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1. DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az antimikrobialis szerek hasznalata tobb szempontbol is forradalmasitotta az
orvostudomanyt, azonban alkalmazasukat évtizedek oOta kiséri az antibiotikum rezisztens
baktériumok megjelenése, melyek globalis egészségiigyi problémat okoznak. A korokozok
multirezisztens formadi, tobbek kozott az intenziv allattartdsban alkalmazott nagy mennyiségii
antibiotikumok hatdsara, egyre novekvo allat-egészségiligyi problémat jelentenek, melyek
¢rintkezés, az élelmiszerlanc és a kornyezet révén az allatokrol az emberekre terjedhetnek. A
multirezisztens  korokozok altal kivaltott fertdzések terapids lehetdségei egyre
korlatozottabbak, ezért csokkenteniink kell az antibiotikumok szakszeritlen alkalmazasat,
hogy megérizzék hatékonysagukat a gyogyaszatban (WHO, 2017).

Az antibiotikum rezisztens korokozok koziil a methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) fert6zések incidencidja valtozatosan alakul a kiilonbozé orzsagokban,
azonban Eurdpaban még mindig az egyik leggyakoribb oka a stilyos bakterialis fert6zéseknek.
Napjainkban, a rezisztenciat hordozo S. aureus fajok mar nem csak az egészségiigyben (HA-
MRSA) és a kozosségekben (CA-MRSA), hanem az allattartasban (LA-MRSA), ezaltal az
allati eredetli élelmiszerekben is egyarant el6fordulnak. Az izolatumok molekularis tipizalasi
eredményei ramutattak arra, hogy az élelmiszerlancban az MRSA szédmos tipusa jelen van a
kiilonb6zé orszagokban, azonban az allatdllomdnyhoz kothetd ¢és az élelmiszerekben
eléforduld MRSA torzsek ellendrzése jelenleg onkéntes. Az MRSA torzsek epidemiologiai és
evolicidés nyomonkdvetésének azonban nagy jelentdsége van mind élelmiszerbiztonsagi,
mind népegészségiigyi szempontbol (EFSA, 2009; ECDC, 2019).

Magyarorszagon, ahogy az Eurdpai Unidban is, a koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok
szamanak meghatarozasat egyes ¢lelmiszerekben rendelet irja eld, azonban az eldirt szabvany
nem teszi lehetdvé az identifikalast €s nem tér ki az antibiotikum rezisztencia
feltérképezésére. A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids ionforrds és repiilési id6 tomeg
analizator Osszekapcsolasan alapuld tomegspektrometrids modszer, a MALDI-TOF MS
technika, egy Uj diagnosztikai lehetdséget nyujt a mikrobiologidban. A vizsgélt minta
makromolekuléirol €s fehérjeprofiljarol szolgaltat informacidt, mely egyfeldl a taxonomiai
pozicid6 meghatarozasanak alapja, masfelél az MRSA és az MSSA (methicillin-szenzitiv

Staphylococcus aureus) izolatumok elkiilonitésének kiindulasi pontja is.



1.1. Célkitizések

A WESSLING Hungary Kft. Elelmiszervizsgalé Mikrobiologiai laboratoriumaba évente

kozel 5000 élelmiszer minta érkezik a koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok szamanak
meghatarozasira. Azonban, az erre a célra rendeletben eldirt, MSZ EN 1SO 6888-1:2008

szabvany nem teszi lehetdvé a fajok, alfajok azonositasat, elkiilonitését valamint az

antibiotikum rezisztencia meghatarozasat. Az allattenyésztésben ¢és allatgyogyaszatban is

kiemelkedo6 jelentdséggel bird fajok és alfajok azonositasa €s elkiilonitése, az eltéré mértéki

virulencia és patogenitds miatt nem elhanyagolhatd, népegészségiligyi szempontbdl pedig

elengedhetetlen az antibiotikum-rezisztencia feltérképezése. Munkam soran élelmiszerekbél

¢s haszonallatokbol izolalt S. aureus fajok fehérjealapu és molekularis biologiai vizsgalatat

tuztem ki célul:

MALDI-TOF MS technika minta-el6készitési modszerek Osszehasonlitasa ¢és
kidolgozasa a kapott tdmegspektrumok paramétereinek optimalizalasa céljabol.

Az alkalmazott taptalajok ¢és tenyésztési id0 valamint a matrix oldatok
tomegspektrumok paramétereire gyakorolt hatdsainak vizsgélata.

Az S. aureus fajok, alfajok biztonsagos azonositisa MALDI Biotyper szoftver
segitségével.

Specifikus cstcsok meghatarozasa, melyek alkalmasak a ,,Staphylococcus aureus
klonalis komplex” fajainak elkiilonitésére.

Methicillin-rezisztencia specifikus csucsok meghatarozasa, melyek alkalmasak az
MRSA és MSSA torzsek elkiilonitésére.

Adatok szolgaltatasa az allati eredetli élelmiszerek MRSA fertézottségének
felderitésére.

Az élelmiszerekbdl izolalt torzsekben a Staphylococcus enterotoxin gének
feltérképezése.

Az izolatumok spa és MLST tipizalasa a torzsek epidemioldgiai jelentésége, valamint
a revizi6 céljabol.

Osszefiiggések feltarasa, a MALDI-TOF MS technika soran kapott markerszettek és a

molekularis biologiai tipizalassal jellemzett MRSA torzsek kozott.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok azonositdsa

A koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajokat az MSZ EN 1SO 6888-1:2008 szabvany
modszerei alapjan hataroztam meg, melyet latex agglutinaciés (PASTOREX™ STAPH-

PLUS) gyorsteszt elvégzésével erdsitettem meg.

2.2. A vizsgalt Staphylococcus aureus torzsek

Referencia torzsek: A MALDI-TOF MS vizsgalat minta-elokészitési modszerének
kidolgozasahoz 6 db methicillin-szenzitiv S. aureus (ATCC 29213, ATCC 6538, ATCC
14458, ATCC 19095, ATCC 27664), 1 db S. argenteus (DSM 28299"), 1db S. schweitzeri
(DSM 28300") és 2 db methicillin-rezisztens S. aureus (ATCC 33591, ATCC 43300) torzset
hasznaltam. A szekvencia alapu tipizalas soran tovabba a DSMZ 20231 S. aureus referencia
torzset alkalmaztam.

Human izolatumok: A vizsgalatokba 6 orrvaladékbol és 2 sebvaladékbol izolalt S. aureus
torzset is bevontam, melyet a MikroMikoMed Kft. hazi torzsgylijteményébdl biztositott
szamomra.

Haszonallatokbol izolalt torzsek: A vizsgalatba bevont 13 haszonallatbol izolalt MRSA
torzset, az Allatorvostudomanyi Egyetem Logyogyaszati Tanszék és Klinika hazi
torzsgyljteményébdl biztositotta szamomra.

Elelmiszerekbél izolalt torzsek: A vizsgalat sordn 647 élelmiszer mintabél 58 koagulaz-
pozitiv Staphylococcus torzset azonositottam, amelybdl 47 izolatum bizonyult S. aureus

torzsnek.

2.3. MALDI-TOF MS vizsgalat

2.3.1. Alkalmazott minta-clékészitési eljarasok

Etanolos extrakcio (EtOH-FA): 300 pl ioncserélt vizet pipettaztam egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe. Néhany tized milligramm mintat intenziv keveréssel az ioncserélt vizben
elszuszpendaltam. Ezutan hozzamértem 900 ul abszolut etanolt. Vortexen megkevertem, majd

lecentrifugaltam (13000 rpm, 3 perc). A feliilisz6t ledntottem €s hagytam az olddszer
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maradékot elparologni. A mintdhoz hozzamértem 20 pl 70%-os hangyasavat és hagytam allni
2 percig. Ezutan 20 ul acetonitrilt adtam a mintahoz, megkevertem, majd lecentrifugaltam
cseppentettem fel. Az olddszer elparolgéasa utan kozvetleniil 1 pl matrix oldatot cseppentettem
a mintdra és lamindris bokszban hagytam besziradni a mintat (Bruker Daltonik GmBH,
2013a).

Direkt mintafelvitel hangyasavval (DT-FA): Néhany tized milligramm biol6giai mintat
hangyasavat cseppentettem ¢s laminaris bokszban hagytam beszaradni. Ezutan 1 pl matrix
oldatot pipettaztam a mintakra (Bruker Daltonik GmBH, 2013a).

Direkt mintafelvitel (DT): Néhany tized milligramm bioldgiai mintat. Ezt kézvetleniil az
a mintara és laminaris bokszban hagytam elparologni az olddszert, beszaradni a mintat

(Bruker Daltonik GmBH, 2013b).

2.3.2. MALDI-TOF MS mérési paraméterei

A vizsgéalati paraméterek beallitasat, a modszer fajlok aktivalasat, a kalibraciot a
FlexControl szoftver (Bruker Daltonik GmBH) segitségével végeztem el. Automatikus
spektrum felvételi modban vettem fel a tomegspektrumokat, lehetdség szerint 200-500
1ézerlovés atlagabol. Simitas és alapvonal korrekcid utan elvégeztem a kalibraciot a referencia
tomegszamok azonositasa alapjan. A kalibracio sordn a tomegszdmok eltérése nem haladhatta
meg a 300 ppm értéket. Ezt kovetden elmentettem a modszerfajlt és elinditottam automatikus

spektrumfelvételi médban a mintak mérését, 2-20 kDa tomegtartoméanyban.

2.3.3. Tomegspektrumok értékelése

Az izolatumok azonositasa soran, a MALDI BioTyper 2.0 szoftvert (Bruker Daltonik,
GmBH) alkalmaztam. A szoftver lehetévé tette a kapott tomegspektrumok és a konyvtaraban
talalhato referencia spektrumok dsszehasonlitasat. Amennyiben az azonositasi log score érték
nagyobb 2,300-nél, akkor igen valdszinii az azonossag a vizsgalt mikroorganizmus és a
referencia spektrumkonyvtarban talalhaté mikroorganizmus kozott, tehat azonositottnak
tekintjiik a fajt. 2,000 — 2,299 kozotti log score érték esetén, az azonossag Kisebb, ebben az

esetben a mikroorganizmus nemzetségét tekintjiik csak azonositottnak. 1,700 — 1,999 log
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score érték kozott mar nem tekintheté megfeleléen biztosnak a nemzetség (genus) azonositasa
sem. 0,000 - 1,699 log score érték kozott pedig sikertelen a mikroorganizmus azonositasa.

A spektrumok vizsgalatahoz a FlexAnaylsis 3.4 szoftvert (Bruker Daltonik, GmBH)
alkalmaztam, amely lehetové teszi a felvett spektrumok kalibralasat valamint részletes
elemzését. A vizsgalat soran a kapott tomegspektrumok simitasat a Savitzky—Golay sztirével,
az alapvonal korrekciojat pedig a TopHat algoritmussal végeztem el.

A FlexAnalysis 3.4 szoftver lehetévé teszi a csucsok tomegszamainak valamint azok
paramétereinek exportalasat Microsoft Office Excel 2007 programba, ezaltal statisztikai
modszerekkel is elemezhetdvé valtak a felvett spektrumok.

A minta-elokészitések, matrix oldatok, alkalmazott taptalajok és tenyésztési id6 hatasat a
spektrumok mérhetd paramétereire, mint spektrumot alkotd csticsok szamanak atlaga és az
azonositasi log score értékek atlaga, SPSS 16.0 statisztikai programban egy tényezds
varianciaanalizissel, Tukey teszttel elemeztem mely soran 5%-0s szignifikancia szintet

hataroztam meg.

2.4. S. aureus torzsek methicillin-rezisztenciajanak meghatdrozasa

2.4.1. Tenyésztésen alapuld modszerek

A korongdiffuziés médszer soran a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
altal meghatarozott eldirasoknak (2019) megfelelden vizsgaltam a torzsek antibiotikum-
rezisztenciajat. Cefoxitin 30 pg korongokat alkalmaztam a vizsgalat soran, az eldirasok
alapjan, MRSA torzsek esetében a feltisztulasi zona 6-19 mm.

A CHROMagar MRSAII egy szelektiv differencialé taptalaj, mely a methicillin-
rezisztens Staphylococcus aureus fajok kimutatasara szolgal. MRSA baktériumnak azokat a
torzseket tekintettem, melyek malyvaszinii és morfologiailag Staphylococcusokhoz hasonld

telepeket képeztek.

2.4.2. A mecA génkomplex vizsgalata

A vizsgalatot a Nemzeti Elelmiszertudomanyi Intézet (National Food Institute — NFI) 2012-
ben kiadott protokollja alapjan végeztem. A baktériumbol genomi DNS-t izolaltam, majd
PCR segitségével felszaporitottam a mecA génszakaszt. Az adott primerparral kapott mecA

génszakasz mérete 527 bp hosszu (1. tablazat).
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1. tablazat: A mecA génszakasz felszaporitasahoz hasznalt PCR primerek

Primer név Primer szekvencia
mecA_fwd 5'- GGGATCATAGCGTCATTATTC-3'
mecA_rev 5'- AACGATTGTGACACGATAGCC-3'

rrrrrr

2.5.1. spa tipizalas

A baktériumbol genomi DNS-t izolaltam, majd PCR segitségével felszaporitottam a
Staphylococcus aureus protein A génszakaszt (spa). A Nemzeti Elelmiszertudomanyi Intézet
(National Food Institute — NFI) 2012-ben kiadott protokollja alapjan végeztem az eljarast. A
Staphylococcus aureus protein A génszakasz felszaporitisihoz a 2. tablazatban lathato

primerpart hasznaltam.

2. tablazat: A Staphylococcus aureus protein A génszakasz felszaporitasahoz hasznalt
PCR primerek

Primer név Primer szekvencia
spa-1113F 5-TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3'
spa-1514R 5-CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-3'

A nukleotid sorrend meghatarozasat mindkét iranybol, azaz a forward és a reverz primerrel
kiilon-kiilon is elvégeztem. A szekvencia eredmények értékelése és az spa tipusok azonositasa
BioNumerics 7.6 szoftver segitségével tortént. A szekvencia illesztések ellendrzését

elvégeztem, majd elemeztem az ismétlédések alapjan beazonosithat6 spa tipusokat.

2.5.2. MLST vizsgalat

A baktériumbol genomi DNS-t izolaltam, majd felszaporitottuk a 7 db Staphylococcus
aureus fajra specifikus génszakaszt PCR segitségével. A megtisztitott PCR termékek
nukleotid sorrendjét meghataroztam és a szekvencia adatok értékelését BioNumerics 7.6
szoftver segitségével végeztem el. A szoftver azonositotta a PubMLST adatbazisban
meghatarozott gén szakaszhatdrokat és a mintdhoz hozzarendelte a szekvencia tipust és allél

verzidszamokat. Az eljaras THOMAS ¢s mtsai. (2007) tanulmanya alapjan keriilt



kidolgozasra. A Staphylococcus aureus torzsekre kifejlesztett 7 db haztartasi gént és a gének

felszaporitasdhoz hasznalt primerek szekvenciait a 3. tdblazat tartalmazza.

3. tablazat: A Staphylococcus aureus fajra kidolgozott MLST moédszerben alkalmazott gének

¢s a felszaporitasukhoz hasznalt primerek adatai (https://pubmlst.org/saureus/)

Vizsgalt gén és roviditése Primer név Primer nukleotid sorrend (5°-3°)
Karbamat kindz (arcC) arcup_1 TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC

arcdn_2 AGG TAT CTG CTT CAATCA GCG
Sikiminsav dehidrogendz aroup_3 ATC GGA AAT CCT ATT TCACATTC
(aroE)

arodn_4 GGT GTT GTATTAATAACG ATATC

Glicerol kindz (glpF) gpup. 5  CTAGGAACT GCAATC TTAATCC

glp dn_6 TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC

Guanilat kindz (gmk) gmk up_7 ATC GTT TTATCG GGA CCATC

gmkdn_8 TCATTAACT ACAACGTAATCGTA

Fosztfat acetiltranszferaz ptaup 9 GTT AAAATC GTATTA CCT GAA GG
(pta)

pta dn_10 GACCCTTTT GTT GAA AAG CTT AA

Triozfoszfat izomerdz (tpi) tpi up_11 TCGTTC ATT CTG AAC GTC GTG AA

tpi dn_12 TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC

Acetil-koenzim-A yqiup_13 CAG CAT ACAGGACACCTATTG GC
acetiltranszferdz (yqil)

ygidn_14 CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC

2.6. Enterotoxinokat kédolo gének vizsgadlata

A torzsekbdl a genomialis DNS-t izolaltam, majd az SE gének (sea, seb, see, sed, sec, ser,
seh, selj, seg, sei, selp) detektalasara multiplex PCR protokollokat hajtottam végre az Eurdpai
Unié Koagulaz-Pozitiv  Staphylococcusok Referencialaboratoriumanak (EU-RL CPS)
primerkészleteivel. A seh és a ser géneket detektalo primereket harmadik, kiilonallo
reakcioként futtattam, hogy elkeriiljem a hasonlé méreti PCR termékek atfedését a
gélelektroforézis soran. Az amplikonokat agar6z gélelektroforézissel valasztottam el, és

becsiilt méretiik alapjan azonositottam az egyes gének jelenlétét vagy hidnyat.


https://pubmlst.org/saureus/

3. EREDMENYEK

3.1. Minta-eldkészitési modszerek kidolgozasa MALDI-TOF MS vizsgdlatokhoz

A minta-elokészitési eljarasok Osszehasonlitasa és kivalasztasa soran a legfontosabb
tényez0, amit figyelembe vettem, a spektrumokat alkotd csucsok szdma, a teljes spektrum
intenzitasa és a detektalt legkisebb és legnagyobb m/z értékii cstics. A referencia térzseket
Columbia véres agaron tenyésztettem 24 oran keresztiil és a-HCCA matrixot alkalmaztam
melyet el6z6 tanulmanyok eredményeire alapoztam (JOSTEN ¢és mtsai.,, 2013). A
tomegspektrumok manudlis elemzése az eldkisérletekben rdmutatott arra, hogy sziikség van
egy olyan minta-el6készitési eljaras kidolgozasara, mely soran hasonld felbontasi és
intenzitasi spektrumokat tudok felvenni, mint az etanolos extrakcidval, azonban sokkal
rovidebb id6 alatt és kevesebb 1épésben.

Egy modositott hangyasavas szuszpendalasi eljarast dolgoztam ki, mely (M-FA) soran egy
1,5 ml-es Eppendorf csébe 20 pl 70%-0S hangyasavat pipettaztam. A vizsgalando
tenyészetbol egy steril kaccsal vettem néhany milligramm bioldgiai mintdt, melyet
elszuszpendaltam 20 pul 70%-os hangyasavban 45 masodpercen keresztiil. A szuszpenziohoz
hozzdadtam 20 pl acetonitrilt és jol megkevertem. Ezt kdvetden az elkészitett mintatartd
parhuzamos mintafelvitelt alkalmaztam. A beszaradt mintara 1 pl matrix oldatot
cseppentettem fel €s laminaris bokszban hagytam beszaradni.

A 4 eljaras koziil a direkt mintafelvitel (DT) esetében detektaltam a legkevesebb cstcsot.
Hangyasavas feltarassal (DT-FA) kiegészitve mar kedvezdbb szamu (78 db) csucs jelent meg
a spektrumban. Etanolos extrakciéval (EtOH) detektaltam a legtobb cstucsot (119 db),
azonban a moddositott hangyasavas szuszpendalds (M-FA) soran is 100 db felett volt a

detektalhatd csucsok szama (4. tablazat).

4. tablazat: A minta-el6készitési eljarasok hatasa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Minta-elokészitési eljarasok

DT DT-FA EtOH M-FA
Detektalt csticsok 67 78 119 104
szamanak atlaga, (1,51) (1,13) (2,51) (1,66)
szorasa (db)
Spektrumok 10* 10* 10° 10*
intenzitasa (a.u.)
Tomegszam 1901- 1901-15051  2090-15051 1901-19084
tartomany (m/z) 15051




A spektrumok intenzitdsa hasonloképpen alakult a kiilonbdz6 minta-elokészitési eljarasok
soran. A DT, DT-FA, M-FA esetében a spektrumok intenzitdsa 10* a.u.volt. EtOH
extrakcioval magasabb intenzitast tudtam elérni, azonban ebben az esetben a legkisebb
detektalhatdé m/z csucs nagyobb volt (2090 m/z), mint a masik 3 eljaras esetében. A
legnagyobb tomegszam tartomanyt a M-FA eljarassal értem el, ebben az esetben a legkisebb
detektalhat6 cstucs 1901 m/z értékii volt, mig a legnagyobb 19084 m/z. 15000 m/z érték felett
csak ezzel a minta-elokészitéssel detektaltam csticsokat.

A minta-elokészitési modszerek Osszehasonlitasa soran, végiil mind a 4 eljarassal
elvégeztem a referencia S. aureus torzsek MALDI Biotyper azonositasat. A legalacsonyabb
azonositasi atlag log score értékeket a DT eljarassal kaptam. Tovabba a DT-FA eljarassal is
csak 2,203 volt a torzsek atlag azonositasi log score értéke. Az EtOH és M-FA minta-
elokészitési modszerekkel, a torzsek atlag azonositasi log score értéke nagyobb volt, mint
2,300, tehat a mikroorganizmusok azonositdsa biztonsagosnak tekinthetd. A kiilonb6zé minta-
elokészitési eljarasokkal kapott atlag azonositasi log score értékek kozott, az M-FA és EtOH
modszer esetében nem volt szignifikans kiilonbség. Azonban az M-FA minta-el6készitési
modszer egy gyorsabb eljaras, mely az EtOH modszerhez hasonléan lehetové teszi a fajok,
alfajok biztonsagos elkiilonitését, valamint a spektrum intenzitdsa és a csiicsok szama alapjan

a részletes elemzést.
3.2. Matrix oldatok dsszehasonlitisa

A minta-elokészitési modszer kivalasztasat kovetden, a matrix oldatok spektrumokra
gyakorolt hatasat elemeztem. A tenyésztési koriilmények megegyeztek az el6zé 3.1.
alfejezetben leirtakkal. Az a-HCCA matrix oldat mellé tovabbi 2 matrix oldatot vontam be a

vizsgalatokba, az SA-t és a DHB-t.

5. tablazat: A matrix oldatok hatdsa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Alkalmazott matrix oldatok

SA DHB a-HCCA
Detektalhat6 cstucsok 98 86 104
szamanak atlaga, szorasa (1,87) (2,78) (1,66)
(db)
Spektrumok intenzitasa 3x10° 1x10* 1x10*
(a.u.)
Tomegszam tartomany (m/z) 1827- 9627 1901-15051 1901-19084
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Az SA matrix a nagyobb tomegli fehérjék detektalasat teszi lehetdvé, azonban az
eredmények alapjan ezzel a matrix oldattal tudtam a legkisebb tomegszam tartomanyban
csucsokat detektalni. Ebben az esetben a legnagyobb, detektalhatd fehérje a 9627 m/z értéki
csiucs volt. A DHB matrix lehetdvé tette a csticsok detektalasat 1901-15051 m/z
tartomanyban, de a megjelent csucsok szamanak atlaga 100 db alatt volt. A spektrumok
intenzitasat tekintve, a DHB és a-HCCA matrix oldat megfelelt az elvarasoknak, azonban az

SA matrix alkalmazéasaval a spektrumok atlag intenzitdsa mindossze 3000 volt.

3.3. Taptalajok és a tenyésztési ido osszehasonlitisa

A vizsgalatok soran elemeztem a 4 kiilonb6z6 taptalajon tenyésztett referencia torzsek
spektrumait. A Baird-Parker (BP) szelektiv taptalajon tenyésztett torzsek spektrumaiban a
detektalhatd csucsok szamanak atlaga 62 db volt, mely jelentésen kevesebb volt a masik 3
esethez viszonyitva (6. tablazat). A Mueller-Hinton (MH) csokoladé (CS) és Columbia (C)
véres agaron vald tenyésztés soran, a detektalhatd csticsok szamanak atlaga kozott nem volt

szignifikans kiilonbség.

6. tablazat: Az alkalmazott taptalajok hatdsa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Alkalmazott taptalajok

BP MH CS Cc
Detektalhat6 csticsok
szamanak atlaga, 62 98 102 104
szérasa (db) (2,45) (3,00) (2,69) (1,66)
Spektrumok 3x10° 6x10° 8x10° 1x10*

intenzitasa (a.u.)
Tomegszam tartomany 1901-19084 1901-19084 1901-19084 1901-19084
(m/z)

A taptalaj kivalasztasat kovetden, a tenyésztési id6 spektrumokra gyakorolt hatasait
vizsgaltam. Columbia véres agaron 24, 48 és 72 6raig inkubaltam 37 °C-on a torzseket. A 24
h és a 48 h tenyésztési id6t kovetden a detektalhaté csucsok szama kozott nem volt
szignifikans kiilonbség (7. tablazat). A 72 h tenyésztési idét kovetden lecsokkent a
detektalhatd csticsok szama, ami legféképp a 1900-4306 m/z, valamint a 9627-19084 m/z
tomegszam tartomany kozott volt jellemzd. A vizsgalt paraméterek alapjan a tovabbi mérések

esetében a 24 h tenyésztési idot alkalmaztam.
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7. tablazat: A tenyésztési id6 hatdsa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Tenyésztési id6

24 h 48 h 72 h
Detektalhat6 cstucsok 104 102 76
szamanak atlaga (db) (1,72) (1,89) (1,81)
Spektrumok intenzitisa 1x10* 1x10* 1x10*
(a.u.)
Tomegszam tartomany (m/z) 1901-19084 1901-15051 1901-19084

3.4. Izolatumok azonositisa MALDI Biotyper szoftverrel

Az ¢lelmiszerekbdl és haszonallatokbol izolalt koaguldz-pozitiv torzsek faj és alfaj szintii
azonositasait MALDI Biotyper szoftver segitségével végeztem. Minden izolatumot 2,300 log
score érték felett azonositottam, melynek az 56%-a meghaladta a 2,400 log score értéket. A
vizsgalat sordn 5 kiilonb6zo élelmiszercsoportbdl azonositottam S. aureus torzseket, melyek

70%-at hus és huskészitményekbodl, 13%-at szaraztésztakbol izolaltuk (1. abra).

B Hus ¢és huskészitmények
W Szarasztészta
Tejtermékek

W Készételek

mZ6ldség és gylimdles

1. abra Az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek megoszlasa élelmiszercsoportonként

A haszonallatokbol izolalt S. aureus térzsek azonositasat is elvégeztem MALDI Biotyper
program segitségével. Minden izoldtumot 2,400 log score érték felett azonositottam és a
torzsek 77%-a a Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM 799 referencia torzs
tomegspektrumaval mutatta a legnagyobb hasonlosagot (8. tablazat).

PEREZ-SANCHO és mtsai. (2018) tanulméanya alapjan, a S. aureus subsp. anaerobius
esetében a 3430 m/z és a 6861 m/z az alfajra specifikus csucs. Az azonositast kdvetden,
FlexAnalysis 3.4 program segitségével manualisan is elemeztem az izolatumok

tomegspektrumait, amely soran kizarhattuk a két specifikus csucs jelenlétét.
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8. tablazat: Haszonallatokbol izolalt torzsek azonositasi eredményei

Azonositd Faj Log score Azonositas

érték eredménye
SA-127 sz.marha 2,453 1
SA-146 sz.marha 2,534 1
SA-297 16 2,467 1
SA-136 sertés 2,543 1
SA-237 sz.marha 2,465 1
SA-034 sertés 2,467 1
SA-113 sertés 2,474 1
SA-126 sertés 2,408 3
SA-116 sz.marha 2,483 2
SA-121 sz.marha 2,526 2
SA-145 sz.marha 2,488 1
SA-329 16 2,517 1
SA-065 sertés 2,462 1

1: Staphylococcus aureus subsp aureus DSM 799; 2: Staphylococcus aureus subsp aureus DSM 20231T DSM;
3: Staphylococcus aureus ATCC 33862 THL

3.5. 4,,S. aureus komplex” fajainak elkiilonitése MALDI-TOF MS technikaval

Korébbi tanulmanyokban szamos olyan specifikus cstcsot hatdroztak meg, melyek
alkalmasak lehetnek a S. aureus, S. argenteus és S. schweitzeri azonositisira és
elkiilonitésére. A vizsgalat soran JOSTEN és mtsai. (2013) és SCHUSTER és mtsai. (2017)
altal meghatarozott 29 specifikus csucsot teszteltem a referencia torzseken (9. tablazat). A 29
csucs koziil 8 csucs (6889 m/z, 10105 m/z, 5045 m/z, 5002 m/z, 6580 m/z, 2289 m/z, 6613
m/z, 3007 m/z) eltéré6 fajban/fajokban jelent meg az el6z6 tanulmanyokban leirt

eredményekhez viszonyitva.

9. tablazat: Specifikus csucsok megjelenése a S. aureus klonalis komplex fajainak

tomegspektrumaiban

Faj m/z
S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 2636, 3891, 4306, 4814, 6354, 6889*, 8091, 8891, 9627

S. aureus/ S. argenteus 10105%*, 3037
S. aureus/ S. schweitzeri 5045*, 6613*
S. argenteus 5002*, 6580*
S.aureus 2201, 2289*, 2307, 2685, 3007*, 3875, 4485, 4497,

5507, 5525, 5539, 5551, 6423, 6552
*Csucsok, amelyek mas faj tdmegspektrumaban jelentek meg az el6z6 tanulméanyokhoz viszonyitva.
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A referencia torzsek tomegspektrumainak tovabbi elemzésével meghataroztam 8 olyan

specifikus csucsot, melyek lehetové teszik a fajok elkiilonitését és azonositasat (10. tablazat).

Az élelmiszerekbdl és a haszonallatokbol izolalt torzsek tomegspektrumaiban egyik S.

argenteus és S. schweitzeri specifikus csucsot sem detektaltam.

10. tablazat: Uj specifikus csticsok a S. aureus komplex fajainak elkiilonitésére

Faj m/z
S. argenteus / S. schweitzeri 2641
S. schweitzeri 3453
S. schweitzeri 4911
S. aureus/ S. argenteus 4942
S. aureus 5032
S. argenteus/ S. schweitzeri 5286
S. aureus / S. argenteus 6818
S. schweitzeri 6908

3.6. Methicillin-rezisztencia meghatdarozisa MALDI-TOF MS technikdval

A methicillin-rezisztencia

specifikus

csucsok meghatarozasat valamint az el6z6

tanulmanyokban megallapitott csticsok tesztelését elszor a referencia torzseken végeztem el.

A vizsgalat soran, az el6z0 tanulmanyokban meghatarozott 10 kiilonb6z6 MRSA specifikus

csucsot teszteltem, a referencia MSSA és MRSA torzseken (11. tablazat).

11. tablazat: A referencia térzsekben detektalhaté MRSA specifikus csucsok

(m/z)

MRSA
ATCC33591 ATCC43300

Referencia Torzsek

MSSA
ATCC29213 ATCC6538 ATCC14458 ATCC19095 ATCC27664

2127

+ -

2414

+

3043

+

4607

5070

6576

6885

9216

9632

10152

A tesztelt csucsok koziil a 2414 m/z, a 6885 m/z és a 10152 m/z értékl csucs volt az,

amelyeket csak az MRSA torzsekben detektaltam és az MSSA torzsekben nem jelentek meg.
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Az altalam meghatarozott specifikus cstucsokat (12. tablazat, *-al jelolt m/z értékek), a
referencia torzsek spektrumainak elemzése soran hataroztam meg, melyeket a haszonallatok

¢s a klinikai MRSA izolatumok spektrumain teszteltem.

3.7. Az élelmiszerekbol izolalt S. aureus torzsek methicillin-rezisztencidjanak

feltérképezése

3.7.1. MRSA specifikus cstcsok vizsgalata az élelmiszerekbdl izolalt tdrzsek

tomegspektrumaiban

Az ¢élelmiszerekbdl izolalt torzsek tOmegspektrumainak elemzése soran az MRSA
specifikus csucsok jelenlétét, illetve hidnyat vizsgaltam. A spektrumok elemzése soran egy

sertéstarjabol és egy libamajbol izolalt térzs bizonyult methicillin-rezisztensnek.

12. tablazat: Az MRSA specifikus csticsok eléfordulasi gyakorisaga az élelmiszerekbdl

izolalt térzsek tomegspektrumaiban

MRSA El6fordulasi gyakorisag (%)
specifikus
csucsok (m/z) Elelmiszerekbél Elelmiszerekbél
izolalt MSSA toérzsek  izolalt MRSA t6rzs
(n=45) (n=2)

2127 0 100

2414 0 100

3043 53 100

4607 0 0

5070 62 100

6576 71 100

6885 0 100

9216 0 0

9632 97 100
10152 0 50
2453* 0 100
4461* 46 100
2548* 80 50
2718* 0 100
3885* 0 0

*A referencia torzsek alapjan meghatarozott, uj methicillin-rezisztencia specifikus csticsok
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3.7.2. Korongdiffiizios mddszer és az MRSA CHROMagar szelektiv, differenciald taptalaj

vizsgalati eredményei

Az ¢lelmiszerekbdl izolalt torzsek esetében korongdiffizios modszerrel és MRSA
szelektiv differencialo taptalajjal is igazoltam az antibiotikum rezisztencia jelenlétét. Minden
izolalt torzs esetében parhuzamos mérést végeztem, valamint a referencia MSSA és MRSA
torzseken is elvégeztem a vizsgalatot.

A korongdiffiizios mddszer esetében, 45 torzsnek 23-29 mm kozé esett a feltisztulasi
zonaja. A libamajbdl izolalt torzs feltisztuldsi zondja 9 mm volt, a sertéstarjabol izolalt torzs
feltisztulasi zonaja pedig 17 mm volt, tehat a korongdiffaziés modszer alapjan is methicillin-
rezisztensnek bizonyult mind a két S. aureus torzs. A libamajbol és a sertéstarjabol izolalt
torzs malyvaszinii telepeket képeztek az MRSA CHROMagar taptalajon, a referencia MSSA

torzsek €s a tobbi élelmiszerbdl izolalt térzs esetében azonban nem volt megfigyelhetd telep.

3.7.3. A mecA gén tipizalas eredményei

Az MRSA szelektiv, differencial6 taptalaj, a korongdiffiizios modszer és a MALDI-TOF
MS vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy a libamajbol és a sertéstarjabol izolalt torzsek
methicillin-rezisztenciat mutatnak, ezért feltételezhetd volt, hogy a térzsekben kimutathato a
PBP2a szintéziséért felelés mecA gén. A vizsgalat soran pozitiv kontroll torzsként az ATCC
43300 MRSA torzset, mig negativ kontrollként az ATCC 29213 MSSA torzset alkalmaztam.
Az ¢élelmiszerekbdl izolalt torzsek koziil a libamajbol és a sertéstarjabol izolalt torzsek

esetében kimutattam a mecA génkomplexet.

3.8. Az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek enterotoxin termelésének vizsgalata

A multiplex PCR mddszerrel elvégzett vizsgalat soran a 47 ¢élelmiszerbdl izolalt S. aureus
torzs koziil 23 torzs esetében detektaltam SE géneket. Ezeknek a torzseknek a 91%-a csak egy
SE gént hordozott, azonban 2 torzs esetében 2 gént is sikeriilt kimutatni. Az enterotoxint
termeld 23 torzs 44%-aban seh gén, 31%-aban a selp gén volt kimutathat6 (2. abra). A seh
géneket a szaraztésztakbol és a husokbol izolalt torzsek koziil detektaltam, a selp gének pedig
kimutathatok voltak a tejtermékekbdl, husokbol és a zoldségekbdl izolalt S. aureus torzsek
némelyikében. Az enterotoxint termelé torzsek 17%-a sSei géneket hordozott, melyeket

legfoképp baromfi huisokbol izolaltam.
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M selp

H seh

o sei

M sei,seg

n=23

W sei,selp

2. abra Az SE gének megoszlasa az enterotoxint termeld S. aureus térzsekben (n=23)

3.9. Az élelmiszerekbdl és haszondllatokbol izolalt S. aureus torzsek szekvencia-alapu

rrrrr

Az ¢élelmiszerekbdl izolalt térzsek nagy variabilitast mutattak, mivel a tipizalas soran a 47
izolatumban 20 kiilonbozd spa tipust hataroztam meg. A leggyakrabban el6fordulo spa tipus a
t084-es volt, a torzsek 19%-a ebbe a tipusba tartozott. Tovabba, két gyakori spa tipus volt, a
t091 és a t1491, mind a két tipus esetében 13% volt az eléfordulasi gyakorisag. Két
sertéshuisbol szarmazd izolatum esetében, eddig még nem ismert ismétlédés kombinaciot
azonositottam a szekvenciakban. A libamajbol izolalt MRSA torzs a t706 spa tipusba, a
sertéstarjabol izolalt MRSA torzs pedig a t011 spa tipusba tartozott.

A 20 azonositott spa tipus koziil, 8 spa tipus esetében tudtam az adott mintdhoz
hozzarendelni a szekvencia tipust. A leggyakrabban el6forduld t084 spa tipusu torzsek az
ST15 MLST tipusba tartoztak. A t091 spa tipust torzsek az ST7, a t213 spa tipusu torzsek az
ST12, a t127 spa tipust torzsek az ST1, a t002 spa tipust torzs az STS és a t011 spa tipusu
torzsek pedig az ST398 tipusba tartoztak.

A haszonallatokbol izolalt 13 torzs koziil, a t011, t034 és t127 spa tipusba 4-4 torzs, mig a
t458 spa tipusba 1 torzs tartozott. A MLST vizsgalat alapjan a t011 és a t034 spa tipusu
torzsek az ST398 MLST tipusba tartoztak. A t127 spa tipusu térzsekhez az ST1, mig a t458

spa tipushoz az ST97 szekvencia tipus lett hozzarendelve.
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3.9.1. Az azonositott szekvencia tipusok ¢és a MALDI-TOF MS technikaval kapott

markerszettek 6sszefiiggéseinek elemzése

Az ¢lelmiszerekbdl és haszonallatokbol izolalt torzsek (n=60) tomegspektrumaiban a 7
kiilonbozé ST tipusra 4 specifikus csucsot teszteltem és 14 specifikus csticsot hataroztam
meg. Egy ST tipusba tobb izoldtum tartozott, ezért a megjelend specifikus csucsok

el6fordulasi gyakorisagat tiintettem fel (13. tablazat).

13. tablazat: Az élelmiszerekbdl és haszonallatokbdl izolalt torzsek spektrumaiban megjelent

ST specifikus csucsok

Specifikus Eléfordulasi gyakorisag a szekvencia tipusokban (%)
csucs ST7 ST15 ST1 ST5 ST12 ST97 ST398 Ismeretlen
m/z n=6 n=9 n=14 n=1 n=3 n=1 n=8 n=18
30072 0 0 100 0 0 0 0 0
3891° 0 0 0 100 0 0 0 0
5004° 0 0 0 0 0 0 13 0
4511° 0 0 0 0 0 0 100 0
3037 0 0 79 0 0 0 0 0
4860 100 100 0 0 0 0 0 0
4874 100 100 0 0 0 0 0 0
5598 0 0 36 0 0 0 0 0
5653 0 0 36 0 0 0 0 0
5800 0 0 0 0 100 0 0 0
6180 0 0 0 0 0 100 0 0
6453 0 0 21 0 0 0 0 0
6498 0 0 21 0 0 0 0 0
6536 0 0 21 0 0 0 0 0
6569 0 0 50 0 0 0 0 0
6575 100 0 0 100 100 0 100 78
6630 0 0 21 0 0 0 0 0
7143 0 0 0 0 0 100 0 0
B

% JOSTEN és mtsai. (2014); ~ JOSTEN és mtsai. (2013); @OSTERGAARD és MOLLER (2018); ¢ CAMOEZ és

mtsai. (2015)

Az el6z6 tanulmanyokban meghatarozott 3 specifikus cstucs (3007 m/z, 5004 m/z, 4511
m/z) az ST1 és ST398 tipusu torzsek elkiilonitését szolgaljak. A 3007 m/z cstcs csak az ST1
tipusu torzsekben, az 5004 m/z és 4511 m/z csucs csak az ST398 tipust torzsekben jelent
meg, az el6z6 tanulmanyok eredményeinek megfelelden.

A vizsgalatban meghatarozott 14 cstcs koziil a 4860 m/z, 6575 m/z és a 4874 m/z cslcs
tobb kiilonb6zé ST tipusban is detektalhaté volt, azonban mas specifikus csucsokkal

kombinalva egyedi markerszetteket hoztak 1étre.
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4. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. Uj minta-el6készitési modszert dolgoztam ki a médositott hangyasavas szuszpendalast
(M-FA), mely alkalmazasaval szignifikans mértékben (p < 0,05) magasabb log score
értékekkel azonositottam az izolatumokat, mint direkt mintafelvitellel (DT) és
hangyasavas direkt mintafelvitellel (DT-FA). Az M-FA és az EtOH extrakcié minta-
elokészitési eljaras soran az azonositasi log score értékek kozott nem volt szignifikans
kiilonbség, azonban az M-FA egy gyorsabb és koltséghatékonyabb eljaras, mint az
EtOH extrakcio, ezaltal konnyebben beilleszthetd a rutin  laboratoriumi

diagnosztikaban.

2. A ,,S. aureus komplex” fajainak elkiilonitésére 8 specifikus ion fragment értéket (2641
m/z, 3453 m/z, 5032 m/z, 5286 m/z, 4911 m/z, 4942 m/z, 6818 m/z, 6908 m/z)

hataroztam meg a referencia torzsek tomegspektrumainak elemzése soran.

3. Az MRSA ¢és a MSSA celkiilonitésére 3 methicillin-rezisztencia specifikus cstcsot
(2453 m/z, 2718 m/z, 3885 m/z) hataroztam meg, melyek lehet6vé tették az MRSA

torzsek gyors azonositasat az élelmiszerekbdl szarmazo S. aureus izolatumok koziil.

4. Az ¢élelmiszerekbdl izolalt 47 S. aureus torzs vizsgéalata soran 2 izoldtum esetében
methicillin-rezisztenciat hataroztam meg, melyek koziil a sertéstarjabol izolalt MRSA
torzs t011 spa tipusu és a 398 szekvencia tipusba tartozik, mely Eurdpaban a

leggyakrabban el6fordulo allattenyésztéssel 6sszefiiggd MRSA tipus.

5. A szekvencia tipusok alapjan 7 specifikus markerszettet hataroztam meg MALDI-TOF
MS moddszerrel, melyek az ST7, ST15, ST1, STS, ST12, ST97 és az ST398 tipusu

torzsek azonositasat €s egymastol valo elkiilonitését segitik eld.
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5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1. A koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok elkiilonitése és azonositasa a fajok eltérd
mértékli patogenitasa €s gazdaspecifitisa miatt elengedhetetlen, mind az élelmiszer-
mikrobiologidban, mind a human-, ¢és allatgydgyaszatban egyarant. Az élelmiszerek
mikrobiologiai kritériumairol sz6lo, 2005. november 15-1 2073/2005/EK bizottsagi
rendelet az MSZ EN ISO 6888-1:2008-as szabvanyt irja el6 a koagulaz-pozitiv
Staphylococcus fajok szamanak meghatarozasara, azonban ez nem teszi lehetévé a fajok
azonositasat és nem tér ki az antibiotikum rezisztencia feltérképezésére sem. A MALDI-
TOF MS technika egy megbizhatd, gyors és koltséghatékony diagnosztikai modszer,
melyet ma mar széleskorben alkalmaznak mikroorganizmusok azonositasara.

2. Az ijonnan kidolgozott modositott (M-FA) minta-el6készitési eljaras lehetové teszi a S.
aureus fajok magas log score értékkel torténd azonositasat €s a biomarkerek részletes
elemzését. Tovabba a S. argenteus és S. schweitzeri specifikus csucsok lehetové teszik a
»SAC” fajainak elkiilonitését, melyre a klasszikus mikrobioloégiai modszerek nem
alkalmasak. Az M-FA eljaras egy egyszerii, idétakarékos valamint alacsony vegyszer és
eszkozigényl eljaras, mely ezaltal konnyen beilleszthetd a rutin mikrobiologiai
diagnosztikaba.

3. A tesztelt illetve meghatarozott specifikus csticsoknak kdszonhetden, egy méréssel
szamos informdciohoz juthatunk a S. aureus torzsek tomegspektrumainak elemzése
soran. A methicillin-rezisztencia specifikus cstucsok eldsegitik az MRSA gyors
azonositasat, mely a sikeres terdpia elengedhetetlen részét képezi. Tovabba, az ST
specifikus biomarkerek alkalmazasa eldsegitheti az egyes ST tipusok elkiilonitését €s
azonositasat, ezaltal lehetévé téve a torzsek epidemioldgiai és evollcids
nyomonkovetését, melynek nagy jelentdsége van mind élelmiszerbiztonsagi, mind

népegészségiigyl szempontbol.
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