a lágyszöveteket 

nélkülöző szkeletizált maradványokkal szemben. Bár a #25 és #79-es egyénekhez tartozó 

minták negatívnak adódtak, nagyon gyenge jeleket megfigyeltünk, amik az egyénekből 

származó további minták későbbi vizsgálatát indokolttá teszik. 

Következtetések és perspektívák 

 A tbc diagnosztizálását lehetővé tevő, történeti embertani leleteken is 

alkalmazható, lipid biomarkereken alapuló HPLC-HRMS módszer kifejlesztése során 

első lépésként az alkalmazott HPLC és MS paramétereket finomhangoltuk annak 

érdekében, hogy hatékonyan detektálhassuk a mikolsavakat és mikocerozátokat. A 
HPLC-HRMS módszer finomhangolása mellett optimizáltuk a mintaelőkészítési 

folyamatot. A munka kezdeti szakaszában, a HPLC-MS vizsgálatok során egy egyszeres 

quadrupole analizátorral azonosítottuk sikeresen az MTBC-re jellemző mikolsav 

típusokat, azonban a későbbiekben alkalmazott OrbiTrap analizátor érzékenyebb és 

szélesebb körű vizsgálatokat tett lehetővé.  

A mikolsavak kimutatására alkalmas módszer fejlesztése során 5 különböző 

eluensösszetételt teszteltünk az egyszeres quadrupole készüléken, valamint 14-et az 

Orbitrap MS-en. Habár a kezdeti mérések során a kloroform alkalmazása előnyösnek tűnt 

az egyszeres quadrupole készüléken, a magas kloroform koncentráció negatívan 

befolyásolta a mikolsavak ionizációját az Orbitrap MS-en. Egy másik apoláris eluens 

összetevő, a heptán alkalmazásával növelni tudtuk a csúcsok intenzitását, továbbá ennek 
alkalmazásával sikeresen kifejlesztettünk egy, a mikolsavak és mikocerozátok 

elválasztását és egyidejű detektálását lehetővé tevő módszert is. Az egyszeres quadrupole 

készüléken egy eluens összetétellel, az Orbitrap MS-en pedig két eluens összetétellel 

optimalizáltuk az MS paramétereket a mikolsavak detektálásához. A mikocerozátok 

kimutatására szolgáló módszer kifejlesztése során egy eluens összetétel alkalmazásával 

finomhangoltuk az MS paramétereket. Az optimalizációs lépések során a magasabb 

kapilláris- és szárítógáz-hőmérséklet, valamint a megnövelt kapilláris- és S-lencse-
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feszültség pozitív hatását figyeltük meg, a monitorozott csúcsok intenzitása az 

alkalmazott eluens összetételtől függetlenül nagyobb lett. A mikocerozátok kimutatására 

alkalmas módszer optimalizációja során az APCI-val szemben az ESI bizonyult a 

hatékonyabb ionforrásnak, ami az előbbivel szemben egy lágyabb ionizációt biztosító 

ionforrás (Yunker és mtsai 2014). A mikolsavak kinyerésére szolgáló mintaelőkészítési 
protokoll optimalizációja során az első lépésben történő elszappanosításra alkalmazott 

keverék KOH-koncentrációját teszteltük. A 20%-os és a 30%-os KOH-koncentráció 

esetén semmilyen különbséget sem tapasztaltunk, ugyanakkor 10% koncentráció esetén a 

mikolsavak kinyerésének hatékonysága csökkent. A KOH-koncentráció optimalizálása 

mellett 5 különböző oldószert/oldószerkeveréket hasonlítottunk össze. A vizsgálati 

eredmények azt mutatták, hogy habár az extrakcióhoz szükség van apoláris oldószerekre, 

az apolárisabb oldószer alkalmazása nem jelent nagyobb hatékonyságot. 

 Az optimalizált módszerek alkalmazása révén lehetőségünk nyílt egy lipidprofil 

könyvtár felépítésére mind a mikolsavak, mind a mikocerozátok esetében. Öt klinikai 

MTBC-izolátum (MTBC-1/2015, MTBC-254/2000, MTBC-3910/2014, MTBC-242/2000 

és MTBC-1/8508/2014) és 5 db klinikai NTM-izolátum (M. gordonae 389/2018, M. 
intracellulare 7802/2017, M. abscessus ssp. abscessus 180/2018, M. kansasii 1959/2018 

és M. chelonae 16/2018) mikolsav profilját határoztuk meg. Habár a NTM fajok 

mikolsav-profiljára vonatkozó irodalmi adatok nagyobb változatosságot mutatnak (Song 

és mtsai 2009, Shui és mtsai 2011, Szewczyk és mtsai 2013) és a mintánk elemszáma 

sem teszi lehetővé statisztikai következtetések levonását, eddigi vizsgálataink alapján úgy 

tűnik, hogy az általunk használt HPLC-MS módszerrel felvett lipidprofilok – a metoxi- és 

keto-mikolsavak alacsony előfordulási aránya révén – alkalmasak az MTBC- és a NTM-

tagok elkülönítésére. Mindazonáltal ennek megerősítéséhez a könyvtár további bővítésére 

van szükség. A mikocerozát-könyvtár felépítéséhez 5 klinikai MTBC-izolátumot 

(MTBC-1/2015, MTBC-254/2000, MTBC-3910/2014, MTBC-242/2000 és MTBC-

1/8508/2014), a M. tuberculosis és a M. bovis referenciatörzseit, valamint 8 db klinikai 

NTM-izolátumot (M. avium 16229/2018, M. chelonae 16/2018, M. intracellulare 
7802/2017, M. fortuitum 3/2018, M. gordonae 389/2018, M. abscessus sp abscessus 

180/2018, M. chimaera 619/2018 és M. kansasii 1959/2018) használtunk fel. Az 5 

MTBC-izolátum közül 4 esetében, valamint a M. tuberculosis H37Rv referencia törzs 

esetében olyan mikocerozát-mintázatot tapasztaltunk, ami a szakirodalomban leírtak 

alapján a M. tuberculosis-nak felel meg (Redman és mtsai 2009, Lee és mtsai 2012), míg 

egy esetben a mikocerozátok mintázata M. bovis-hoz hasonló. A vizsgált NTM fajok 

közül egyedül a M. kansasii profilját határoztuk meg, mert a többi faj sejtfala nem 

tartalmaz mikocerozátokat. A vizsgált M. avium törzs esetén a C27 mikocerozáttal együtt 

eluálódó csúcsot detektáltunk, ami további vizsgálatokat tesz szükségessé. A 

könyvtárépítést követően – a megfigyelt profilok alapján – a pozitív tuberkulózis eseteket 

a kiugró C32, illetve az ezzel együtt előforduló magas C29 és C30 csúcsok detektálása 
jelentette a módszer tesztelése során.  

 A kifejlesztett lipid biomarker alapú módszer hatékonyságát egy széles körben 

tanulmányozott múmiagyűjteményen, a Váci múmiák gyűjteményén vizsgáltuk. Mivel a 

mérések során minimális átszennyezést sem engedhettünk meg, és az apoláris oldószert is 

tartalmazó eluens összetétel ellenére a mikolsavak elúciója nem volt teljes, végül csak a 

mikocerozátokra kifejlesztett módszert teszteltük. Míg a vizsgáltba bevont 

mumifikálódott egyének közül 4 esetében a M. tuberculosis-ra jellemző mikocerozát-

profilt rögzítettünk, addig 2 másik egyén esetében a minták vizsgálata negatív eredményt 
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adott.  Korábban az összes vizsgált egyén tbc-pozitívnak bizonyult az aDNS-vizsgálatok 

alapján, fontos azonban megjegyezni, hogy az általunk vizsgált minták nem azonosak a 

korábban használtakkal és a mintavétel helye erősen befolyásolhatja a vizsgálatok 

eredményét. A helyzet tisztázását segítené egy tbc-pozitív egyéneken végzett nagy 

mintaszámú vizsgálat, amely során számos mintavételi hely bevonásával történhetne a 
szűrés. A fent említett eltérés ellenére kijelenthető, hogy eredményeink további 

megerősítéssel és adatokkal szolgálnak a Váci múmiák között széles körben elterjedt tbc-

fertőzésről. A kifejlesztett HPLC-ESI-MS módszer új utat nyit a mikocerozátok 

kimutatásában, mellyel a mikobakteriális fertőzések a történeti anyagokban is 

detektálhatók, magában foglalva nem csak a tuberkulotikus, de a leprás 

megbetegedéseket is, illetve azok koinfekciós megjelenését.  

 Napjainkban a kivitelezéshez szükséges műszerezettség számos laboratóriumban 

megtalálható és további technikai fejlesztéssel az eljárás komplexitása és költsége tovább 

csökkenthető, míg érzékenysége növelhető. A módszer nagy előnye, hogy a célzott 

lipidek kimutatása nem igényel kémiai származékképzést, a szabad lipidek önmagukban 

detektálhatók. A későbbiekben tervezzük a módszer bővítését a C27-es mikolipenát 
bevonásával, ami a pentaacil-trehalózok M. tuberculosisra jellemző specifikus acil-

összetevője (Donoghue és mtsai 2017).  

 Bár módszerünkben egyelőre nem oldottuk meg a mikolsavak maradéktalan 

elúcióját, új eluensek és új megközelítési módok bevonásával egy átfogó, kombinált 

módszer létrehozása valószínűnek tűnik (Donoghue és mtsai 2017). A paleopatológiában 

elterjedtebben alkalmazott HPLC-FLD módszer érzékenysége és pontossága több ízben 

bizonyított (Hershkovitz és mtsai 2008, Donoghue és mtsai 2017), a diagnosztikus 

mikolsavprofil felvételéhez hosszadalmas származékképzési eljárás, valamint egymást 

követő RP- és NP-HPLC-elválasztás szükséges. Ezzel ellentétben egy egyszerű HPLC-

MS módszer alkalmazásával a diagnosztikus mikolsavak detektálása egy gyorsabb és 

egyszerűbb lehetőséget kínálhat. 
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