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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACN: acetonitrile (acetonitril)

CA-MRSA: community-acquired (k6zosségekben szerzett) methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus

CC: clonal complex (klonalis komplex)

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute (Klinikai és Laboratoriumi

Szabvanyiigyi Intézet)

CP: capsular polysaccharide (kapszularis poliszacharid)

DHB: 2,5-Dihydroxybenzoic acid

DT: direct transfer preparation (direkt mintafelvitel)

DT-FA: direct transfer preparation with formic acid (direkt mintafelvitel hangyasavval)

EtOH: ethanol extraction sample preparation (etanolos extrakciés modszer)

ETs: exofoliative toxins (epidermolitikus toxinok)

EU: Eurdpai Unid

EGT: Eurépai Gazdasagi Térség

FA: formic acid (hangyasav)

GI: gasztrointesztinalis

HA-MRSA: healthcare associated (egészségligyi ellatassal dsszefiiggd) methicillin-
rezisztens Staphylococcus aureus

HI: hemolizin

Hlg: gamma (y) —hemolizin

iIPA: 2-propanol

IL: interleukin

LA-MRSA: livestock-associated (haszonallatokkal 6sszefiiggé) methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus

Luk: leukotoxin

MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass

spectrometer (Matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacids,
repiilési id6 mérésén alapuld tomegspektrometria)

MeOH: metanol

M-FA: modified formic acid suspension (modositott hangyasavas szuszpendalas)

MGESs: mobile genetic elements (mobilis genetikai elemek)

MLST: Multilocus sequence typing (multilokusz szekvencia tipizalas)
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MRK: multirezisztens kérokozok

MRSA: methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus

MSSA: methicillin-szenzitiv Staphylococcus aureus

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PFTs: pore-forming toxins (membran-karositd toxinok)

PFGE: pulsed-field gel electrophoresis (pulzaltatott mezejii gélelektroforézis)

PMF: peptide mass fringerprint (peptid-tomeg ujjlenyomat)

PSM: phenol-soluble modulin (fenolban old6dé modulin)

PVL: Panton-Valentine leukocidin

SA: sinapinic acid (szinapinsav)

SAC: Staphylococcus aureus komplex

SAgs: superantigens (szuperantigének)

SE: Staphylococcus enterotoxin

SFP: staphylococcal food poisoning (Staphylococcus okozta ételmérgezés)

spa: Staphylococcus protein A gén

SSL.: staphylococcal superantigen-like (Staphylococcus szuperantigén-szeri toxin)

SSSS: Staphylococcus Scaled Skin Syndrome (Staphylococcus okozta forrazott bor
szindroma)

ST: sequence type (szekvencia tipus)

TFA: trifluoroacetic acid (trifluorecetsav)

TNF: tumor nekrozis faktor

TSS: toxikus sokk szindroma

TSST-1: toxikus sokk szindroma toxin-1

a-HCCA: a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav)



1. BEVEZETES

Az antimikrobialis szerek hasznalata tobb szempontbodl is forradalmasitotta az
orvostudomanyt, azonban alkalmazasukat évtizedek oOta kiséri az antibiotikum
rezisztens baktériumok megjelenése, melyek globalis egészségiigyi problémat okoznak.
A koérokozok multirezisztens formai, tobbek kozott az intenziv allattartisban
alkalmazott nagy mennyiségli antibiotikumok hatdsara, egyre novekvd 4llat-
egészségiligyi problémat jelentenck, melyek érintkezes, az ¢lelmiszerlanc és a kdrnyezet
révén az allatokrol az emberekre terjedhetnek. A multirezisztens korokozdk altal
kivaltott fert6zések terapids lehetdségei egyre korlatozottabbak, ezért csokkenteniink
kell az antibiotikumok szakszertitlen alkalmazasat, hogy megdrizzék hatékonysagukat a
gyogyaszatban (WHO, 2017).

Az antibiotikum rezisztens korokozok koziil a methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) fertézések incidencidja valtozatosan alakul a kiilonb6zd orszagokban,
azonban Eurdépaban még mindig az egyik leggyakoribb oka a sulyos bakterialis
fertdzéseknek. Napjainkban, a rezisztenciat hordozé 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
eléfordulnak. Az izolatumok molekularis tipizalasi eredményei ramutattak arra, hogy az
¢lelmiszerlancban az MRSA szamos tipusa jelen van a kiilonbdz6 orszagokban,
azonban az allatallomanyhoz kothet6 és az élelmiszerekben eléforduld MRSA torzsek
ellendrzése jelenleg oOnkéntes. Az MRSA torzsek epidemiologiai és evolicids
nyomonkodvetésének azonban nagy jelentdsége van mind élelmiszerbiztonsagi, mind
népegészségiigyi szempontbol (EFSA, 2009a; ECDC, 2019).

Magyarorszagon, ahogy az Eurdpai Unidban is, a koagulaz-pozitiv Staphylococcus
fajok szamanak meghatarozasat egyes élelmiszerekben rendelet irja eld, azonban az
eldirt szabvany nem teszi lehetévé az identifikdlast és nem tér ki az antibiotikum
rezisztencia feltérképezésére. A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids ionforras és
repiilési 1d6 tomeg analizator 6sszekapcsolasan alapuld tomegspektrometrias modszer, a
MALDI-TOF MS technika, egy 0j diagnosztikai lehetdséget nyujt a mikrobiologiaban.
A vizsgalt minta makromolekulairol és fehérjeprofiljardl szolgaltat informaciot, mely
egyfeldl a taxondmiai pozici6 meghatdrozasanak alapja, masfelél az MRSA ¢és az
MSSA (methicillin-szenzitiv Staphylococcus aureus) izolatumok elkiilonitésének

kiindulasi pontja is.



1.1. Célkitiizések

A WESSLING Hungary Kft. Elelmiszervizsgalé Mikrobiolégiai laboratériumaba

évente kozel 5000 élelmiszer minta érkezik a koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok

szamanak meghatdrozdsara. 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 kiemelkedd jelentdséggel bird fajok és alfajok azonositdsa és

elkiilonitése, az eltérd mértékli virulencia és patogenitas miatt nem elhanyagolhato,

népegészségiigyi szempontbol pedig elengedhetetlen az antibiotikum-rezisztencia

feltérképezése. Munkam soran élelmiszerekbdl €s haszonallatokbodl izolalt S. aureus

fajok fehérjealapt és molekularis biologiai vizsgalatat tliztem 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 biztonsdgos azonositasa MALDI Biotyper szoftver
segitségével.

Specifikus csucsok 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 eredetii élelmiszerek MRSA fert6zottségének
felderitésére.

Az ¢élelmiszerekbdl izolalt térzsekben a Staphylococcus enterotoxin gének
feltérképezése.

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

Osszefiiggések feltardsa, a MALDI-TOF MS technika soran kapott
markerszettek és a molekularis biologiai tipizalassal jellemzett MRSA torzsek

kozott.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Staphylococcus aureus altalanos jellemzése

A Staphylococcusok Gram-pozitiv, 1 pm atmérdjii gomb alaka baktériumok, melyek
altaldban szdlofiirtszerli (staphyli = szOlofiirt) halmazokba rendezddve lathatok a
mikroszkopos képen (1. kép)(NAGY, 2017). A Staphylococcaceae csaladba tartoznak, a
Staphylococcus genusban 58 fajt és 30 alfajt tartanak szamon jelenleg (DSMZ, 2020).
Csillokkal, sporakkal nem rendelkeznek, burkot nem képeznek és altalaban katalaz-
pozitiv baktériumok. Aerob és fakultativ anaerobok, melyek 37 °C-on inkubalva 1-3
mm atmérdjii fényld, kerek, enyhén domboru telepeket képeznek. A patogén torzsek
veéres agaron erds hemolizist mutatnak, a natrum-telluritot tartalmazo taptalajokon pedig
a telluritredukcié hatasara fekete szini telepeket képeznek. Népegészségligyi
szempontbol a Staphylococcus genus legjelentésebb tagja a Staphylococcus aureus,
mely koagulaz-pozitivitdsanak koszonhetéen konnyen megkiilonboztethetoveé teszi a
tobbi koagulaz-negativ Staphylococcus fajtol. A normal flora tagjai, ezért az emberek és
az allatok borén, 1égutakban, a genitélis régid nyalkahartyan és az emésztécsatornaban

is megtalalhatdbak (MEDVECZKY ¢és mtsai, 1999).

1. kép Staphylococcus aureus mikroszkopos képe (bal oldal) és véres agar tenyészete
(jobb oldal) (forras: NAGY, 2017)

Opportunista patogén baktérium, ezaltal klinikai tiinetek megjelenése nélkiil is
kimutathatd az egészséges emberek 9,1-57,8%-ban. A fertézés tipusatol fiiggéen
megkiilonboztetiink lokalizalt (seb, lagyrész, borfertézések, tiidogyulladas) és
generalizalt infekciokat (vérmérgezeés, szepszis), valamint toxinok altal kivaltott
mérgezéseket (gasztrointesztinalis tiinetek, toxikus sokk szindroma). A rezervoar

széleskorli, lehet a tiinetmentes és a klinikai tiineteket mutatdé kolonizalt személy,
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valamint a kontaminalt targyak és élelmiszerek. A terjedés leggyakrabban kozvetlen
érintkezés utjan megy végbe (SZABO, 2015), azonban az élelmiszer toxikoinfekciokat

okozo leggyakoribb patogének kozé is sorolhato (DESI, 2013).

2.2. A Staphylococcus aureus virulenciafaktorai

A S. aureus jelentds szamu virulenciafaktora és ezek kiilonb6zé kombinacioi teszik
lehetdvé a valtozatos lefolyasu és tipusu korképeket. Hairom nagy csoportba sorolhatjuk
a S. aureus virulenciafaktorait: a sejtfelszini faktorok, extracellularis enzimek, valamint
a termelt toxinok és szuperantigének. Az adhéziot a sejt felszinéhez kotott elemek teszik
lehetdveé, valamint szerepet jatszanak a fagocitozis gatlasaban is. Tovabba a baktérium
sejtfelszinén a gazdaszervezet megkdti sajat molekulait, ezaltal elrejtve a mikrobat az
immunrendszer elél. A szamos adhezinnek kdszonhetéen kiilonbozé biologiai
felszinekhez képes tapadni a mikroba (PAL, 2013).

A S. aureus sejtfala peptidoglikan lancokbdl all, melyek endotoxinszerii aktivitassal
birnak, ezaltal lazkeltéek, aktivaljak a komplement rendszert, a kemotaktikus faktorok

termelésével indukaljak az interleukin-1 (IL-1) szekréciot, amely serkenti a

crer

crer

sejtfalban talalhato teikolsav és lipoteikolsav is szerepet jatszik a szOvetek
adhézidjaban, ezaltal a fert6zés kialakulasaban (SUZUKI és mtsai, 2011). A teikolsav
¢s a lipoteikolsav a szoveti fibronektinekhez kapcsolodnak, azonban ezeken kiviil mas
felszini adhezinek, mint a fibrinogénkotd, kollagénkotd, és fibronektin-kotd fehérje is
lehetévé teszik a tapadast (PAL, 2013).

A S. aureus fajra jellemzo sejtfelszini fehérjék koziil, a protein A és a clumping
faktor a torzsek tobbségében megtalalhato. A protein A Fcy-doménhez torténd kotodése
blokkolja az antitestek azon képességét, hogy a mikroba feliiletére specifikus kotodési
aktivitassal eldsegitsék az Fc-receptor altal kozvetitett opsonophagocytosis-t ezaltal a
baktérium elpusztitasat (BECKER és mtsai, 2014). A clumping faktor lehetévé teszi a
szovetekhez és a véralvadékhoz valo kotddést. A vérplazmaban megkéti a fibrinogént,
ami fibrinné alakul, amely a sejtek agglutinacidjat okozza. A S. aureus tdrzsek
poliszacharid tokot képesek képezni, amelyek a baktérium feliiletét és azon 1évo
fehérjéket elrejtik az immunrendszer fagocitaitol. A sejtfalon 1évé toknak két

szerotipusa ismert, az 5 poliszacharidbol (CP5) és a 8 poliszacharidbol (CP8) allé tipus.
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A klinikai izolatumok 75%-a rendelkezik tokkal, a CP8 tipusu torzsek a leggyakoribbak
(KUIPERS és mtsai, 2016). A poliszacharid tok a biofilm képzés egyik jelentés faktora,
melynek mennyisége Osszefliggésben all a tok tipusaval. A CP5 tipust torzsek tobb
biofilmet ¢és vékonyabb poliszacharid tokot képeznek, mint a CP8 tipustiak
(SALIMENA és mtsai, 2016).

A S. aureus szamos extracellularis enzimet termel, amelyek koziil tobbet fontos
virulenciafaktornak tekintenek. Ezek ko6ziil néhany enzim megtamadja azokat a
molekulakat, amelyek részt vesznek a gazdaszervezet fert6zés elleni védekezésében. 22
extracellularis enzimet kodold gént azonositottak. A klinikai mikrobiolégidban a
koaguldz termelés a fO kritérium a S. aureus azonositasa sordn, azonban a
patogenitasban nem tisztazott a szerepe. A koagulaz enzim a human protrombin
enzimmel egy un. staphylotrombin komplexet hoz létre, mely a fibrinogént fibrinné
képes atalakitani. Emellett a koaguldz a szolubilis fibrinogénhez is képes kotddni,
szemben a clumpling faktorral, amely egy kiilonallo fibrinogénkotd fehérje és csak a
szilard fazist fibrinogénekhez kotédik. A koaguldz mellett a torzsek nagy része termel
proteazokat (szerin proteaz, cisztein proteaz, metalloproteaz), lipazokat (glicerin-észter
hidrolaz, foszfolipaz C), zsirsav modositd enzimet, hialuronat liazt és nukleazt

(ARVIDSON, 2006).

2.2.1. A Staphylococcus aureus dltal termelt toxinok

A S. aureus fajok 4ltal termelt toxinokat az kiilonbozteti meg a tobbi virulencia
faktortol, hogy ezek kozvetleniil karositjdk a gazdaszervezetet. A toxinokat
hatdsmechanizmusok alapjan, hdrom kategoéridba sorolhatjuk: membran-karosito
toxinok (pore-forming toxins - PFTs), epidermolitikus toxinok (exofoliative toxins -
ETs) és szuperantigének (SAgs) (ARGUDIN és mtsai, 2010).

2.2.2. Membran-karosito toxinok (PFTs)

A hemolizin alfa toxin (Hla vagy a-toxin) egy 33 kDa tomegii fehérje, melyet a
Klinikai S. aureus izolatumok 95% szekretdl (GRUMANN ¢és mtsai, 2014). A Hla
onmagaban nem tekinthetd toxikusnak, azonban a sejtek membranjahoz kotddve porust
formalnak, ezéltal megndvelve a sejtek membranjanak permeabilitdsat, majd lizisét

(SONG és mtsai, 1996). A sejtek szétesésén tul azonban alternativ szignal Gtvonalakat
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is indukdl, melynek kovetkezménye a sejtproliferacid, a citokin szekrécido és a
gyulladasos reakci6 (PARKER ¢és FEIL, 2005). A Hla toxin a human szervezet
sejttipusainak sz¢lés skalajat érinti, ideértve az endotél, epitél sejteket, T-sejteket,
fagocitakat, makrofagokat (BERUBE és WARDENBURG 2013).

A hemolizin béta toxin (Hlb vagy B-toxin), mas néven a szfingomielindz toxin egy
foszfodiészter-hidroldz, mely hasitja a szfingomielineket, melyek a legelterjedtebb
szfingolipidek az eukariota membranban (FLORES-DIAZ és mtsai, 2016). A toxin
hemolitikus képességét a sejtek szfingomielin-tartalma hatarozza meg, ezért lehetséges
az, hogy a juhok esetében erds, mig a nyulak esetében gyengébb a hemolitikus hatds. A
patogenitasban betoltott szerepe nem tisztazott (DINGES ¢és mtsai, 2000), azonban a
HIb citotoxikus hatast fejt ki a monocitakra, leukocitakra, T-limfocitdkra és gatolja az
IL-8 expresszidjat az endotél sejtekben (KATAYAMA és mtsai, 2013). A HIb toxin a
szarvasmarhdk tOgygyulladdsa sordn izolalt és a human krénikus borfertézésekbol
izolalt torzsekre jellemzd leginkabb (AARESTRUP és mtsai, 1999; KATAYAMA ¢és
mtsai, 2013).

A leukotoxinok koziil eddig 4 kiilonb6z0 toxint izolaltak, melyeket 0sszefiiggésbe
tudtak hozni a human fertézésekkel: a Panton-Valentine leukocidin (PVL), gamma (y) -
hemolizin (HIgA, HIgC, HIgB), leukotoxin ED (LukE, LukD) és leukotoxin AB/GH
(LukAB / LukGH). Szerkezeti felépitésiik hasonld az a-toxinéhoz (YOONG és
TORRES, 2013). A PVL egy olyan erds citotoxin, mely a leukocitakon keresztiil a
sulyos szoveti nekrozis, bortalyogok, borfertézések kialakitasaban jatszik szerepet
(CRIBIER, 1994). A y-hemolizin csoporton beliil, a fehérjék kiilonbozé alegység-
kombinaciokban fordulnak el6. A HIgQAB magas hemolitikus aktivitast és citolitikus
hatdst mutat a humdan szervezetben. Ezzel szemben a HIgCB a vorosvértestekkel
szembeni hemolitikus aktivitisa alacsony (PREVOST és mtsai, 1995; SEILIE és
WARDENBURG, 2017). A LukED citolitikus hatasat nyulak vértestjein és leukocitdin
bizonyitottak, valamint egér kisérletekben beszamoltak toxin medialt fagocita
pusztulasrol (SEILIE és WARDENBURG, 2017). Japanban a LukED géneket a klinikai
izolatumok 87-93%-aban, vilagszerte pedig a methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) torzsek 88-99%-aban detektaltak, mely utalhat a toxin patogenitdsban
betoltott szerepére (VANDENESCH és mtsai, 2003; LIU és mtsai, 2015). A
LukAB/GH a legtjabb toxin, amelyet a leukotoxin csoporton beliil felfedeztek
(VENTURA és mtsai, 2010). A toxin elésegiti a neutrofil extracellularis csapda
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kialakitasat, ami hozzajarul a gyulladasos valaszhoz, ezaltal a gazdaszervezet képes
védekezni a fert6zéssel szemben (MALACHOWA és mtsai, 2013).

A fenolban 0ldodé modulinokat (PSM — phenol-soluble modulin) 1999-ben fedezték
fel Mehlin és mtsai, egy S. epidermidis izolatumban, mely soran harom kiilonb6z6
peptidet azonositottak: a PSMa-t, PSMp-t és a PSMy-t (MEHLIN és mtsai, 1999). A
PSM peptidek biofilm-képzé tulajdonsaguk mellett citolitikus hatassal birnak, valamint
stimulaljak a gyulladasos reakciokat (PERIASAMY és mtsai, 2012).

2.2.3. Epidermolitikus toxinok (ETs)

A S. aureus fajok altal szekretalt epidermolitikus toxinok rendkiviil specifikus szerin
proteazok, melyek hidrolizaljak a dezmoszoma kadherin fehérjéit a bérhdmban, ezaltal
hamlast és holyagképzodést kivaltva (BUKOWSKI és mtsai, 2010). A toxinnak 4
kiilonboz6é antigén tipusa ismert, az ETA, ETB, ETC és ETD (LEE és mtsai, 1987).
Eurdopaban, Afrikaban és Amerikaban az ETA, mig Japanban az ETB a legelterjedtebb
(LADHANI, 2001). Altalaban lokalizalt bérfertdzésekb6l vagy forrazott bor
szindromaban szenvedd 1jsziilottekbol (Staphylococcus Scaled Skin Syndrome - SSSS)
izolalt torzsekben azonositottak az ETA és ETB toxinokat (MARIUTTI és mtsai, 2017).
Az ETC-t lovak fertdzése sordn azonositottak, human infekciokkal még nem sikeriilt

Osszefliggésbe hozni (LEE ¢s mtsai, 1987; MARIUTTI és mtsai, 2017).

2.2.4. Szuperantigének (SAgs)

A szuperantigéneket eredetileg Staphylococcus enterotoxinoknak (SE) nevezték,
mivel a S. aureus okozta ételmérgezést kovetden gasztrointesztinalis (GI) tiinetek
(hasmenés, hanyas) jelentkeztek. Azonban azonositottak olyan toxinokat is, melyek
kovetkezményeképpen nem jelentkeztek a klasszikus GI tiinetek, ezért 2004-ben a
Nemzetkozi Elnevezéstani Bizottsag javaslatot tett a SE elnevezés megvaltoztatasara
(GRUMANN ¢és mtsai, 2014). Tobb mint 23 SAgs toxint azonositottak, melyek kozé
tartoznak az enterotoxinok és a toxikus sokk szindromat kivaltd toxin (TSST-1) is,
emellett meghataroztak 11 szuperantigén-szerii (staphylococcal superantigen-like -
SSL) toxint is, mint példaul a SEIQ, SEIK, SEIX ¢és SEIU (ONO ¢és mtsai, 2008;
GRUMANN ¢s mtsai, 2011). A szuperantigének nagyszamu T-sejtet aktivalnak, mivel
egy kevésbé specifikus, VP elemét ismerik fel a T-sejtek receptorainak. Minden olyan
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T-sejt aktivalodik, mely rendelkezik a megfeleld VB elemmel, ezaltal kivaltva a citokin-
vihart, mely toxikus sokk szindromaban (laz, kiiités, hanyas, hasmenés, hipotenzio,
tobbszervi elégtelenség) mutatkozik meg (MCCORMICK ¢és mtsai, 2001).

Az enterotoxinok hdstabil fehérjék, melyek ellendllnak a gyomorsavnak, valamint
rezisztensek a gasztrointesztinalis protedzok (pepszin, tripszin, renin) aktivitdsara (LE
LOIR ¢s mtsai, 2003). A Staphylococcus okozta ételmérgezés (staphylococcal food
poisoning- SFP) soran, a toxinok a belek és a gyomor lumenében 1év6 receptorokhoz
kotoédnek, ezaltal csokken a viz visszaszivasa és fokozodik a perisztaltika, amely
hanyast és hasmenést okoz. A véraramba jutva citokin, tumor nekrézis faktorok (TNFa,
TNFp), interleukin-1p és interleukin-2, valamint interferon-y szabadul fel a sejtekbdl,
amely toxikus sokk szindromat indukal (CARLSSON ¢s mtsai, 1988; TIEDEMANN ¢és
FASHER, 1996).

2.2.5. Staphylococcus aureus mobilis genetikai elemei

A mobilis genetikai elemeket (MGESs) eldszor 1950-es évek elején irtak le a kukorica
genomjaban (McCLINTOCK, 1950; McCLINTOCK, 1951). A MGEs olyan DNS
fragmentek Osszessége, melyek a virulenciat és rezisztenciat meghatarozo tényezdoket
kodoljak, valamint azokat az enzimeket, melyek a DNS-bdl torténd atvitelt és a DNS-be
torténd integraciot segitik elé (FROST ¢és mitsai, 2005). A MGEs fagvektorokbol,
plazmidokbol, transzpozonokbol, patogenitasi szigetekbdl és kromoszoma kazettakbol
all, melyek nagyrészt vertikalis géntranszfer Gtjan tovabbitodnak (MALACHOWA és
DELEO, 2010). A baktériumok a sejtekbdl vagy a kdrnyezetbdl harom kiilonféle iton
szerezhetnek 1j genetikai informaciot: 1. szabad DNS felvétele a kornyezetbol
(transzformacio), 2. a baktériumsejtek kozotti kozvetlen kapcsolat utjan (konjugacio), 3.
bakteriofag transzdukci6 soran (HACKER ¢és KAPER, 2000).

A S. aureus torzsek heterogenitdsa részben a gazdaszervezettel torténd kdlcsonhatés
kovetkeztében alakult ki, hiszen az MGEs-ben talalhaté virulenciafaktorok egy része
kozvetleniil felelés az adaptacioért (BABA ¢és mtsai, 2002; LINDSAY ¢s HOLDEN,
2004). Az antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat és az anyagcserében résztvevo
molekulakat kodold gének mellett, a Staphylococcus plazmidok koéliinféle szerves és
szervetlen ionok, mint példaul a kadmium, higany €s arzén rezisztenciat is kodolhatnak

(JENSEN és LYON, 2009). A MGEs, a genom mindossze 25%-at teszik ki, azonban
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nagymértékben hozzajarulnak a baktérium alkalmazkodasdhoz ¢és tulélés¢hez

(LINDSAY és HOLDEN, 2004).

2.3. Staphylococcus okozta ételmérgezések — leggyakoribb enterotoxinok

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2000-2008 kozott 241000 S. aureus okozta
ételmérgezést regisztraltak, ezaltal az otodik leggyakoribb ételmérgezést okozd
koérokozonak nyilvanitottdk. Az Europai Unidban 2016-ban az ¢élelmiszer-eredetii
megbetegedések 8%-at, Ausztralidban 2000-2012 kozott az esetek 1%-at, mig Kindban
2013-ban az ételmérgezések 12,5%-at okozta S. aureus (PILLSBURY és mtsai, 2013;
EFSA, 2017; WANG ¢és mtsai, 2017). A baktérium toxinok altal okozott élelmiszer-
eredetii zoonétikus megbetegedések kozott elsé helyen allnak a Stapyhlococcus
enterotoxinok (EFSA, 2020).

A korokozd szamos moddon bekeriilhet az élelmiszerlancba, azonban a kontaminaciod
leggyakoribb utja a dolgozok és a berendezések nem megfelel6 higiéniaja, valamint a
szennyezett alapanyag (HENNEKINNE és mtsai, 2012; FISHER ¢és mtsai, 2018). Az
EFSA 2016-ban kozzétett 6sszefoglaldja alapjan az Eurdpai Unidban az SFP jarvanyok
31%-a esetében kevert tipusu élelmiszer (kettd vagy tobb alapanyag felhasznalasaval
késziilt), 22%-a esetében pedig tej és tejtermék volt a fertézd forrds (EFSA, 2017).
2018-ban, a S. aureus bekeriilt a 10 leggyakoribb korokozo kozé, melyek szennyezett
¢lelmiszer vagy viz utjan a legtobb korhazi apolast eredményezik (EFSA, 2019). Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban az SFP kitorések 55%-at sertéshiisbol és baromfibol
késziilt ételek, sonkak okoztak (BENNETT és mtsai, 2013).

Az SFP jarvanyok 80%-a esetében a Staphylococcus enterotoxin A (SEA) valtotta ki
a megbetegedéseket, majd ezt kdvetden a leggyakrabban a SEB (10%), SEC és SED
toxinokat azonositottak, fliggetleniil a vizsgalt régiotél (ROZGONYI és mtsai, 2009;
ARGUDIN és mtsai, 2010; PINCHUK és mtsai, 2010; HENNEKINNE és mtsai, 2012).
Az Egyesiilt Kirdlysdgban 1969 ¢és 1990 kozott az SFP jarvanyok 79%-at, mig
Franciaorszagban 1981 ¢és 2002 kozott az SFP kitorések 69,7%-4at okozta SEA
(WIENEKE ¢és mtsai, 1993; KEROUANTON és mtsai, 2007). Klinikai esetekben egyéb
enterotoxinokat, mint példdul a SEH-t is azonositottdk mar, azonban az SFP

jarvanyokban betoltott szerepiik ellentmondasos (FISHER és mtsai, 2018).
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2.4. A ,,Staphylococcus aureus komplex — SAC”

Korabbi tanulmanyok alapjan a Staphylococcus nemzetségen beliil 7 koagulaz-
pozitiv fajt (S. aureus, S. intermedius, S. schleiferi, S. hyicus, S. lutrae, S. delphini és a
S. pseudintermedius) tartottak szamon (FRENEY és mtsai, 1999; DEVRIESE és mtsai,
2005). A kozelmultban azonban két 01, koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajt irtak le, a
S. argenteus-t és a S. schweitzeri-t, melyeket korabban a S. aureus klonalis komplex
eltérd vonalaiként azonositottak (TONG és mtsai, 2015).

A S. argenteus torzset 2011-ben HOLT és mtsai egy ausztraliai dslakos vérébol, mig
a S. schweitzeri torzset 2012-ben SCHAUMBURG és mtsai, Afrikaban egy vorosfarka
majombol (Cercopithecus ascanius) izolaltak. Tripton-szoja agaron nagy, kerek, sima
felszinli telepeket képeznek hasonldéan a S. aureus fajhoz, azonban a S. schweitzeri
sargas szinii, mig a S. argenteus (nem-pigmentalt) krémfehér telepeket képez. Mind a
két faj katalaz - és koagulaz pozitiv, valamint véres agaron B-hemolizist mutatnak, kozel
azonos 16S rRNS génszekvenciaval rendelkeznek és hasonlé a zsirsav és a menakinon
Osszetételiik. A harom faj biokémiai tulajdonsagai is kozel azonosak (1. tablazat),
azonban a nucA gént csak a S. aureus és S. argenteus fajokban tudtak kimutatni PCR
technikaval (TONG és mtsai, 2015).

1. tablazat: A S. aureus, S. argenteus és S. schweitzeri fajok biokémiai jellemz6i

Biokémiai teszt S. aureus S. argenteus S. schweitzeri
d-xiléz bontas - - -
arginin dihidroldz 1 termelés + + +
B-galaktozidaz termelés - - -
foszfataz termelés + + +
B-glitkuronidaz termelés - - -
pirrolidonil arilamidaz termelés + + +
uredz termelés - - -
Polymixyn B rezisztencia + + +
laktaz termelés - - -
N-acetil-d-gliikozamin bontas + - -
maltdz termelés + + +
Novobiocin rezisztencia - - -
d-mannitol bontas + + +
d-mannoz bontas + + +
raffindz bontas - - -
szacharoz bontas + + +
trehal6z bontas + + +
d-riboz bontas - + -
d-galaktoz bontas + - +

Forras: TONG ¢és mtsai, (2015)
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Filogenetikai szempontbol a két 0j faj a S. aureus legkdzelebbi rokonainak
tekinthetd, azonban a teljes genom szekvenalas eredményeinek elemzése 3
egyértelmiien kiilonalldo csoportot mutatott, a genom hibridizacids hasonldsaguk kisebb
volt, mint 70% (TONG ¢és mtsai, 2015). ZHANG és mtsai, (2017) faj specifikus géneket
hataroztak meg, amely tobbek kozott magyardzatot adtak a S. argenteus eltéré pigment
képzésére. A S. argenteus fajban nincs jelen a sztafiloxantin Utvonalat kodolo
crtOPQMN operon, amely a telepek sargas szinét okozza. A S. aureus fajban eddig
meghatarozott 111 virulencia gén tobb mint 70%-a van jelen a masik két fajban. A S.
argenteus és S. schweitzeri fajban hianyz6 gének (melyek megkdzelitdleg 17%-ot
tesznek ki) nagy része enterotoxinokat kodol, azonban a  nucp,
spa, pvl, sak, scn, seb, sec, selk, selq és tsst mind a harom fajban jelen volt. A hianyzo
virulenciagének, melyek az enterotoxinokat és egyéb exotoxinokat kodoljak, altalaban a
mobilis genetikai elemekben taldlhatéak, melyek konnyen cserélddnek a SAC fajai
kozott. Osszességében elmondhatd, hogy a két Gj faj minden olyan virulenciagént
hordoz, amely a S. aureus patogenitasaban részt vesz (ZHANG és mtsai, 2017).

A S. argenteus fajt tobbnyire humén bor- ¢és lagyszoveti fert6zésekbdl izolaltak,
ritkan okoz invaziv betegségeket (TONG és mtsai, 2013; THAIPADUNGPANIT és
mtsai, 2015; RIGAILL és mtsai, 2017). Kevésbé tartottak virulensnek a S. aureus fajhoz
viszonyitva a sztafiloxantin hidnya miatt, mivel a sarga pigment védelmet nyujt az
oxidativ stresszel szemben (LIU és mtsai, 2005; HOLT és mtsai, 2011). In vitro
kisérletekben valoban érzékenyebb volt az oxidativ stresszel szemben, mint az S.
aureus, tovabba csokkent virulenciat mutatott ragesalok borfertézései és szepszisei
sordn, azonban ez nem volt dsszefliggésben a sztafiloxantin expresszioval (TONG és
mtsai, 2013; TONG ¢és mtsai, 2015; CHANTRATITA ¢és mtsai, 2016). A human
esetekben hasonld vagy magasabb haldlozasi aranyrél szamoltak be, mint a S. aureus
eset¢ben (THAIPADUNGPANIT ¢s mtsai, 2015;; CHANTRATITA ¢és mtsai, 2016;
CHEN ¢és mtsai, 2018). A S. argenteus okozta ételmérgezésekrdl kevés tanulmany
szliletett, azonban Japanban tobb egymastol fiiggetlen SFP jarvanyrol is beszamoltak,
melyeket S. argenteus faj okozott (WAKABAYASHI és mtsai, 2017; SUZUKI és
mtsai, 2017; SHI és ZHANG 2018). Virulenciaja és patogenitasa alapjan a S. argenteus
faj népegészségiigyi és élelmiszerbiztonsagi kockazata is jelentds.

A S. schweitzeri szamos azonos szuperantigénnel rendelkezik, mint a S. aureus és a
S. argenteus, leginkdbb mégis csak afrikai féemldsokbdl és denevérekbdl izolaltak.

Ezidaig minddssze 3 izolatum szarmazott emberi mintabol, melyhez nem tarsult
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fert6zés vagy klinikai tiinet. Annak ellenére, hogy a S. schweitzeri fenotipusaban (sarga
pigmentképzés) nagyobb hasonlosagot mutat a S. aureus fajhoz, mint a S. argenteus,
patogenitasa kiilonbozik a masik két fajtol (ATEBA és mtsai, 2012; OKUDA és mtsai,
2016). Alacsony megbetegit6 képességét feltételezhetden a @3 profag génjeinek (a scn,
chp és a sak) hianya okozza, melyek a human adapticioban és az immunvalasz
elkeriilésésben jatszanak szerepet (SCHAUMBURG és mtsai, 2012; OLATIMEHIN és
mtsai, 2018). Eddigi ismereteink alapjan, a S. schweitzeri nem jelent jelentés human
egészségligyi €s ¢lelmiszerbiztonsagi kockazatot (ATEBA és mtsai, 2012; OKUDA ¢és
mtsai, 2016).

2.5. A Staphylococcus fajok antibiotikum rezisztencia mechanizmusai

A S. aureus fert6zésekben szenveddk mortalitisa a preantibiotikumos korban
meghaladta a 80%-ot (SKINNER és KEEFER, 1941). Az 1940-es években bevezetett
elsé antibiotikum, a penicillin, nagymértékben javitott a fertézések progndzisan,
azonban mar 1942-ben megjelentek az elsé rezisztens S. aureus torzsek
(RAMMELKAMP ¢és MAXON, 1942). A kialakult rezisztenciat egy penicillinaz/p-
laktamaz enzim okozta, mely a P-laktdm gylr(it hidrolizalta ezaltal inaktivalva a
hatéanyagot (KIRBY, 1944; BONDI és DIETZ, 1945). A B-laktamaz enzimet a blaZ
gén kodolja, mely jellemzden egy nagy transzpozonon helyezkedik el. A human
szervezetbdl izolalt S. aureus torzsek tobb mint 90%-a valt rezisztenssé a penicillinre. A
penicillin rezisztencia kialakulasa miatt, 1959-ben egy methicillin nevi, félszintetikus
penicillinaz-rezisztens B-laktamot kezdtek el alkalmazni a klinikumban, azonban 1960-
ban mar izolaltak methicillin-rezisztens S. aureus (MRSA) torzseket (JEVONS, 1961,
BARBER, 1961). A kés6bbiekben a rezisztens torzsek az egész vilagon eléfordultak,
beleértve azokat az orszagokat is, ahol nem 4llt rendelkezésre methicillin (AY LIFFE,
1997; MOELLERING, 2012). Az Europai Unidban, az MRSA évente tobb mint 150000
beteget érint és 380 millid6 eurd Osszegli tobbletkoltséget okoz az egészségligyi
ellatorendszernek (KOCK és mtsai, 2010). A methicillint ma mar nem alkalmazzik a
klinikumban és a kereskedelmi forgalombdl is kivontdk, azonban az MRSA kifejezés
jelenleg is hasznalatos. A methicillin-rezisztencia kifejezés gyakorlatilag a f-
kivéve (RODVOLD és McCONEGHY, 2014; STRYJEWSKI ¢s COREY, 2014). A

fertozések kezelésének lehetOségeit korlatozza tovabba a S. aureus térzsek vankomicin
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¢s az Ujabb tipusu szerek, mint a linezolid és a daptomycin rezisztencidja (KOS és
mtsai, 2012; GOULD és mtsai, 2012).

A B-laktamok a baktérium sejtfalanak bioszintézisét gatoljak. A sejtfaj f6 szerkezeti
eleme a peptidoglikan, melyek N-acetil gliikkozaminokbdl és N-acetil muraminsavakbol
allnak, amelyek keresztkotéssel kapcsolodnak egymashoz. Az N-acetil gliikozamin és
az N-acetil muraminsav kozotti transzpeptidaciot a penicillin-kotd fehérjék (penicillin-
binding proteins — PBP) hajtjak végre, mely a [-laktamok specifikus célpontja
(LOVERING és mtsai, 2012). A transzpeptidazok elégtelen mitkodése a methicillin-
szenzitiv baktériumok sejfaldnak meggyengiiléséhez, citoliziséhez vezet. Az MRSA
torzsekben egy modosult PBP jelenlétét figyelték meg, a PBP2a-t, mely csokkent
affinitdssal rendelkezik a P-laktdmok irdnt, igy Onmagiban is lehetdvé teszi a
peptidoglikan sejtfal szintézisét, ezaltal elkeriilve a baktérium pusztulasat (BERGER-
BACHI, 1994; BERGER-BACHI és ROHRER, 2002; FISHOVITZ és mtsai, 2014).

A PBP2a transzpeptidazt a mecA gén kodolja, mely a Staphylococcus kromoszomalis
kazettan (Staphylococcal cromosomal cassette — SSCmec) helyezkedik el (LIM és
STRYNADKA, 2002). Az SSCmec egy olyan mobilis genetikai elem, mely a mecA-n
kiviil egyéb funkcionalis géneket is hordoz. Az SSCmec alapvetden két komponensbol
tevodik Gssze, a mec és a ccr gén komplexbdl (STAPLETON és TAYLOR, 2007). A
mec gén komplex a mecA és a szabalyozd génekbdl all, valamint a hozzajuk kapcsolodod
inszercios szekvenciakbol. A ccr gén komplex rekombinazokat kdédol, melyek az
SSCmec kivagodasat és mas Staphylococcus torzsekbe torténd integraciojat
szabalyozzak (ZONG ¢és mtsai, 2011; DUARTE és LENCASTRE, 2011). A mec gén
komplex A és B osztalyat, a ccr gén komplex 3 kiilonb6z6 tipusat (1., IL., III. tipus) irtdk
le, melyek kombinacioi alapjan 10 kiilonb6z6 SSCmec tipust/altipust azonositottak — |
(1B), 11 (2A), 111 (3A), IV (2B), IV (2B&5), V (5C2), V (5C2&5), VI (4B), VII (5C1),
VI (A4) (IWG-SCC, 2009).

Az SSCmec a MGEs-ben talalhato, ezaltal horizontalis génatviteli mechanizmusok
révén elveszhetnek a genombdl, valamint megszerezhetévé valnak mas koagulédz-
pozitiv és koagulaz-negativ Staphylococcus torzsek szamara, amely lehet6vé teszi a
rezisztencia terjedését (LINDSAY, 2014). Az MGE-k azonban nem csak a
rezisztenciaért, hanem a virulenciaért és az adaptacioért felelos géneket is kodoljak,
melyek relevansak a baktérium talélése és a kornyezethez vald alkalmazkodasa soran

(LINDSAY, 2010).
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2.6. Az MRSA népegészségiigyi jelentésége

A multirezisztens kérokozok (MRK) €s az altaluk kivaltott nozokomialis infekciok
vilagszerte emelkedést mutatnak és egyre nagyobb kihivas elé allitjak az egészségiigyi
ellatorendszert. Magyarorszagon az els6 MRSA jarvanyt 1993-ban egy megyei
koérhazban regisztraltak, azota azonban tobb szaz esetet jelentettek (BOROCZ, 2001,
BOROCZ, 2005). Hazdnkban 2018-ban 131 nozokomialis jarvany fordult elé, melynek
77,9%-a nem specifikus (kozosségekben is eléforduld), 22,1%-a specifikus, tehat
kizardlag az egészségiligyi ellatorendszer koriilményei miatt alakult ki. A jelentett
jarvanyok szama emelkedést mutatott az el6z6 évi adatokhoz viszonyitva. A specifikus
jarvanyok 55,2%-at (5442 eset) okozta MRK, amelynek 18,5%-a (1009 eset) MRSA
fert6zés volt. A MRK okozta infekciok klinikai megjelenési formai hasonldéan alakultak

az el6z0 évi adatokhoz viszonyitva (1. abra) (ANTSZ, 2018).

B Hugyuti fert6zés

B Sebfertdzés

B Véraramfert6zés

B Tiidégyulladas

B Als6 léguti fert6zés

® Egyéb

n=5442

1. abra A MRK okozta nozokdmialis infekciok klinikai megjelenési formai 2018-

ban (Forras: ANTSZ, 2018)

Az eléz6 évekhez hasonloan, 2018-ban a sebfert6zések harmadik leggyakoribb
korokozoja a S. aureus, melynek 64%-a methicillin-rezisztens térzs volt. A harmadik

leggyakoribb megjelenési forméaja az MRK infekcidonak a véraramfertézés (18%) volt,
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melyet els6sorban Staphylococcus fajok okoztak. Magyarorszagon 2018-ban a tesztelt
Osszes izolatum 23,1%-a volt MRSA, mely az elmult évek adataihoz viszonyitva
szignifikansan nem valtozott (ANTSZ, 2018).

Az MRSA fertézések incidenciaja valtozatosan alakul a kiilonb6z6 orszagokban,
azonban Eurdépaban még mindig az egyik leggyakoribb oka a stlyos bakterialis
fertézéseknek. Az Eurdpai Unié (EU) és az Eurdpai Gazdasagi Térség (EGT)
népességére vonatkoztatva, az MRSA aranyanak sulyozott atlaga 2018-ban 16,4%-ot
tett ki. Az orszagok egyharmada szignifikdns csdkkenésrél szamolt be a 2015. és 2018.
¢év adatait tekintve. Roménidban a legmagasabb az MRSA aranya, a tesztelt invaziv S.
aureus torzsek 43%-a volt rezisztens methicillinre, azonban ez az érték az el6z6 évi
adatokhoz viszonyitva csOkkend tendenciat mutatott. Izlandon a tesztelt izolatumok
kozott nem volt MRSA, Norvégidban pedig az 1%-ot sem érte el, amely a tobbi
orszaghoz viszonyitva kiemelkedden jo6 arany (ECDC, 2019). Az Egyesiilt Kiralysagban
jelentds javulas volt tapasztalhatd, 2004-ben a S. aureus torzsek kozel 50%-a volt
methicillin-rezisztens, ez 2007-ben 31%-ra, 2009-ben 19,3%-ra csokkent, 2018-ban
pedig mar a tesztelt izolatumok minddssze 7,3%-a volt MRSA (TIEMERSMA és mtsai,
2004; JOHNSON, 2011). Egy nemzetkdzi tanulmany szerint altalanosan
megallapithaté, hogy az MRSA eldfordulasi gyakorisdga az intenziv betegellatd
osztalyokon a legmagasabb (ZINN és mtsai, 2004).

A MRK okozta infekciokat az egyik legnagyobb fenyegetésnek tekinti a
kozegészségiigy az EU/EGT teriiletén. Egy 2010-ben késziilt tanulmany alapjan, az EU-
ban az MRSA évente tobb mint 150000 beteget érintett és 380 millio eurd Osszegll
tobbletkdltséget okozott az egészségiigyi ellatorendszernek (KOCK és mtsai, 2010). A
European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) adatain alapuld
legfrissebb becslések alapjan, az EU/EGT-ben, az dsszes MRK infekcid évente tobb
mint 670.000 beteget érint (33000 mortalitds) és koriilbelil 1,1 millidard eurd
tobbletkoltséget okoz (CASSINI és mtsai, 2019; OECD és ECDC, 2019).

2.7. MRSA az illattenyésztésben és az allati eredetii élelmiszerekben

2.7.1. Az LA-MRSA epidemioldgidja és prevalencidja

Napjainkban, a rezisztenciadt hordozé S. aureus fajok mar nem csak az

egészségligyben és a kozosségekben, hanem az allattartasban, ezaltal az allati eredetli
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¢lelmiszerekben is egyarant el6fordulnak (JUNGWHAN és mtsai, 2017). Korabban, az
MRSA torzsek nyomonkovetésének megkonnyitése érdekében, harom kiilonb6zo
csoportot hoztak létre a fert6zés helyszine alapjan — egészségiigyi ellatassal 6sszefiiggd
(healthcare associated) HA-MRSA, ko6zosségekben szerzett (community-acquired) CA-
MRSA ¢és a haszonallatokkal 0Osszefiiggdé (livestock-associated) LA-MRSA. Az
izolatumok tipizalasi eredményei azonban rdmutattak arra, hogy nagymértékii atfedés
van a csoportok kozott, ezért ma mar nem érvényes az MRSA epidemioldgiai
osztalyozasa (SERGELIDIS ¢és ANGELIDIS, 2017). Az infekcio és a torzsek izolalasi
helyének egyszerlibb meghatarozasa céljabol azonban a szakirodalom mai napig
hasznéalja eme csoportositast (BERNIER-LACHANCE ¢és mtsai, 2020). Tovabba,
jelenleg is vannak olyan tipustorzsek, melyek az adott epidemioldgiai osztilyban a
legjellemzobbek, ilyen példaul a CC398-as tipus, mely a mezOgazdasagi
haszonallatokbdl izolalt LA-MRSA torzsek 85%-at teszi ki az EU és az EGT teriiletén
(KOCK és mtsai, 2009; FLUIT, 2012; VERKADE és mtsai, 2013; BOSCH és mtsai,
2015). Az MRSA torzstipusok terjedésiikben nem voltak korlatozva, ezért ugyanaz a
tipus  kiilonbozé  csoportokban  (egészségiigyi  ellatorendszer,  kozOsség,
allategészségiigy) jelent meg. A HA-MRSA az egészségiigyi ellatorendszerbdl kikertilt
a kozosségbe, a CA-MRSA ¢és LA-MRSA torzsek pedig bejutottak a betegapolasba,
ahol sporadikus fertézéseket és jarvanyokat okoztak (OEP, 2005; VAN RIJEN ¢és mtsai,
2014).

Az els6 haszonallathoz kotheté6 MRSA torzset egy tdgygyulladasban szenvedd
szarvasmarha tejébol azonositottak Belgiumban, 1972-ben (DEVRIESE ¢és mtsai, 1972).
Az elsO sertésekbdl izolalt LA-MRSA torzset 2003-ban Franciaorszagban jelentették,
azonban a rezisztens baktériumok, rovid idon belil mas haszonallatokban is
megjelentek (ARMAND-LEFEVRE ¢és mtsai, 2005). Egy évvel késébb, 2004-ben mar
Hollandidban is jelentettek MRSA-val fert6zott sertéseket, a tdrzstipus bejutott az
egészségligyi ellatorendszerbe, ezért 2015-ben a molekularis tipizalds alapjan a human
izolatumok 40%-a LA-MRSA (CC398-as tipus) volt (VOSS ¢és mtsai, 2005; BOSCH és
mtsai, 2015).

Az EU/EGT teriiletén az LA-MRSA el6forduléasi gyakorisaga valtozatosan alakul,
azonban pontos adat nem all rendelkezésre, mivel az MRSA monitorozasa az allatokban
¢s az allati eredetli élelmiszerekben Onkéntes és csak korlatozott szamu tagallam vett
részt az ellendrzésben. 2016-ban frorszag, Dénia, Belgium és Norvégia szolgaltatott

adatokat az allatillomany MRSA érintettségérdl. frorszig tobb gazdasag-tipusban
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kiilonboz6 allatfajokat tesztelt, beleértve a tejeld teheneket, hazi szarnyasokat,
kecskéket, nyulakat, juhokat, lovakat, sertéseket, azonban egyik minta sem volt pozitiv.
Norvégia nagyszamu sertésallomanyt (n= 872) vizsgalt meg, itt az MRSA prevalenciaja
mindossze 0,1% volt, valamint minden izoldtum a CC398-as tipusba tartozott.
Norvégiaban és Danidban a hizosertések mintaiban kimagasléan magas volt az MRSA
prevalenciaja. Norvégiaban a sertésallomany 57,1%-a, mig Daniaban a 87,7%-a volt
fert6zott, az izolatumok tobbsége szintén a CC398-as tipusba tartozott (EFSA és ECDC,
2016). Az Egyesiilt Kiralysagban 2013-ban szdmoltak be elészor CC398-as tipust
torzsrol, melyet egy pulykabol izolaltak, majd 2014-ben 6t sertésbdl is azonositottak
(ANONYMUS, 2013; HARTLEY ¢és mtsai, 2014, VHT, 2015). 2013 és 2015 kozott
1000 S. aureus izoldtum koziil minddssze 9 LA-MRSA torzset jelentettek, amely
alacsony prevalenciara utal, valamint 2015 o6ta sem emelkedett szamottevoen a
regisztralt esetek szama (ANJUM ¢és mtsai, 2019). Skociaban 2013 és 2015 k6zott nem
jelentettek LA-MRSA fert6zést, azonban 2017-ben azonositottak egy CC398-as torzset,
melyet egy facanbdl izolaltak (ANONYMUS, 2017). Németorszagban, 2000 és 2004
kozott az LA-MRSA sporadikus megjelenésérél szamoltak be, az Osszes MRSA
izolatum 9,6%-at tették ki. A késébbiekben ez az arany azonban drasztikus megnétt,
2013-ban 35%-ra emelkedett az azonositott LA-MRSA tdrzsek aranya, mely azota
jelentés mértékben nem valtozott (VAN ALEN és mtsai, 2017).

2.7.2. Az LA-MRSA kialakuldasdnak lehetséges okai

A rezisztencia kialakuldsdhoz elsdsorban az antibiotikumok human és
allatgydgyaszatban vald hasznalata vezet, kiilonosen amennyiben ez az alkalmazas
talzott, vagy nem megfeleléen kivitelezett. Az allattenyésztésben sok esetben van
szilkség van az antibiotikum hasznélatira, ugyanakkor szem el6tt kell tartanunk az
Allategészségiigyi Vilagszervezet megjegyzését, miszerint a human betegségeket okozo
(zoonotikus) mikroorganizmusok 60%-a allati eredeti (HEALTH FOR ANIMALS,
2020). Eurépaban és a vilag tobbi részén is, az eladott antibiotikumok nagy részét az
allatok fogyasztjak el. Az Eurdpai Gyogyszeriigynokség jelentése alapjan 2011 és 2016
kozott 18,5%-kal esett vissza az antibiotikumok értékesitése az allattenyésztd
gazdasagokban, ez 2016-ban atlagosan 129,4 mg hatéanyagot jelent zoomassza

Kilogrammonként (EMA, 2016).
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Cipruson, Spanyolorszagban, Olaszorszagban és Portugalidban hasznalnak fel a
legtobb antibiotikumot, ezen orszagokban tobb mint 200 mg hatéanyag jut zoomassza
kilogrammonként egy allatra. Magyarorszag kozvetleniil Portugalia utan az 6todik
legtobb antibiotikumot felhasznald orszag, alig kevesebb, mint 200 mg/kg a hatdéanyag
felhasznalds. Bulgaria, Belgium és Lengyelorszag esetében is jelentds mennyiségli a
hatéanyag felhasznalds, a felhaszndlt antibiotikum értéke mind a harom esetben

meghaladja a 100 mg/kg-ot (2. abra).

Ciprus 453,4
Spanyolorszag
Olaszorszag
Portugalia
Magyarorszag
Bulgaria

Belgium

Lengyelorszag

0 100 200 300 400 500
= Antibiotikum mg/kg

2. abra Az antibiotikumok allatgyogyaszati felhasznalasa egyes Eurdpai

orszagokban (Forras: EMA, 2016)

A tobbi Europai tagallam esetében ez az érték nem éri el a 100 mg/kg mennyiséget, a
legkevesebb antibiotikumot Norvégiaban hasznalnak fel (2,9 mg/kg) (EMA, 2016). Az
orszagok kozotti kiilonbségeknek szamos oka lehet, mint az eltérd allatpopulécio és a
tenyésztett faj, mely onmagiban is nagymértékben képes befolyasolni a felhasznalt
antibiotikumok mennyiségét, valamint a gazdasagok relativ intenzitasa (VERGELY,
2019). Az antibiotikumok hozamnovelés céljabol torténd felhasznalasat 2006 oOta
betiltottdk az eurdpai allattenyésztésben, azonban néhany esetben tovabbra is fennall a
legalis felhasznalas, mely nagymértékben hozzajarul a rezisztens baktériumok, ezaltal
az LA-MRSA torzsek megjelenéséhez. Tovabba, a beteg allatok kezelésén tul,
amennyiben fenndll a fert6zés veszélye (intenziv allattartds), prevencios célokra is
alkalmazzak (WISE és mtsai, 1998; MEHNDIRATTA ¢s BHALLA, 2014; VERGELY,
2019).
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Az antibiotikum rezisztencia kialakuldsidt azonban mas tényezdk is befolyasoljak.
Jelenleg, az EU tagallamaiban a sertéstartasban a cink-oxid gyogyszerként torténd
alkalmazasa engedélyezett az elvalasztast kovetd 14 napban, a hasmenés megeldzése
céljabol (EMA, 2017). A ZnO népszerii alkalmazasa abban rejlik, hogy a hasmenés
megeldzésén tal, hozzdjarul az antibiotikumos kezelések szamanak csokkentéséhez is,
ezaltal csokkenti a telepi kiadasokat. A cink kiegészitést altalaban 5-10 napig
alkalmazzak és a teljes dozis megkozelitéleg 2500 ppm (EUROPAI BIZOTTSAG,
2017). Azonban az Eurdpabodl és Eszak-Amerikabol szarmazo CC398-as tipusi LA-
MRSA torzsek vizsgalata soran kideriilt, hogy a sertésekbdl szarmazé izolatumokban a
cink-rezisztencia gének (czrC) prevalenciaja kiemelkedéen magas (61-74%), szemben a
borjakbol (42%) és az emberekbdl (48%) szarmazod torzsekkel (CAVACO és mtsai,
2010; CAVACO és mtsai, 2011; PRICE és mtsai, 2012; SLIFIERZ és mtsai, 2015a;
SLIFIERZ és mtsai, 2015b,). A czrC gén a S. aureus SSCmec mobilis genetikai elemén
helyezkednek el, hasonléan a mecA génhez, ezért a magas cinkkoncentracid
alkalmazasa a takarmanyozasban hozzajarulhat az antibiotikum rezisztencia
kialakulasahoz és terjedéséhez (FLUIT és mtsai, 2010). Tovabba, a takarmany novelt
ZnO tartalma kozvetleniil, mas mechnizmuson keresztiil is befolyasolja a rezisztencia
kialakulasat, melyet Escherichia coli térzseken bizonyitott egy tanulmany (BEDNORZ
¢s mtsai, 2013). A nagydézisi ZnO alkalmazasa és az antibiotikum rezisztencia
prevalenciaja kozott magas a korrelacid, melyet szdmos tanulmany igazolt
(AARESTRUP ¢s mtsai, 2010; DWEBA ¢és mtsai, 2018). A ZnO-t tartalmazd
allatgyogyaszati készitmények altalanos haszonkockazati ardnya negativ, mivel az
elényei (kevesebb antibiotikum fogyasztas, hasmenés elleni hatds) nem haladjak meg a
kornyezeti kockazatokat, igy 2022-ben az Europai Bizottsag betiltja a ZnO alkalmazasat
az Europai Unidban (EMA, 2017).

2.7.3. MRSA az élelmiszerlancban

Az ¢élelmiszerlancban eléforduld6 MRSA torzsek jelenlétérél mar szdmos tanulméany
beszamolt, melyek egy része nyers husmintakbol (sertés, baromfihis), masik része
pedig allati eredetli élelmiszerekbdl izolalt torzsek vizsgdlatat végezte el. A torzsek
molekularis tipizalasi eredményei alapjan az élelemiszerlanban az MRSA szdmos tipusa

van jelen a kiilonboz6 orszagokban (3. abra) (WENDLANDT és mtsai, 2013).
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3. dabra Az élelmiszerlancban azonositott kiilonbdz6 klonal komplex (CC) és
szekvencia tipust (ST) MRSA torzsek eléfordulésa (Forras: WENDLANDT és
mtsai, 2013)

Hollandiaban 2007-ben 64 nyers sertéshiis mintabol, melyet 31 kiilonb6z6 tizletbdl
vételeztek, 2 MRSA izolatumot azonositottak, amelybdl az egyik toérzs a CC398-as LA-
MRSA, mig a masik a USA300 HA-MRSA tipusba tartozott (VAN LOO ¢és mtsai,
2007). Két év elteltével, egy masik hollandiai vizsgalat sordan, 2217 mintabdl 267
esetben azonositottak MRSA torzseket, melyek nagy része a CC398-as tipusba volt
sorolhat6. Hollandidban végezték el azt az egyediili tanulményt, ahol az MRSA
jelenlétét birka és baranyhusban is megvizsgaltak. Osszesen 324 mintat elemeztek,
melyeknek 6,2%-a volt MRSA pozitiv, ennek 70%-a pedig CC398-as térzs (DE BOER
¢s mtsai, 2009). Danidbdl szarmazo6 153 sertéshiis minta esetében 4,6%-a, mig az import
173 sertéshiis minta 7,5%-a volt fertézott a CC398-as tipusi LA-MRSA torzzsel
(AGERSO ¢és mtsai, 2012). Spanyolorszagban 2009-ben, 318 nyers htsmintabol
minddssze 1db, sertéshusbol izolalt CC398-as tipush torzset azonositottak (LOZANO és
mtsai, 2009). Németorszagban sertéshusbol, nyers tejbol, brojler és pulykahtsbol is
azonositottak CC398-as MRSA torzseket (ARGUDIN ¢és mtsai, 2011).

Magyarorszagon, masztitiszben szenvedd tehenektdl szarmazo 595 tejmintabol 27 db
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ST1-es tipusi MRSA izolatumot azonositottak (JUHASZ-KASZANYITZKY ¢és mtsai,
2007). Olaszorszagban, 160 allati eredetli ¢élelmiszer (tej, tejtermék, hus,
huskészitmény) koziill 6 MRSA torzset azonositottak, Pakisztanban 900 db tejmintabol
306 torzs esetében volt kimutathatdé a mecA gén, azonban egyik tanulmanyban sincs
informacio a torzsek szekvencia tipusarél (NORMANNO ¢s mtsai, 2007; AQIB mtsai,
2017). A sertés-, baromfi-, és marhahussal, valamint a tej és tejtermékekkel ellentétben,
kevés tanulmany sziiletett az emberi fogyasztasra szant halak MRSA fert6zottségérol.
Egy malajziai tanulmanyban 198 tilapia (Oreochromis niloticus) halmintaban 98 MRSA
torzset azonositottak, azonban ezeknek a mintdknak a tovabbi jellemz6i nem ismertek
(ATYAH és mtsai, 2010). Koreaban is beszamoltak halakbol szarmazé MRSA
torzsekrodl, valamint Japanban 175 fogyasztasra kész nyers halbol (sashimi) 5 bizonyult
MRSA-nak (RHEE és WOO, 2010; HAMMAD és mtsai, 2012).

A S. aureus torzsek egyik legfontosabb tulajdonsagai kdzé tartozik a kolonizacids és
fert6z6 képességen til a gazdaszervezet specifikus adaptacio. Mar az 1980-as évek
elején fenotipusos vizsgalatokkal bizonyitottak a S. aureus torzsek gazda specifikus
specializacigjat, melyek jellemzéen emberekhez, baromfihoz, juhoz, kecskéhez ¢és
szarvasmarhahoz kapcsolodtak (DEVRIESE, 1984). A molekularis bioldgiai technikak
alkalmazdsa megerdsitette ezeket a korai eredményeket, feltarva, hogy bizonyos
genetikai hatterek (klonalis vonalak) Osszefiiggést mutatnak a gazdaszervezetekkel.
Azonban ezek a vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy bizonyos klonalis vonalak tobb
kiilonbozo allatfajhoz és emberhez is képesek adaptalodni (SUNG és mtsai, 2008;
CUNY és mtsai, 2010). Az egyik figyelemre mélto példdja ennek a haszonallatokban és
az ¢llemiszerlancban leggyakrabban el6forduldé ST398-as tipus, mely elsésorban
sertésekhez adaptalodott, azonban késébb mas allatfajokban, valamint az emberekben is
okozott megbetegedéseket (VOSS és mtsai, 2005; WITTE ¢és mtsai, 2007). Az ST1-es
tipus esetében ezt forditott iranyban irtdk le, az els6sorban human szervezethez
adaptalodott tipus jelenleg gyakran all a szarvasmarhdk tégygyulladdsanak hatterében
(JUHASZ-KASZANYITZKY és mtsai, 2007; GRUNDMANN és mtsai, 2010).

Magyarorszagon a megjelent vizsgalati eredmények elsdsorban a mezdgazdasagi
haszonallatokra korlatozodnak, a forgalomba keriilé élelmiszereket nem vizsgaltak. A
legtobb vizsgalatban tégygyulladasban szenvedd, vagy tlinetmentes illetve egészséges
tejeld tehenek tégyérdl illetve tejébdl szarmazod izolatumokat vizsgaltak, melynek
legnagyobb része az ST1-es MRSA tipusba tartozott. Azonban tekintettel arra, hogy az

STl-es és ST398-as tipust torzseknek humén és szamos allatfaj adaptacidja is
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fennallhat, igy nem egyértelmisithetd a fert6z6 &agens, hiszen az allati eredetli
¢lelmiszerek kontaminacioja szdmos tovabbi, kiilonb6zé modon johet 1étre.

A fert6zott élelemiszertermeld allatok, a vagasi folyamatok soran (hasitas, zsigerelés
stb.) szennyezhetik a tetemeket. Az allatok bérén jelenlévd MRSA beszennyezheti a
vagoéhid kornyezetét, ezaltal a hasitott testeket, valamint a dolgozod személyzetet. A
vagasi folyamatban résztvevd kolonizalt vagy fertdzott személy atviheti a baktériumot a
karkaszra és az eszkOzokre, ezaltal az MRSA bekeriilhet az élelmiszer-feldolgozasba
(DE BOER és mtsai, 2009; KELMAN ¢és mtsai, 2011). Néhany tanulmany mar
beszamolt MRSA-val fertézott készételekrdl is. Brazilidban, a forgalomba hozott 57
fogyasztasra kész élelmiszerbdl, 5 izolatum MRSA volt (RIZEK és mtsai, 2011).
Portugalidban kiilonféle élelmiszerbdl izolalt 148 koagulaz-pozitiv Staphylococcus
koziil 1 db MRSA torzset azonositottak (PEREIRA és mtsai, 2009).

Jelenleg, az Eurdpai Unidban, az MRSA ellenérzése az ¢élelmiszerekbdl és
haszonallatokbdl onkéntes, ezért 2016-ban minddssze 4 orszag (Németorszag, Svajc,
Dania és Spanyolorszag) jelentett ezzel kapcsolatos informaciot. Orszagonként eltérd
volt az MRSA prevalenciaja, azonban az Osszehasonlitas soran figyelembe kell
venniink, hogy a vizsgalatot eltéré allatfajokbol szdrmazod husokbol és
huskészitményekbdl izolalt térzseken végezték. Spanyolorszag csak nyulhuisbol izolalt
torzseket tesztelt, Dania pedig csak sertéshtst és huskészitményt. Az Eurdpai Unid
tagallamai altal jelentett adatok alapjan azonban elmondhato, hogy brojler csirkehtisban,
sertéshisban, nytlhusban €s pulykahusban is azonositottak MRSA torzseket, melyek
nagy részEét a tipizdldsi adatok alapjan az LA-MRSA tipust torzsek kozé
csoportositottak (EFSA, 2018). Az LA-MRSA torzsek leggyakoribb tipusa, a CC398, a
human infekciok kis részét teszik ki és azok is legfoképp szakmai expozicidkra
korlatozodnak (4llatgydgyaszat, intenziv allattartas stb.). Ennek ellenére a CC398-as
tipust torzsek virulenciafaktorai lehetévé teszik a magas patogenitast, ezaltal a
folyamatos ellendrzésiik az allatokban és az ¢lelmiszerekben elengedhetetlen (AIRES-
DE-SOUSA, 2016). A mezOgazdasagi haszonallatoktol a forgalomba Kkeriild
¢lelmiszerekig szamos mod nyilik a kontaminaciora, azonban az MRSA szekvencia
tipusaibol legfeljebb csak kovetkeztetni tudunk a fert6z6 agensre az adott szekvencia
tipus adaptacios képességét figyelembe véve. Jelenleg a teljes genom szekvenalas, a
teljes genom MLST (wgMLST), a maggenom (cgMLST), vagy az SNP-k (egypontos

nukleotid polimorfizmusok) populacié szinten torténé vizsgalatai adhatnanak valaszt
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azokra a kérdésekre, hogy tobb izoldtumbdl milyen leszarmazasi viszonyok képezhetdk

le, azaz hogy a fert6zés klonalitasa felmérhet6 legyen.

2.8. A Staphylococcus fajok meghatarozasanak modszerei

A Staphylococcus genus tagjainak elkiilonitése és azonositasa a fajok eltéré mértéki
patogenitisa és gazdaspecifitisa miatt eclengedhetetlen. A  koagulaz-pozitiv
Staphylococcus fajok koziil a legtobb nozokomialis infekcié és enterotoxin okozta
ételmérgezés a S. aureus fajhoz kothetd. Azonban a kdézelmultban meghatarozott S.
aureus komplex fajainak elkiilonitése és azonositasa kihivast jelent mind a klinikai,
mind az allategészségiigyi, mind az élelemiszer-mikrobioldgiai diagnosztika teriiletén.

A koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok szamanak meghatarozasara, az
¢lelmiszerek mikrobioldgiai kritériumairdl szolo, 2005. november 15-i 2073/2005/EK
rendelet az ,,Elelmiszerek és takarmanyok mikrobioldgidja. Horizontalis modszer a
koagulazpozitiv sztafilokokkuszok (Staphylococcus aureus és mas fajok) szamanak
meghatarozasara” cimii, MSZ EN 1SO 6888-1:2008-as szabvany hasznalatat irja elé az
allati eredeti termékek vizsgalatara. Ebben a horizontalis mddszerben, egy szelektiv
taptalaj, a kalium-tellurit és tojassarga emulzidval kiegészitett Baird-Parker agar
alkalmazasat javasolja, melynek értékelése 24-48 oras, 35-37 °C-on végzett aerob
tenyésztést kovetéen végezheto el. A jellegzetes, fekete vagy sziirke, fényes és domboru
telepeket, melyeket részben opalos feltisztuldsi zéna vesz koril, megerdsitd
vizsgalatnak (koagulaz-proba) kell aldvetni. A kivalasztott telepek Columbia véres
agarra atoltva jellegzetes morfologiat mutatnak. Szabalyos, kerek fényes, sima felszinii
sziirkésfehér vagy porcelanfehér, esetleg aranysarga szintli telepek ndnek a téptalajon,
35-37 °C-on végzett 24 oras tenyésztést kovetden, melyeket hemolitikus (B-hemolizis)
udvar vesz koriil. A bizottsdgi rendelet altal javasolt szabvany célja tehdt nem az
azonositds, igy nem is lehetséges ezek alapjan a fajok azonositdsa, és nem tér ki az
antibiotikum rezisztencia feltérképezésére sem.

A legtobb esetben a S. aureus faj azonositasat latex agglutinacids tesztekkel szoktak
elvégezni a rutin mikrobiologiai diagnosztikaban. A latex agglutinacios tesztek lehetdvé
teszik a clumping faktor, a protein A, és a kapszularis poliszacharidok kimutatasat,
fibrinogénnel és IgG-vel szintetizalt latex segitségével. A ,,SAC” két 0j fajaban — S.
argenteus-ban és a S. schweizteri-ben — talalhaté protein A fehérjék szekvenciai

azonban nagymértékii hasonldésagot mutatnak a S. aureus protein A fehérjével. A S.
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argenteus fajban 95%-os, mig a S. schweitzeri fajban 79%-os az egyezdség (HOLLEN,
2016). Ezaltal, a szabad koagulaz kimutatasan alapulo teszttel a S. aureus elkiilonithet

a tobbi koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajtol, azonban a ,,SAC” fajaitol nem.

2.8.1. MALDI-TOF MS technika alkalmazdsa a mikroorganizmusok azonositasaban

A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios ionforras és repiilési 1d6 tomeg analizator
Osszekapcsolasan alapuld tomegspektrometrias modszer, a MALDI-TOF MS technika
alapvetéen valtoztatta meg a bevalt mikrobioldgiai diagnosztikai tesztelési rutint
vilagszerte. Tobb mint 100 éven keresztiil a mikrobakat fenotipusos és biokémiai
tulajdonsagaikkal jellemezték, illetve a ndvekedéshez és az anyagcseréhez sziikséges
szubsztratok alapjan. Uj faj felfedezése esetén komplexebb azonositasi algoritmusokra
volt sziikség, ezért elterjedtek a referenciakonyvek, melyek részletes azonositési
tablazatokat tartalmaztak az adott kdrokozora. Az elmult 20 évben egy adott gén vagy
DNS szakasz bazissorrendjének meghatarozasan alapuld technikdk lehetové tették a
mikroorganizmusok pontosabb azonositasat, ujra- és atsorolasat, azonban ezek a
modszerek jelentds technikai beruhazasokkal és koltségekkel jartak. Mindazonaltal a
szekvenciadk meghatarozasan alapuld technikdk nem voltak alkalmasak a rutin
diagnosztikara, mivel jelentdés szaktuddsra és beruhdzasra volt milkddtetésiikhoz
sziikség, azonban jelentdésen hozzajarultak a MALDI-TOF MS adatbazisok
megalapozasahoz, ezaltal lehetové téve a korokozok késobbi pontos identifikalasat. A
MALDI-TOF MS technika altal jelentett egyszerliség és megbizhatosag oda vezetett,
hogy jelenleg ezt a technikdt mar a vildg szamos orszdgaban alkalmazzik
mikroorganizmusok azonositasara (MURRAY, 2012; KYOUNG-SOON ¢és YOUNG
HWAN, 2018).

A mérés soran a célvegyiiletet egy matrixnak nevezett energia-abszorbens szerves
vegyiilet oldataval keverik Ossze, mely a kiszadradasat kovetden a mintaval egyiitt
Kikristalyosodik. Az ionizacidé soran a lézer energiajat a matrix nyeli el, majd ez
ionizalja a célvegyiileteket. A protonalt ionokat rogzitett potencialon gyorsitjak és a
térmentes tartomanyban a detektorba jutnak (4. abra). Az ionok tomegszam szerinti
szeparacioja a detektorba jutott ionok repiilési idejének pontos mérése alapjan torténik.
A mérés sordn a mintabdl szarmazo peptid-tdomeg ujjlenyomatnak (peptide mass

fringerprint — PMF) is nevezett tomegspektrum jon 1étre (MURRAY, 2012).
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4. abra A MALDI-TOF MS technika miikddési elve (Forras: CREATIVE
PROTEOMICS, 2020)

A mikrobak automatikus azonositasa soran, a mintabol szarmazé tomegspektrumot a
szoftver az adatbdzisdban 1évd ismert korokozok referencia tomegspektrumaival veti
Ossze. A fajok, alfajok azonositasa soran altalaban a 2-20 kDa kozotti mérési tartomanyt
alkalmazzak, amely foként a riboszomalis, fajspecifikus fehérjék detektalasara alkalmas
(MURRAY, 2012). A szorosan rokon torzsek, mint a ,,SAC” fajai, hasonld
tomegspektrumot adnak, azonban a spektrumok kisebb, de reprodukélhato fajspecifikus
csucsai alapjan megkiilonboztethetk (SIEGRIST és mtsai, 2007; GIEBEL ¢és mitsai,
2008; WOLTERS és mtsai, 2011).

2. tablazat: JOSTEN ¢és mtsai, (2013) és SCHUSTER és mtsai, (2017) altal

meghatarozott S. aureus specifikus csticsok

Faj Fehérje/gén megnevezés Aminosav szekvencia m/z
S.aureus PSM-alpha-4 (FD747_02505) MAIVGTIIKI IKVIIDIFAK 2201
S.aureus PSM-alpha-2 MGIIAGIIKF IKGLIEKFTG K 2307
S.aureus PSM-alpha-3 MEFVAKLFKF FKDLLGKFLG NY 2685
i i MKKLAVILTL VGGLYYAFKK
S.aureus Uncharacterized protein (SA2420.1) VOERVNOAPN 1EY 3875
MRQFIKRTVK TILVGYVIKF IRNKLSGKSS
S.aureus SAR1012 MRQFIKRT 4485
MRQFIKRIVK  TILVGYVIKF IRNKLSGKSS
S.aureus SAR1012 MROMIKRIV 4497
SNENQNKKAA EKAKEVEEKL
S' aureus graF(SASOBO) KDKKEVKTED INQTKQDIQD TLN 5002
S.aU reus SAS049 SFIDKAKDAYV EKFKNSDNEQ VKNVKDKINE 5507
SFMDKAKDAV EKFKNSDNEQ
S.aU reus SAS049 VKNVKDKINE YTGSNNEEKK ENEDKEK 5525
SFMDKAKDAV EKFKNSDNEQ
S.aureus SAS049 VKNVKDKINE YTGSNNEEKK ENEDKEK 5539
SFMDKAKDAV EKFKNSDNEQ
S.aU reus SAS049 VKNVKDKINE YTGSNNEEKK ENEDKEK 5551
AKLQITLTRS VIGRPETQRK TVEALGLKKT
S.aureus rme NSSVVVEDNP AIRGQINKVK HLVTVEEK 6423
S.aureus SA1452 ADESKFDQFK GNVKETVGNV TDNKELEKE G552

G QQDKATGKAKEVVENAKNKITDAIDKLKK
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3. tablazat: JOSTEN ¢és mtsai, (2013) és SCHUSTER ¢és mitsai, (2017) altal

meghatarozott specifikus csticsok a S. aureus klonalis komplex fajainak elkiilonitésére

Faj Fehérje/gén Aminosav szekvencia m/z
megnevezeés
S. aureus/ S. argenteus/ S. PSM-alpha-1 MGIIAGIIKV IKSLIEQFTGK 2289
schweitzeri
S. aureus/ S. argenteus/ S.  PSM-alpha-3 (psma3)  MEFVAKLFKFFKDLLGKFLG NN 2636
schweitzeri
S. aureus/ S. argenteus/ S.  Delta-hemolysin (hld) ~ MAQDIISTIS DLVKWIDTV NKFTKK 3007
schweitzeri
S. aureus/ S. argenteus/ S. Uncharacterised '\Y"ggRL\’}h\l’(')prN oy CCLYYARKK. 3801
schweitzeri protein (SA2420.1)
S. aureus/ S. argenteus/ S.  50S ribosomal protein g'xmslggﬁlp KHKOROG CEKCKVIKRK 4306
schweitzeri L36 (rpmJ)
i GPEGGSGGGT IVATGTPEDI
?Chavl\jgletlizlns argenteUS/ S Elfé)rlun?:ezs(euerig AQTKSSYTGK YLKEVLERDK QNTEDK 48 14
S. aureus/ S. argenteus/ S. Uncharacterized PN e IorR 6354
schweitzeri protein (rpmF) VCKNCGSYNG EEVAAK
ADESKFEQAK GNVKETVGNV
S' argenteus SA0772 TDNKNLENEG KEDKASGKAK 6889
S. aureus/ S. argenteus/ S.  50S ribosomal protein  MKAKERDLT QLT E'IIE'LBESI?I;E? 8091
schweitzeri L29 (rpmC) ARIRTVRKTI ARLKTVARER
EIEQSKANQ
ANIKSAIKRV KTTEKAEARN
S.au r(_aus/ S argenteus/ S. rpsT SOKSAMRTA TN ey 8891
SChWEltzerl (SA1414) NADNKNELVS LAVKLVDKAA
QSNLIHSNKA DRIKSQLMTA NK
_hindi 1 MNKTDLINAV AEQADLTKKE
S.aureus/ S. argenteus/ S.  DNA IIt_)|lndlrr]1g protein I AL sionsLakee 9627
schweitzeri U (hup) KVQLIGFGNF
AVKIRLTRLG SKRNPFYRIV
S'ha u r?,[US/ S . argenteus/ 3. psP (SA1081) VADARSPRDG RIIEQIGTYN 10105
schweitzeri
i i SNENQNKKAT EKAKEVEEKL
S' SChWGltzerl graF (SASO30) KDKKEVKTED INQTKQDIQDT LN 5045
i 1 PIVNVKLLEG RSDEQLKNLV
S' SChWGItzerl graC (SASO44) SEVTDAVEKT TGANRQAIHV 6613
VIEEMKPNHY GVAGVRKSDQ
S. argenteUS/ S.aU reus Delta-toxin MAQDIISTIS DLVKWIIDTV NKFTKK 3037
ADESKFDQFK GNVKETVGNV
S' argenteus SA1452 TDNKELEKEG QQDKATGKAK 6580

EVVENAKNKI TDAIDKLRK

A S. aureus fajra, valamint a kiilonb6z6 klonvonalakra specifikus csticsokhoz tartozo
fehérjék azonositasat JOSTEN és mtsai, (2013) végezték el. Ezen tanulmany alapjan
SCHUSTER és mtsai, (2017) a S. argenteus, S. schweitzeri és S. aureus azonositasara
¢s elkiilonitésére specifikus cstucsokat hatdrozott meg (2., 3. tablazat). A vizsgalat sordn
minddssze 11 cstcs volt azonosithatdo mind a harom fajban, emellett meghataroztak 2 S.
argenteus, 13 S. aureus és 2 S. schweitzeri specifikus csucsot, valamint 1 olyan cstcsot,

mely csak a S. argenteus és S. aureus fajok tomegspektrumaban volt detektalhato.
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A meghatarozott csucsok alapjan, MALDI-TOF MS technikéval konnyen és gyorsan
elkiilonithetové valik a harom faj. Azonban mint minden vizsgalati modszer esetén,
ebben a technikaban is kiemelkedéen fontos elvaras a reprodukalhatosag, hiszen a
kisérleti tényez6k megvaltoztatasa ugyanazon baktérium faj eltérd spektrumprofiljat
eredményezi, és a nem megfeleld mindségli spektrum megbizhatatlan azonositashoz
vezethet (GIEBEL ¢és mtsai, 2010; FERRONI és mtsai, 2010). A faj és alfaj szinti
azonositas soran ezért alapvetd fontossagu az alkalmazott minta-elokészitési modszer
spektrummindséget ¢€s reprodukalhatosagot maximalizaldo, mérhetd mennyiségi
paramétereinek kiértékelése. A kisérleti paraméterek koziil a detektalasi mod, a matrix,
a szaritasi 1d6 és inkubacios periddus spektrummindségre gyakorolt hatdsait mar széles
korben tanulmanyoztak (WALKER és mtsai, 2002; JACKSON ¢és mtsai, 2005). Kevés
tanulmany sziiletett azonban a tenyésztési koriilmények és a minta-elkdkészitési
modszerek S. aureus spektrumokra gyakorolt hatasair6l (FERRONI és mtsai, 2010; LA
SCOLA, 2011).

A MALDI-TOF MS technikat a mikrobiologiai diagnosztika szdmos teriiletén
alkalmazzak Europdban. A gyors azonositas elengedhetetlen része a sikeres terapianak,
ezért egyre nagyobb teret nyer a human és allatgyogyasztai klinikumban is. A technika
alkalmazasénak lehetdségeit szdmos teriileten kutatjak, igy példaul hasznélhat6 lehet a
DNS ¢és az RNS elemzésére, antibiotikum rezisztencia meghatarozasara és egyéb

proteomikai analizisre egyarant (NAGY ¢és mtsai, 2014).

2.9. A S. aureus torzsek methicillin-rezisztenciajanak meghatarozasa

Az MRSA torzsek azonositasaban jelenleg a molekularis biologiai mddszerek a
legmegbizhatobbak, de a fenotipusos moddszerek, a tenyésztésen alapuld vagy agar
diffaziés modszerek egyarant nélkiilozhetetlenek a rutin diagnosztikdban (YANG és
mtsai, 2010; AGHAMALI és mtsai, 2017), melyet napjainkban kezdett el kiegésziteni a
tomegspektrometrian alapulo a MALDI-TOF MS technika.

2.9.1. Fenotipusos vizsgdlati modszerek

Az élelemiszer-mikrobioldgiaban és a klinikumban a patogén torzsek kimutatisara a
protokollban szelektiv és differencialo tapkozegeket alkalmaznak. A szelektiv tapkozeg

Osszetétele az azonositani kivant mikrobak novekedéséhez biztosit kedvezd feltételeket
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ugy, hogy mas mikroorganizmusok novekedését lassitjak, illetve megakadéalyozzak. A
differencialo tapkozegek kiilonboz6é indikatort tartalmaznak, melyek a mikrobak
anyagcseretermékeivel lathatd reakciot adnak, ezéltal azonosithatok és elkiilonithetok
egymastél a mikrobak. A kozelmultban azonban Ilétrehoztak olyan tapkdzegeket,
melyek a mikrobak enzimtevékenysége alapjan teszik lehetévé az azonositast. Az ilyen
uj tipusu tapkozegek kozé tartoznak a kromogén téptalajok, melyek szinképzd
(kromogén) komponense reakcioba 1ép a mikroba specifikus enzimeivel vagy
anyagcseretermékeivel, ezaltal az adott tulajdonsagot hordozé mikrobak telepei eltérd
szinnel ndnek a taptalaj feliiletén (BELAK és mtsai, 2011). Az MRSA azonositasara
szolgdldo kromogén taptalajok egyéb baktériumokra ¢és élesztékre, gombdkra hato
keveréket, valamint optimalizalt sokoncentraciot tartalmaznak. Ez az Osszetétel
megakadalyozza az élesztok, valamint a legtobb Gram-negativ €s pozitiv baktérium
novekedését, a methicillinnel szemben rezisztens Staphylococcus torzsek kivételével
(YANG és mtsai, 2010).

Szamos kromogén téaptalaj létezik, melyeket a Klinikai ¢€s Laboratériumi
Szabvanyiigyi Intézet (CLSI) a rutin diagnosztikaban elfogadott az MRSA torzsek
sziirésére; ezek megfeleld érzékenységi és megbizhatosagi szinttel rendelkeznek
(COLAKOGLU ¢és mtsai, 2007; CLSI, 2019). A leggyakrabban alkalmazott kromogén
taptalajok szenzitivitasa és specificitasa igen magas, ezért biztonsagosan
alkalmazhatéak az MRSA torzsek azonositasaban (4. tadblazat). Az inkubacios 1d6
valtozo a kiilonb6z6 gyartok altal kinalt taptalajok esetében, de altalaban 35-37 °C-on,

24 o6ras tenyésztési idot igényelnek.

4. tablazat: A kereskedelmi forgalomban 1évé kromogén taptalajok

Osszehasonlitasa
Téptalaj Gyarto Jovéahagyott Szenzitivitdas  Specificitds  Inkubacios
minta idd (h)

ChromolD BioMerieux, Orrvaladék 100 100 24
MRSA agar Inc
CHROMagar CHROMagar Vérmintak 96-97,6 99,9-100 18-24
MRSA
BBL BD Orrvaladék, 100 100 20-26
CHROMagar Vérmintak
MRSA I
Spectra MRSA Remel Orrvaladék, 96 99,4 24

vérmintak
HardyCHRO Hardy Orrvaladék 100 100 24
M MRSA Diagnostics
MRSASelect Bio-Rad Orrvaladék 98,3 98,2 18-28

Forras: AGHAMALI és mtsai, (2017)
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A rutin diagnosztikaban a kromogén taptalajok alkalmazasa mellett, az antibiotikum
érzékenységi vizsgalatok leggyakoribb modszere a korongdiffuzio, mely soran
antibiotikummal  4titatott  szlir6papirkorongokat alkalmaznak a  rezisztencia
azonositdsara. Szdmos tanulmany megerdsitette, hogy a S. aureus esetében, a cefoxitin
indukalja a leghatékonyabban a rezisztencidért felelds mecA gén expresszidjat, a tobbi
penicillin és penicillinaz-rezisztens penicillinekkel szemben (SKOV és mtsai, 2003;
BOUTIBA-BEN ¢s mtsai, 2004; URBASKOVA ¢és mtsai, 2004). Tovabba a cefoxitin
rezisztencia az oxacillin érzékenység vizsgalatara is szolgal, ezért a cefoxitin rezisztens
torzseket MRSA-nak kell tekinteni (TOTH és mtsai, 2014). A CLSI Antimikrobalis
Szerek Erzékenységi Vizsgalataval foglalkozé eurdpai albizottsdga (Subcommittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) 2004-ben fogadta el a cefoxitin teszt

alkalmazasat, a mecA medialt oxacillin rezisztencia elérejelzésére (NCCLS, 2004).

2.9.2. Genotipusos vizsgalati modszer

Az MRSA genotipusos modszerekkel torténd azonositasa az utdbbi évtizedben
rohamléptekkel fejlodott. A mecA gén kimutatdsan alapuld, klasszikus PCR alapu
azonositasa egy olyan altalanosan elfogadott eljaras, mely soran az eredmény akar egy
napon beliil elérhetévé valik (TRINDADE és mtsai, 2003; MOHANASOUNDARAM
¢s LALITHA, 2008). A PCR moddszer szenzitivitasa €s specificitasa nyilvanvaléan
magasabb, mint a fenotipusos vizsgalati modszereké, azonban nem alkalmas az MRSA
azonositdsara kevert, kiilonb6zé mikroorganizmusokbol 4ll6  tenyészetekbdl
(TUBBICKE és mtsai, 2012; ERMENLIEVA és mtsai, 2016). A mobilis geneteikai
elemeknek koszonhetben, szamos koagulaz-pozitiv Staphylococcus faj hordozhatja a
mecA gént, ezaltal diagnosztikai szempontbdl konnyen fals-pozitiv eredményt adhat
(LOUIE és mtsai, 2002). A S. sciuri torzsek koziil néhany izolatum mecA génnel azonos
fragmensét felismerhetik a PCR technika soran alkalmazott specifikus primerek (MAES
¢s mtsai, 2002). Masrészrol, azonban a PCR technika lehetévé teszi a SCCmec tipusok
megkiilonboztetését, melynek jarvanyiigyi szempontbol kimagasld jelentdésége van

(BOYE és mtsai, 2007; MILHEIRIC és mtsai, 2007).
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2.9.3. MALDI-TOF MS technika alkalmazdsa az MRSA torszek azonositdsaban

A MALDI-TOF MS technika azon tal, hogy forradalmasitotta a mikroorganizmusok
azonositdsat, hozzajarulhat az  antibiotikum rezisztencia  feltérképezésének
felgyorsitasaban is. Az ezredforduléon a legnagyobb népegészségiigyi jelentOsége
rezisztenica szempontjabol az MRSA baktériumoknak volt, ezért az els6 MALDI-TOF
MS technikaval torténé antibiotikum érzékenységi vizsgalatot ezeken a torzseken
végezték el (EDWARDS-JONES és mtsai, 2000). A 2000-es évek eleje ota szamos
tanulmany szamolt be olyan specifikus fragment ion cstiicsokrol, melyek segitik, illetve
lehetdvé teszik a MSSA ¢és MRSA gyors elkiilonitését, melyeket altaldban az
antibiotikum rezisztens és érzékeny S. aureus torzsek tomegspektrumainak kiilonbségei
alapjan hataroztak meg.

A korabbi tanulmanyokban leirt fragment ion csiicsok nagy részét human torzsek
vizsgalata alapjan hatiroztdk meg, a legtobb esetben alkalmazott minta-el6készitési
modszer a direkt mintafelvitel volt (5. tablazat). Jelenleg nincs olyan leirt specifikus
fragment 1ion cstcs, mely 100%-os specificitassal ¢és szenzitivitassal képes
diszkriminalni az MRSA és MSSA torzseket.

Néhany tanulmanyban az elkiilonités alapjaul szolgald csucsokhoz tartozé fehérjéket
szekvencia alapu vizsgalatokkal azonositottak. JOSTEN és mtsai, (2014) antiszensz
RNS technolégia segitségével megallapitotta, hogy a 2414 m/z cstics a PSM-mec
expressziojaval korrelal, amelynek jelenléte az MRSA torzsekre jellemz6. PRANADA
¢s mtsai, (2016) igazoltak a 2414 m/z csucs alkalmazhatdsagat a diszkriminacioban. A
vizsgalatba vont 211 MRSA torzs 23,2%-dban tudtdk detektalni a specifikusnak
mondott fragment ion cstcsot, mikozben ez a szintén analizalt 1093 MSSA torzs
egyikében sem jelent meg. SOGAWA ¢s mtsai, (2017) egy masik fehérjét irtak le,
amely eldsegitheti az elkiilonitést. Ez a 3043 m/z fragment ion csucs volt, mely a
szekvenalasi eredményeik alapjan a PBP2a fehérje egyik fragmentuma. Ezidaig a 3043

m/z csucs alkalmazhatosagardl még nem szamolt be masik tanulmany.
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5. tablazat: El6z6 tanulmanyokban meghatarozott specifikus fragment ion

csucsok

Tanulmany MRSA specifikus Vizsgalt minta Minta-el6készitési

fragment ion cstcs modszer
(m/z)

EDWARDS-JONES és 2127 referencia torzsek direkt mintafelvitel

mtsai, (2000) klinikai izolatumok

JOSTEN és mitsai, 2414 human izolatumok direkt mintafelvitel

(2014) hangyasavval

SOGAWA ¢és mtsai, 3043 human izolatumok direkt mintafelvitel

(2017)

JUNG-MIN és mtsai, 4607 human izolatumok nincs adat

(2019)

KWON és  mtsai, 5070 human izolatumok etanolos extrakcio

(2017)

CHARYULU és mtsai, 6576 humadn izolatumok direkt mintafelvitel

(2012)

CHARYULU és mtsai, 6885 human izolatumok direkt mintafelvitel

(2012)

JUNG-MIN és mitsai, 9216 humaén izolatumok nincs adat

(2019)

MANUKUMAR és 9632 élelmiszerbdl direkt mintafelvitel

UMESHA (2017) izolalt térzsek hangyasavval

KWON és  mtsai, 10152 human izolatumok etanolos extrakciod

(2017)

A S. aureus torzsek nagy variabilitasa (eltéré klonvonalak és virulenciafaktorok)
megneheziti a methicillin-rezisztencia biomarkereinek meghatarozasat az antibiotikum
rezisztens ¢€s az ¢€rzékeny tOrzsek tOmegspektrumainak Gsszehasonlitasa alapjén.
Tovabba, a tanulmanyok nagy részét a SAC 1j fajainak (S. argenetus és S. schweitzeri)
azonositdsat megel6z0 iddszakban végezték el, ezért a fehérjeprofilban megjelend
kiilonbségek ebbdl is adodhattak. A S. aureus methicillin-rezisztencidjanak MALDI-
TOF MS technikdval torténd biztonsagos azonositdsdhoz sziiks€g van 1jabb

biomarkerek feltarasara, valamint a kordbban meghatarozott specifikus csucsok

tesztelésére.

rrrrrr

A S. aureus torzsek jellemzésére tobbféle molekularis tipizaldsi modszert
fejlesztettek ki, ideértve a pulzaltatott mezeji gélelektroforézist (pulsed-field gel
electrophoresis — PFGE), a multilokusz szekvencia tipizalast (multilocus sequence

typing —-MLST) és a Staphylococcus protein A gén (staphylococcal protein A gene —
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spa) tipizalast (ENRIGHT és mtsai, 2000; HARMSEN ¢és mtsai, 2003; McDOUGAL és
mtsai, 2003). Jarvanyligyi és epidemiologiai szempontbol a S. aureus fajon beliil
elkiilonithetd klonalis vonalak azonositasa meghatirozo jelentdséggel bir. A klonalis
vonalak idében ¢és térben vald figyelemmel kiséréséhez azonban egy olyan egységes
osztalyoz6 rendszert kellett kialakitani, mely lehetévé tette a kiilonbozo
laboratoriumokban kapott eredmények 6sszehasonlitasat (O’HARA és mtsai, 2016).

A S. aureus fajok epidemiologiai vizsgalatahoz széles korben alkalmaztak a PFGE
molekularis tipizalasi moédszert, mely sikeresnek bizonyult a nozokémidlis jarvanyokat
okozo6, klonalis vonalak azonositasaban (RICHARDSON ¢és REITH, 1993;
BANNERMAN ¢és mtsai, 1995; COX ¢és mtsai, 1995). A PFGE, és minden olyan
modszer, mely a gélek DNS fragmentum mintdinak Osszehasonlitdsan alapul,
megneheziti a kiilonféle laboratoriumok eredményeinek Osszevetését. A modszer
robosztussaganak hidnya miatt eléfordulhatott, hogy a klonélis vonalak genetikai
rokonsagaval kapcsolatban a kiilonb6z6 laboratoriumok kiilonbozd eredményre jutottak.
Emellett nagy sziikség volt egy olyan mddszer bevezetésére, mely a klonalis vonalak
egyértelmil azonositasat tigy teszi lehetéve, hogy nincs sziikség az adott vizsgalatban
alkalmazott referencia torzsek beszerzésére vagy cseréjére (ENRIGHT és mtsai, 2000).

Az MLST egy rendkiviil jo felbontoképességii modszer, mely a baktériumfajok hét
haztartasi génjének PCR-rel felszaporitott, megkdzelitdleg 450 bazispar hossziisagu,
DNS fragmentumainak szekvenciatipus meghatarozasa alapjan jellemzi a torzseket. A
hét 16kuszon tobb allél taldlhatdo és az adott torzsre jellemzd allélvariansokat az
adatbazisokban talalhat6 szekvencia-variansokkal vetik Ossze, melynek alapjan
meghatarozzak a szekvencia tipust (ST). Tovabba, kozos klonalis komplexbe (CC)
sorolhatok azok a szekvencia tipusok, melyek Ot haztartasi génje azonos allélprofilba
tartozik (MAIDEN ¢és mtsai, 1998). Az elérheté adatbazisoknak koszonhetéen, a
kiilonb6z6 laboratériumok eredményei konnyen 6sszhasonlithatova valnak, tovabba az
MLST altal gyljtott adatok felhasznalhatok a S. aureus fajok evolucids és
populaciobiologiai kérdések megvalaszolasara (FEIL és mtsai, 1999; SPRATT, 1999).

Az spa tipizalas nagymértékben hasonlit az MLST-hez és szamos tanulmany alapjan
ez a modszer is alkalmas az evolucids Osszehasonlitd és epidemiologiai vizsgalatokra
(KOREEN ¢és mtsai, 2004; HALLIN ¢és mtsai, 2007; STROMMENGER ¢és mtsai, 2008).
Az spa gén harom kiilonalo régiot tartalmaz, az Fc, X és C régiot, azonban az spa

crer

tipizalasasa torténik (VERWEY, 1940; HARMSEN ¢és mtsai, 2003; GOUDARZI és
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mtsai, 2016). A polimorf X régi6, amely minden S. aureus torzsben jelen van, egy 240
bazispar hossziisagl szekvencia, melyben az aminosavak kapcsolodasi sorrendje egyedi
és 1smétlodo valtozasokat tartalmaz, ezaltal kivaloan alkalmas a torzsek elkiilonitésére
(MAZI és mtsai, 2015). Az spa tipizalas soran, mivel csak egy lokusz szekvenalasat
hajtak végre, az eljaras koltséghatékonyabbb, idétakarékosabb és kevesebb a hiba
lehetdsége az MLST-hez viszonyitva (PEACOCK ¢s mtsai, 2002).
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3. SAJAT VIZSGALATOK

3.1. Anyag és modszer

3.1.1. Vizsgalati helyszineK és idépontok

Vizsgalatainmat 2017 decemberében 4 kiilonb6z6 helyszinen kezdtem el. Egyrészt a

MikroMikoMed Kft. humandiagnosztikai laboratériumaban végeztem az izolatumok

minta-elokészitését, amelyet késobb, a protokoll kidolgozasat kdvetéen a WESSLING

Hungary Kft. mikrobioldgiai laboratériumdban folytattam. A térzsek MALDI-TOF MS

elemzését a WESSLING Hungary Kft. mikrobiologiai laboratéoriumédban, mig a

molekuléaris biologiai vizsgalatokat a BIOMI Kft. laboratériumaban végeztem. Az

¢lelmiszerekbdl izolalt Staphylococcus torzsek enterotoxin génjeinek vizsgalatara, 2019.

juniusaban keriilt sor, az Allatorvostudoméanyi Egyetem Logyogyaszati Tanszék és

Klinika laboratoériumaban.

3.1.2. A mikrobiolégiai vizsgalatok sordan alkalmazott taptalajok

Baird-Parker agar (Biokar, Fr): Készen vasarolt taptalaj, melynek dsszetétele:
tripton 10 g/1, kazein hidrolizatum 10 g/l, marhahts kivonat 5 g/1, éleszt6 1 g/l,
littum-klorid 5 g/l, glicin 12 g/l, natrium-piruvat 10 g/l, agar 15 g/l,
szulfametazin 50 mg/l, tojassarga tellurit emulzié 47 ml/l. Analitikai mérlegen
bemértem 58 g Baird-Parker agart melyet 950 ml ioncserélt vizben
elszuszpendaltam ¢és 121 °C-on 15 percig sterilizdltam autoklavban. A
szuszpenzidt 45 °C-ra hiitdttem €és hozzaadtam a tojassarga tellurit emulziot.
Steril Petri-csészsébe ontdttem és vizszintes helyzetben hagytam megdermedni.

Columbia véres agar (Neogen, UK): Készen vasarolt taptalaj, melynek
Osszetétele: kazein hidrolizatum 10 g/l, hus kivonat 5 g/l, sziv kivonat 3 g/l,
¢leszté 5 g/l, kukoricakeményité 1 g/l, natrium-klorid 5 g/l, agar 12 g/l.
Analitikai mérlegen bemértem 42 g Columbia agart melyet 1 1 ioncserélt vizben
elkevertem és 121 °C-on 15 percig sterilizaltam autoklavban. A szuszpenziot 50
°C-ra hutottem és 0,3 nm-es sziirén keresztiil belesziirtem 4g defibrinalt
birkavért és elkevertem. A 45 °C-ra lehiitott taptalajt steril Petri-csészébe

ontottem és vizszintes helyzetben hagytam megdermedni.
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e Mueller Hinton agar (Oxoid, UK): Készen vasarolt szabvanyos Osszetételii
szilard taptalaj 90 mm-es Petri-csészében, melynek Osszetétele: marhahus
kivonat 3 g/l, kazein hidrolizatum 17,5 g/1, keményit6 1,5 g/l, agar 17 g/l.

e Csokoladé agar (Oxoid, UK): Altalam készitett taptalaj, melynek osszetétele: 1
| ioncserélt viz, 42 g Columbia agar, 4 g defibrinalt birkavér. Analitikai
mérlegen bemértem 42 g Columbia agart melyet 1 1 ioncserélt vizben elkevertem
és 121 °C-on 15 percig sterilizaltam. A szuszpenziot 100 °C-ra hitottem és 0,3
nm-es sziir6n keresztiil belesziirtem 4g defibrinalt birkavért és elkevertem. A 45
°C-ra lehiitott taptalajt steril Petri-csészsébe Ontottem ¢€s vizszintes helyzetben
hagytam megdermedni.

e CHROMagar MRSAII (BD, UK): Készen vasarolt szilard taptalaj 90 mm-es
Petri-csészében, melynek sszetétele: 1 1 ioncserélt viz, 35 g kromopepton, 0,5 g
kromogén keverék, 17,5 g natrium-klorid, 7,52 g gatl6 anyagok, 5,2 g cefoxitin,
14 g agar.

3.1.3. 4 koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok azonositisa

A koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajokat az MSZ EN 1SO 6888-1:2008 szabvany
modszerei alapjan hataroztam meg. Baird-Parker (Biokar, Fr) szelektiv taptalajra
szélesztettem a torzseket, melyet 37 °C-on 48 dran at inkubaltam aerob koriilmények
kozott. Ezt kdvetden a torzseket atoltottam Columbia véres agarra (Neogen, UK),
melyet 24 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltam, majd megvizsgaltam a torzsek hemolizin
termelését.

Latex agglutinaciés (PASTOREX™ STAPH-PLUS) gyorstesztet is végeztem a
koagulaz-pozitiv Staphylococcus torzseken, mely a fibrinogén aktivitas (clumping
faktor), a protein A és a Staphylococcus aureus tok poliszacharidjainak egyidejii

kimutatasan alapul.
3.1.4. Vizsgalt Staphylococcus aureus torzsek

Referencia torzsek: A MALDI-TOF MS vizsgalat minta-el6készitési modszerének
kidolgozasahoz 6 db methicillin-szenzitiv S. aureus (ATCC 29213, ATCC 6538, ATCC
14458, ATCC 19095, ATCC 27664), 1 db S. argenteus (MSHR1132"=DSM 28299"),
1db S. schweitzeri (FSA084T=DSM 28300") és 2 db methicillin-rezisztens S. aureus
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(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 torzsgytjteményébol
biztositott szamomra.

Haszonallatokbdl izolalt torzsek: A vizsgdlatba bevont 13 haszondllatbdl izolalt
MRSA torzset, az Allatorvostudomanyi Egyetem Logyogyaszati Tanszék és Klinika

hazi torzsgylijteményebdl biztositotta szamomra (6. tablazat).

6. tablazat: Haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsek

Faj Azonositd
szarvasmarha SA-127
szarvasmarha SA-146

16 SA-297

sertés SA-136
szarvasmarha SA-237
sertés SA-034
sertés SA-113
sertés SA-126
szarvasmarha SA-116
szarvasmarha SA-121
szarvasmarha SA-145

16 SA-329

sertés SA-065

Elelmiszerekbdl izolalt torzsek: A koagulaz-pozitiv Staphylococcus torzsek gylijtése
2018. 01. 23-t61 2018. 03. 05-ig tartott, melyet az MSZ EN ISO 6888-1:2008 szabvany
modszerei alapjan hataroztam meg a WESSLING Hungary Kft. mikrobioldgiai
osztalyan. A vizsgalat soran Osszesen a 647 élelmiszer mintabol, a 4/1998. (XI. 11.)
EGM rendelet alapjan meghatarozott hatarértéket 58 koagulaz-pozitiv Staphylococcus
torzs haladta meg, amelybdl a latex agglutindcios teszt és a MALDI Biotyper

azonositast kovetden, 47 izolatum S. aureus torzsnek bizonyult (7. tablazat).
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7. tablazat: Elelmiszerekbél izolalt S. aureus térzsek

Elelmiszer kategoria Azonosito Elelmiszer megnevezése
SA-1 Trappista sajt
Tejtermék SA-10 Trappista sajt
SA-18 Tejes desszert
SA-2 Szaraztészta
SA-49 Szaraztészta
, , SA-7 Szaraztészta
Szaraztészta SA-21 Szaraztészta
SA-22 Szaraztészta
SA-11 Szaraztészta
SA-12 Csirkecomb
SA-13 Csirkecomb
SA-16 Pacolt csirke
. SA-44 Egész kacsa
Baromfi SA-17 Libama]
SA-20 Kacsatal
SA-28 Kacsa comb
SA-29 Kacsa tepert6
SA-4 Csaszar szalonna
SA-31 Bacon
SA-5 Kolbasz
SA-6 Karaj
SA-32 Karaj
SA-25 Kolbasz
SA-33 Karaj
Hus SA-24 Lapocka
SA-34 Karaj
Sertés SA-9 Lapocka
SA-35 Lapocka
SA-36 Lapocka
SA-37 Lapocka
SA-15 Tepertd
SA-38 Siitnival6 kolbasz
SA-02 Lapocka
SA-01 Kolbasz
SA-39 Csiilok
SA-40 Csiilok
SA-41 Fej
SA-47 Tarja
SA-3 Marhahts
Marha SA-8 Marhahuis
SA-48 Belsbség
Vadhus SA-42 Nyulhts
SA-43 Hamburger hus
Készételek SA-50 Grill csirke
SA-45 Csokoladé
Z6ldségek SA-46 Friss salata mix
SA-27 Sargarépa pastétom
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3.1.5. MALDI-TOF MS vizsgdlat

3.1.5.1. Eszkozok, vegyszerek, oldatok

Eszkozok:

1,5, 2,0 ml-es Eppendorf csovek,

steril fogpiszkalo,

1 pl-es steril oltokacs,

10 ml-es csavaros tetejii kémcso,

analitikai mérleg (0,01 mg pontossag),

Eppendorf pipettak 50-1000 pl-es, 2-200 pl-es, 0,5-10 pl-es méretekben,
vortex razogép,

asztali centrifuga Eppendof csovekhez (min.13.000 rpm),

rotator SB2,

ultrahangos fiirdg,

MALDI mintatart6 lemez,

Bruker microflex LT MALDI-TOF késziilék MALDI Biotyper RTC szoftverrel.

Vegyszerek:

etanol abszolut (EtOH - vizmentes, analitikai tisztasagi) (Merck GmBH),
acetonitril (ACN - HPLC gradient grade tisztasagu) (Sigma-Aldrich Kft.),
metanol (MeOH - HPLC gradient grade tisztasagu) (Sigma-Aldrich Kft),
2-Propanol (iPA - HPLC tisztasagti) (HoneyWell GmBH),

grafitpor (2 - 20 um szemcseméretii) (Sigma-Aldrich Kft),

aluminium-oxid por (MS tisztitashoz) (Sigma-Aldrich Kft),

ionmentes viz (Milli Q viz) (Merck GmBH),

trifluorecetsav (TFA, 100%-os, analitikai tisztasagu) (Merck GmBH),
hangyasav (FA - 100%-os tisztasag) (Merck GmBH),
a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (a-HCCA - ultra tisztasagi, MALDI matrix) (Bruker
Daltonik, GmBH),

szinapinsav (SA- ultra tisztasagi, MALDI matrix) (Bruker Daltonik, GmBH),
2,5 dihidroxi benzoesav (DHB - ultra tisztasigu, MALDI matrix) (Bruker
Daltonik, GmBH),
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MALDI-TOF Kalibral6 Standard (Bruker Bacterial Standard, Part.No.:
8255343), liofilizalt Escherichia coli (Bruker Daltonik, GmBH).

Munkaoldatok, kalibracios oldatok:

70%-0s (v/v %) hangyasav oldat: Az ionmentes vizbdl pipettaval bemértem
300 pl-t egy 1,5ml-es Eppendorf csébe és hozzamértem 700 pl 100%-0s
hangyasavat, majd alaposan oOsszeraztam. Az igy készitett oldatot
szobahdmérsékleten legfeljebb 1 honapig taroltam.

80%-0s (v/v %) trifluorecetsav oldat: Az ionmentes vizbdl pipettaval
bemértem 200 pl-t egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe és hozzamértem 800 pl
100%-os trifluorecetsavat, majd alaposan Osszeraztam. Az igy készitett oldatot
szobahdmérsékleten legfeljebb 1 honapig taroltam.

Matrix standard oldat: Az ionmentes vizbdl pipettaval bemértem 450 ul-t egy
1,5 ml-es Eppendorf csébe és hozzamértem 500 ul acetonitrilt és 25 ul 100%-0s
trifluorecetsavat, majd alaposan Osszeraztam. Az igy készitett oldatot
szobahOmérsékleten legfeljebb 1 honapig taroltam.

a-HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) matrix oldat: (1 mg / 100 pl):
egy 2,5 ml-es csavaros tetejii fiolaba analitikai mérlegen bemértem 2,5 mg a-
HCCA matrixot és pipettaval hozzamértem 250 pl standard oldatot. VVortex-el
alaposan megkevertem és ultrahangos fiirdébe raktam 3 percre. Hiitében 4 °C-on
legfeljebb 1 hétig taroltam. Az a-HCCA matrix a 0,7-20 kDa tomegli, kisebb
fehérjék detektalasat teszi lehetévé (Bruker Daltonik GmBH, 2013d).

SA (Sinapinic acid) matrix oldat: (2,5 mg / 100 ul): egy 2,5 ml-es csavaros
tetejii fiolaba analitikai mérlegen bemértem 5 mg SA matrixot és pipettaval
hozzamértem 250 ul standard oldatot, majd vortex-el alaposan megkevertem.
Hiitében 4 °C-on legfeljebb 1 hétig taroltam. Az SA matrix a nagyobb tomegii
fehérjék (10-150 kDa) detektalasat teszi lehetévé (Bruker Daltonik GmBH,
2013c).

2,5-DHB (2,5-Dihydroxybenzoic acid) matrix oldat: (2mg / 100 ul): egy 2.5
ml-es csavaros tetejii fiolaba analitikai mérlegen bemértem 2 mg 2,5-DHB
matrixot €s pipettaval hozzamértem 200 pl standard oldatot, majd vortex-el
alaposan megkevertem. Hiitben 4 °C-on legfeljebb 1 hétig taroltam. A 2,5-

DHB matrix széles kortien alkalmazhat6 a kiilonbozé peptidek, fehérjék,
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polimerek ¢és szénhidratok — beleértve a foszfolipidek ¢és glikoproteinek
elemzésére (Bruker Daltonik GmBH, 2013e).

e MALDI Kkalibralé standard oldat: az eredeti csavaros tetejii fioldba, a
liofilizalt standardhoz pipettdval bemértem 50 pl standard oldatot, majd
alaposan megkevertem. -20 °C-on legfeljebb 4 hétig taroltam.

3.1.5.2. Alkalmazott minta-el6készitési eljarasok

o Etanolos extrakcio (EtOH-FA): 300 ul ioncserélt vizet pipettaztam egy 1,5 ml-
es Eppendorf csébe. A vizsgdlandd tenyészetbdl, steril oltdkaccsal kivettem
néhany tized milligramm mintdt és intenziv keveréssel az ioncserélt vizben
elszuszpendaltam. Ezutan hozzamértem 900 ul abszolut etanolt. Vortexen
megkevertem, majd lecentrifugaltam (13000 rpm, 3 perc). A feliiliszot dvatos
mozdulattal ledntottem és hagytam az olddszer maradékot elparologni. A
mintdhoz hozzdmértem 20 pl 70%-os hangyasavat, a pipetta hegyével
elkevertem és hagytam allni 2 percig. Ezutan 20 upl acetonitrilt adtam a
mintahoz, megkevertem, majd lecentrifugaltam (13000 rpm, 3 perc). Az oldat

crer

fel. Minden esetben 6 parhuzamos mintafelvitelt alkalmaztam, azaz a mintatarto6
lemez 6 egymas alatti/melletti pozicidjara ugyanazt a mintat vittem fel. Az
oldoszer elparolgasa utan kozvetleniil 1 pl matrix oldatot cseppentettem a
mintara és laminaris bokszban hagytam beszaradni a mintat (Bruker Daltonik
GmBH, 2013a).

e Direkt mintafelvitel hangyasavval (DT-FA): A vizsgalando tenyészetbdl egy
steril kaccsal vettem néhany tized milligramm bioldgiai mintat. Ezt kdzvetleniil
minél egyenletesebben. Ebben az esetben is 6 parhuzamos mintafelvitelt
alkalmaztam. A felkent mintakra 1 pl 70%-0s hangyasavat cseppentettem és
laminaris bokszban hagytam beszaradni. Ezutan 1 ul matrix oldatot pipettaztam
a mintakra (Bruker Daltonik GmBH, 2013a).

o Direkt mintafelvitel (DT): A vizsgalando tenyészetbdl egy steril kaccsal vettem

néhdny tized milligramm bioldgiai mintat. Ezt kozvetleniil az eldkészitett

crer
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egyenletesebben. Ebben az esetben is 6 parhuzamos mintafelvitelt alkalmaztam.
1 pl matrix oldatot cseppentettem a mintara és laminaris bokszban hagytam

elparologni az oldoszert, beszaradni a mintat (Bruker Daltonik GmBH, 2013b).

3.1.5.3. Mintatartd lemez elokészitése

A szennyezett mintatarto lemezeket 70%-0s etanolba aztattam 5-10 percen keresztiil.
Aztatast kovetden meleg folyovizzel lemostam a matrix és a mikroorganizmus telepek
maradékat, majd aluminium-oxid vizes szuszpenzidjaval atdorzsoltem a lemezeket és
papirtorlé segitségével leitattam rola a vizet. 5-10 percig metanolban aztattam a
lemezeket, majd laminaris bokszban hagytam elparologni a metanol maradékat, ezt
kovetden a lemezeket 2-propanolba martott szalmentes torlokendével dorzsoltem at.
Laminaris bokszban a lemezek kozepére 50 ul 80%-o0s trifluorecetsav oldatot
pipettaztam és steril fiiltisztité palcika segitségével a lemezeket alaposan atdorzsoltem,
majd a trifluorecetsav maradékat ionmentes vizzel lemostam. A megszaritott lemezeket
kevés grafitporral atdorzsoltem, a grafitpor maradékat finom ecsettel eltavolitottam. Az
elokészitett mintatarté lemezeket Petri csészében taroltam a vizsgalatok megkezdéséig

(Bruker Daltonik GmBH, 2015).

3.1.5.4. MALDI-TOF MS mérés

A vizsgalati paraméterek beallitdsat, a modszer fajlok aktivalasat, a kalibraciét a
FlexControl szoftver (Bruker Daltonik GmBH) segitségével végeztem el. A mintatartd
lemezt a zsiliprendszeren keresztiil juttattam az ionforrasba. Ellenériztem a vakuumot,
majd a kalibralo standard oldatot tartalmazd poziciora (A2) allitottam a lézert és az
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 soran a
tomegszamok eltérése nem haladhatta meg a 300 ppm értéket. Ezt kdovetden
elmentettem a modszerfajlt és elinditottam automatikus spektrumfelvételi modban a
mintak mérését, 2-20 kDa tomegtartomanyban. Az ionforras fesziiltségét 15-28 kV-ra
allitottam. A MALDI-TOF MS vizsgalatok soran minden izolatum esetében 6

ismétlésben végeztem el a mérést.
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3.1.5.5. Spektrumok értékelése

3.1.5.5.1. S. aureus torzsek azonositasa

Az izolatumok azonositasa soran, a MALDI BioTyper 2.0 szoftvert (Bruker
Daltonik, GmBH) alkalmaztam. A szoftver lehet6vé tette a kapott tomegspektrumok és
a konyvtaraban talalhato referencia spektrumok 6sszehasonlitasat (5. dbra). Az eljaras
soran mas tomegspektrometrids szoftverekhez hasonléan, a spektrumkonyvtari
Osszehasonlitas soran, egy log score értéket kapunk. Ez egy 0,000 és 3,000 kozotti
érték, mely az azonositas minéségére vonatkozd szamszersitett informacio, melyet a
szoftver az alabbiak szerint szamit ki:

1. A konyvtarban talalhaté referencia spektrumokhoz hasonlitja az azonositani
kivant minta tomegspektrumat, a referencia spektrumban detektalhato fragment
ion csucsok alapjan;

2. A minta tomegspektrumat tekinti alapnak, tehat ehhez hasonlitja a konyvtarban
talalhat6 referencia tomegspektrumokat;

3. A minta tomegspektrumanak és a referencia tomegspektrumoknak a szimmetria
viszonyait hasonlitja dssze.

A szoftver mind a harom elemzési 1épés soran kiszamit egy-egy megfeleldségi
faktort (score), amely egy 0,000 és 1,000 kozotti érték. Az elemzési 1épésekbdl
szarmazo értékeket Osszeszorozza és 1000-re normalizalja, melynek a logaritmusa adja

az azonositasi log score értéket.
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5. abra A MALDI BioTyper 2.0 szoftverrel torténd azonositas (Forras: SIMON, 2016)
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Amennyiben a log score érték nagyobb 2,300-nél, akkor igen valoszinii az azonossag
a vizsgalt mikroorganizmus ¢és a referencia spektrumkonyvtarban taldlhato
mikroorganizmus k6zott. Ebben az esetben azonositottnak tekintjiik a fajt, igy tovabbi
vizsgalat nem sziikséges. 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 score érték kozott mar nem tekinthetd megfeleléen biztosnak a
nemzetség (genus) azonositasa sem. 0.000 - 1,699 log score érték kozott pedig
sikertelen a mikroorganizmus azonositasa. Az azonositas soran a tiz legjobb log score
értékkel rendelkez6 tallatot tudjuk megjeleniteni (LOVASZ, 2014).

A szoftver konyvtaraban 4 kiilonféle S. aureus (ATCC 33862, ATCC 33591, ATCC
29213 és ATCC 25923), 9 db S. aureus ssp. aureus (DSM 799, DSM 4910, DSM 3463,
DSM 346, DSM 20652, DSM 20491, DSM 20232, DSM 20231T, DSM 11822) és 1 db
S. aureus ssp. anaerobius (DSM 207) referencia torzs tomegspektruma volt

megtalalhato.

3.1.5.5.2. A spektrumok részletes elemzése, kalibralasa

A spektrumok vizsgalatahoz a FlexAnaylsis 3.4 szoftvert (Bruker Daltonik, GmBH)
alkalmaztam, amely lehetévé teszi a felvett spektrumok kalibralasat valamint részletes
elemzését. Modszerfajlok aktivalasaval el tudtam végezni a fragment ion csucsok
simitasat és alapvonal korrekcigjat, valamint elemezni tudtam a csucsokhoz tartozo
tomeg/toltés értékeket (m/z) és azok intenzitasat, relativ intenzitdsat, jel/zaj arany
értekét, gorbe alatti teriiletét. A jel/zaj ardny meghatarozdsa a csucs magassag ¢és
haromszor a zaj szérasanak hanyadosa alapjan szamithaté ki, melynek célja a nem
valodi csticsok (zaj) kiszlirése. Az alapvonalhoz viszonyitott legmagasabb fragment ion
csucs a relativ intenzitas, mely egy szdzalékos érték. Tovabba informaciot kapunk a
minta tomegspektrumédban taldlhaté csucsok szdmarol és a teljes spektrum
intenzitasarol. A vizsgalat soran a simitast a Savitzky—Golay sziirével, az alapvonal
korrekcidjat pedig a TopHat algoritmussal végeztem el. A spektrumok nagyitasa és a 3
rendezési opcid (egymdson, egymds moOgott eltolva, listaszerli elrendezés)
megkonnyitette a részletes elemzést.

A vizsgalatok soran el6szor a 4 féle minta-el6készitési modszert, 4 féle taptalajt és a

tenyésztési 1dot valamint a 3 féle matrix oldatot hasonlitottam 0Ossze a kapott
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spektrumok felbontdsa, intenzitdsa, reprodukélhatosdga és az azonositdsi log score
értékek alapjan (6. abra).

Egyéni fragment ion csticsok megadasaval a szoftver lehet6vé teszi a spektrumok
kalibralasat, mely elengedhetetlen a pontosabb m/z értékek, ezaltal a mintdk
tomegspektrumainak elemzése €s Osszehasonlitdsa soran. A kalibraciohoz sziikséges
csticsok meghatarozasa soran tobb kritériumot is figyelembe kellett vennem:

1. Az adott fragment ion csucs minden vizsgalt S. aureus fajban detektalhato

legyen, fiiggetleniil az spa és MLST tipustdl, valamint a rezisztencia jelenlététol;

2. Az adott fragment ion csucs detektalhatdo legyen minden minta-elokészitési

eljaras és matrix oldat alkalmazasaval;

3. A fragment ion csucsok, m/z értékiiket tekintve fedjék le a spektrum egészét.

Mintavétel a tenyészetekbdl, minta el0készités

Etanolos Direkt Direkt mintafelvitel Modositott direkt
extrakcid mintafelvitel hangyasavval mintafelvitel

Alkalmazott matrix oldatok

'¢

a-HCCA DHB SA

Meérés MALDI-TOF MS késziilékkel

’¢

FlexControl software automatikus spektrum felvételi mod

Spektrumok értékelése

'¢

FlexAnalysis

et L MALDI Biotyper software SPSS, Excel program

6. abra MALDI-TOF MS vizsgalat folyamata



3.1.5.5.3. A spektrumok elemzése Excel programban

A FlexAnalysis 3.4 szoftver lehetévé teszi a csicsok tomegszamainak valamint azok
paramétereinek exportalasat Microsoft Office Excel 2007 programba, ezaltal statisztikai
modszerekkel is elemezhetévé valtak a felvett spektrumok. Elsé 1épésben
szuperspektrumokat hoztam Iétre, melyek az izolatumok 6 parhuzamos mérési
eredményeinek atlagat jelentették, ezaltal megkonnyitve a torzsek Osszehasonlitasat és
elemzését. Az azonositas és/vagy elkiilonités szempontjabodl jelentds fragment ion
csticsok esetében kiszamitottam a relativ intenzitds atlagat és szoérasat valamint
figyelembe vettem a jel/zaj arany atlagat is, a nem valddi csucsok kisziirése érdekében.

A spektrumok reprodukalhatosaganak vizsgalata, a minta-elokészitési eljarasok
optimalizalasa és a matrix oldatok kivalasztasa soran, a spektrumokat nem csak
vizualisan, hanem szamszerisitett adatokkal is elemeztem, mely magaba foglalta a
teljes spektrum intenzitasat, a Spektrumot alkotd csucsok szdmat és a mérhetd
tomegszam tartomanyt (legkisebb ¢és legnagyobb detektalhatdo m/z érték).

Tovabba a ,,szamszerisitett” szuperspektrumok megkonnyitették a methicillin-
rezisztencia és a kiilonbozé szekvencia tipusok specifikus tomegszamainak, valamint

marker szettjeinek meghatarozasat.

3.1.5.5.4. Spektrumok elemzése SPSS 16.0 program segitségével

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

szignifikancia szintet hataroztam meg.

3.1.6. S. aureus torzsek methicillin-rezisztencidgjanak meghatdrozdasa

3.1.6.1. Korongdiffuziés modszer

A CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) altal meghatarozott

eldirasoknak (2019) megfelelden vizsgaltam a torzsek antibiotikum-rezisztencidjat. A

baktérium-szuszpenziot (0,5 McFarland egység) Mueller-Hinton agar feliiletén
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szélesztettem egy steril kacs segitségével, majd a Cefoxitin 30 pg korongokat a taptalaj
feliiletére helyeztem. A torzseket 18 6ran at inkubaltam 37 °C-on. Az eldirasok alapjan,
MRSA torzsek esetében a feltisztulasi zona 6-19 mm, mig mecA negativ fajoknal 20-32

mm.

3.1.6.2. MRSA CHROMagar taptalaj alkalmazasa

A CHROMagar MRSAII egy szelektiv differenciald taptalaj, mely a methicillin-
rezisztens Staphylococcus aureus fajok kimutatasara szolgal. A tapkozegben specifikus
kromogén anyagok ¢€s cefoxitin talalhatd, ezaltal lehet6vé téve az MRSA kozvetlen
azonositasat. A methicillin-rezisztens torzsek képesek szaporodni cefoxitin jelenlétében,
igy malyvaszinii telepek nonek a taptalajon, a kromogén szubsztrat hidrolizise
eredményeként. A taptalaj tovabbi szelektaldo anyagokat tartalmaz, melyek meggatoljak
az ¢élesztdgombdk, a gram-negativ mikroorganizmusok és néhany egyéb Gram-pozitiv
coccus novekedését. A nem MRSA baktériumok, a tapkozeg egyéb kromogén
szubsztratjait hasznaljak fel, igy a kindtt telepek nem malyvaszintiek, hanem kék vagy
kékeszold szintiek. Abban az esetben, ha a telepek fehérek vagy szintelenek az adott
baktérium nem hasznalt fel kromogént. A vizsgalat soran az izolatumokat 24 h keresztiil
inkubaltam aerob koriilmények kozott 37 °C-on. A lemezeket fekete hattér elott
elemeztem, MRSA baktériumnak azokat a torzseket tekintettem, melyek malyvaszini és

morfologiailag Staphylococcusokhoz hasonlé telepeket képeztek.

3.1.6.3. A mecA génkomplex vizsgalata

A vizsgalat menete

A vizsgalatot a Nemzeti Elelmiszertudomanyi Intézet (National Food Institute — NFI)
2012-ben kiadott protokollja alapjan végeztem. A baktériumbdl genomi DNS-t
izolaltam, majd PCR segitségével felszaporitottam a mecA génszakaszt. A PCR
eredményességét agaréz gél-elektroforézissel ellenériztem, majd a sikeresen

felszaporitott génszakaszok PCR termékét, 0szlopos vakuum-rendszerrel tisztitottam.

DNS izolélas
1. A baktérium szuszpenziobol 1 ml-t egy steril 1,5 ml-es csébe pipettaztam, majd

centrifugaltam (13400 rpm, 3 perc).

54



2. Eltavolitottam a feliiluszot.

3. 100 ul PrepMan Ultra Sample Preparation reagenst adtam a lecentrifugalt
mintakhoz. A szilard taptalajon 1évé mintdkbol a mikrobatelepet steril oltokacs
segitségével 100 ul PrepMan Ultra Sample Preparation reagenst tartalmazo csébe
mértem.

4. Homogenizaltam a mintat vortex-el 10-30 masodpercig.

5. Ezutan hékezelést végeztem 100 °C-on 10 percig.

6. Vortex segitségével Gjra homogenizaltam az elegyeket.

7. Centrifugaltam a mintakat (13400 rpm, 3 perc).hh

8. A feliiliszobol 10 ul DNS extraktumot pipettaztam egy steril 1,5 ml-es csébe,

majd hozzaadtam 90 pl steril vizet.

PCR reakcidk a mecA génszakaszra

A mérés soran alkalmazott PCR késziilékek:

e ABI GeneAmp PCR System 2600, Biosystems Veriti™ tipust késziilék.
Az izolalt DNS mintara mecA PCR reakciét mértem Ossze és minden esetben
hasznaltam egy negativ kontroll mintat, amely nem tartalmazott templat DNS-t (NTC),
¢és egy pozitiv kontroll mintat is, (DSM 20231 ¢és /vagy ATCC 43300) Staphylococcus
aureus torzsbdl izolalt DNS templat. Az adott primerparral kapott mecA génszakasz
mérete 527 bp hossza (8. tablazat).

8. tablazat: A mecA génszakasz felszaporitasahoz hasznalt PCR primerek

Primer név Primer szekvencia
mecA fwd 5'- GGGATCATAGCGTCATTATTC-3'
mecA _rev 5'- AACGATTGTGACACGATAGCC-3'

A PCR reakciokat 25 pl végtérfogatban mértem Ossze az 9. tablazat alapjan, a
10. tablazatban megjelolt PCR hoéprofillal.
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9. tablazat: A mecA génszakasz felszaporitasahoz hasznalt PCR-0sszetétel

Bemért anyag mennyiség/reakciod
Sigma Jumpstart REDTaq_ReadyMix 12,5 ul
mecA_fwd primer (10pM) 1,5u
mecA rev primer (10puM) 1,5u
Viz (mol. biol. grade) 7,5l
DNS templat (10x) 2ul

10. tablazat: A mecA génszakasz felszaporitasdhoz alkalmazott héprofil

Folyamat Hoéfok és id6

Denaturacio 94 °C-on 3 perc

_ 94 °C-on 30 sec)
Ciklus 60 °C-on 30 sec } 30 ciklus
72 °C-on 1 perc)

Extenzid 72 °C-on 10 perc

Tarolas 4 °C-on

Agaroz gél-elektroforézissel (1%) gy6zédtem meg arrol, hogy minden DNS minta és
minden gén esetében egy specifikus terméket kaptam a vart termék hosszusagnak

megfelelden.

Gélelektroforézis- A PCR termékek mindségének ellendrzése

Az agar6z-gél elkészitésének 1épései:
1. Osszeallitottam a gélontd talcat, és beleillesztettem a mianyag fésiit az
ontémintaba.
2. Erlenmeyer lombikba 0,6 g agarozt, és 60 ml 1XTBE puffer oldatot mértem be.
Az oldatot mikrohullamu siitében felmelegitettiik gyakori kevergetés mellett,

mig az agardz teljesen felolvadt. Ezutan az oldathoz 6 pl fluoreszcens festéket
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(GelGreen) adtam, homogenizaltam, majd az agaréz oldatot az eldkészitett
g¢1onto talcaba ontdttem.

3. A gél 30-40 perc alatt megszilardult és a ,,fési” eltavolithatova valt.

4. Feltoltottem az elektroforézis tankot 1XTBE pufferrel, beletettem a gélt a
2¢lontd talcaval egyiitt, ugy hogy a minta felvitelére szolgalo zsebek a katdd (-)
fel¢ helyezkedjenek el, majd a tartdlyba 6ntdttem még annyi puffert, hogy a gélt
1-2 mm magasan ellepje.

5. Az elvalasztani kivant PCR termékekbdl 5 pl-t 3 pul 6x Loading Dye festékkel
Osszekevertem ¢és pipettaval a ,,gélzsebekbe” toltdttem. A mintdk utdn 2

ul molekulasuly markert vittiink fel (7. &bra).

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5 %
P ng/05 g 8 bp ng/0.5pg %
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1.7% TopVision™ LE GO Agarose (#R0491)

5 o 0.5 poJ/lane, 8 em length gel,
0.5 pgiane, 8 cm length gdl, T TEE, aNom 1 1

1XTBE,5Vem, 1 h

5% polyacrylamide

0.5 pgfane, 20 cm length gel,
0.5 pafane, 20 cm length gel, ¥ -l}.l'd.l"f;j'r.‘.:'('(- L'gr.rr- length g
1XTAE 8Vem,3 h

7. abra Az alkalmazand6 100 bp-os és a 100 bp Plus DNS molekulamarkerek

6. A puffertartalyra rahelyeztem a tetejét, és csatlakoztattam az elektromos
vezetékekkel a tapegység kimeneteihez, bekapcsoltam a tapegységet, ¢és
beallitottam 100 V-ra a fesziiltséget. Addig futtattam a gélt, amig a futasi frontot
jelzo festék a gél kb. két-harmadaig el nem ért.

7. A tapegység kikapcsolasa utan kivettem a gélt a talcaval egyiitt, majd kék fény

megvilagitas alatt ellendriztem a keletkezett fragmentumokat.
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PCR termék tisztitdsa oszloppal, vikuum rendszerrel

A PCR termékek oszlopos tisztitasat 8 db-os strip-es (NucleoSpin ® 8 PCR Clean-up
kit), illetve 96 db-os, plate-es (NucleoSpin ® 96 PCR Clean-up kit) kiszerelésben

végeztem. A mintak mellett egy pozitiv mintat (ATCC 29213) is megtisztitottam.

A vakuum rendszer 0sszeszerelése, az oldatok elokészitése:
e NT3 Wash Buffer elékészitése: a 100 ml térzsoldathoz hozzamértem 400 ml
96% etanolt.

NucleoSpin 8-as vagy 96-0s PCR Clean-up:

e A NucleoSpin 8-as, strip-es kiszerelésben a mintaszamnak megfelelé szamu
tisztito strip-et (8 db minta/1 db strip) behelyeztem a fém strip keretbe. Az
tires helyekre ,,vak” strip-eket (dummy strips) tettem, hogy a vakuum
kialakithato legyen.

e A NucleoSpin 96-0s plate-es kiszerelésben a tisztitd plate-et (96 db minta/1
db plate) behelyeztem a fém strip keretbe.

e A fém strip keretet a behelyezett oszlopokkal ratettem a miianyag tetére.

e A vakuumrendszer alapjaba behelyeztem a tavtartot és a hulladék gyijtét,

majd rahelyeztem a plate elvezetdt, végiil a milanyag tetot.

A tisztitds menete:

1. A PCR termékek mennyiségét NE puffer hozzaadasaval egészitettem Ki
100 pl-re.

2. A tisztitd oszlopokra mértem ra egyenként 200 ul NT puffert, majd a PCR
mintakat a tisztitO oszlopokra mértem ¢és Osszekevertem az elézbleg
oszlopokra mért NT pufferrel.

3. A vakuum csapot kinyitottam, ezzel vakuumrendszerben vakuum alakult ki, a
minta ataramlott az oszlopon és rakotott a szilika membranra. 1 perc utdn
elzartam a vakuum csapot.

4. Atmostam a szilika membranokat 900 pl NT3 pufferrel. A vikuum csapot
kinyitottam 1 percre és ezt a folyamatot megismételtem.

5. A maradék NT3 puffer eltavolitasa el6tt Kivettem a vakuumrendszer alapbol a
hulladékgyiijtét, plate elvezetot és a tavtartot, majd az alapra vissza helyeztem

a milanyag tetot a tisztitd oszlopokkal.
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6. Kinyitottam teljesen a vakuum csapot és szaritottam az oszlopokat
15-20 percig.

7. Az eclualashoz behelyeztem az alapba a tavtartot, erre rahelyeztem az elualo
tombot, melybe belehelyeztem a tiszta platet vagy strip-eket. Visszatettem a
mianyag tetdt a tisztitd oszlopokkal.

8. 80-100 ul NE puffert mértem az oszlopokra, tigyelve arra, hogy az eluald
puffer a membran koézepére keriiljon. Az oszlopokat 5 percig
szobahémérsékleten inkubaltam, majd Kinyitottam teljesen a vakuum csapot. 5
perc mulva elzartam és az eluenseket tartalmazd plate-et vagy strip-eket
gondosan lezartam.

9. Az eluélt DNS oldatot -20 °C-on taroltam.

rrrrrr

3.1.7.1. spa tipizalas

A vizsgélat menete

A baktériumbol genomi DNS-t izolaltam, majd PCR segitségével felszaporitottam a
Staphylococcus aureus protein A génszakaszt (spa). A PCR eredményességét agaroz
gél-elektroforézissel ellendriztem, majd a sikeresen felszaporitott génszakaszok PCR
termékét oszlopos vakuum-rendszerrel tisztitottam (3.1.6.3. fejezetben leirtak alapjan).
Meghataroztam a megtisztitott PCR termékek nukleotid sorrendjét és a szekvencia
adatokat a BioNumerics szoftver segitségével értékeltem. A  Nemzeti
Elelmiszertudomanyi Intézet (National Food Institute — NFI) 2012-ben kiadott

protokollja alapjan végeztem az eljarast.

PCR reakcidk a Staphylococcus aureus protein A (spa) génszakaszra

A mérés soran alkalmazott PCR késziilékek:

e ABI GeneAmp PCR System 2600, Biosystems Veriti™ tipust késziilék.
Az izolalt DNS mintara spa PCR reakciot mértem Ossze, és minden esetben hasznaltam
egy templat DNS-t nem tartalmazo negativ kontroll mintat (NTC), és egy pozitiv
kontroll mintat is (DSM 20231 és /vagy ATCC 43300) Staphylococcus aureus torzsbol
izolalt DNS templatot. Az adott primerparral kapott spa génszakasz mérete az

ismétlések hosszatol és az ismétlések szamatol fiigg, 200-600 bp-nyi tartomanyba esik.
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A Staphylococcus aureus protein A génszakasz felszaporitasahoz a 11. tablazatban

lathato primerpart hasznaltam.

11. 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 PCR reakciokat 25 ul végtérfogatban mértem Ossze a 12. tablazat alapjan ¢és a
13. tablazatban megjelolt PCR héprofillal.

12. tablazat: A Staphylococcus aureus protein A génszakasz felszaporitasahoz hasznalt
PCR-0sszetétel

Bemért anyag mennyiség/reakcid
Sigma Jumpstart REDTag_ReadyMix 12,5 ul
spa-1113F primer (10uM) 1,5 ul
spa-1514R primer (10uM) 1,5 ul
Viz (mol. biol. grade) 7,5 ul
DNS templat (10x) 2 ul

13. tablazat: A Staphylococcus aureus protein A génszakasz felszaporitasahoz

alkalmazott hdprofil
Folyamat Hoéfok és id6
Denaturacio 94 °C-on 3 perc

_ 94 °C-on 30 sec)
Ciklus 60 °C-on 30 sec ¢ 30 ciklus
72 °C-on 1 perc)

Extenzid 72 °C-on 10 perc

Tarolas 4 °C-on
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Nukleotid sorrend meghatarozas

A nukleotid sorrend meghatarozasat mindkét iranybol, azaz a forward és a reverz
primerrel kiilon-kiilon is elvégeztem. A szekvenalds soran a jelold6 PCR-hez
ugyanazokat a primereket hasznaltam, mint amelyeket korabban a Staphylococcus

aureus spa PCR amplifikalashoz is hasznaltam (11. tablazat).

A szekvencia eredménvyek értékelése és az spa tipusok azonositasa BioNumerics 7.6

szoftver segitségével

Az ABI 3130xL Genetikai analizatorral kiértékelt nyers kromatogram file-okat
importaltam BioNumerics 7.6 szoftverbe. Az importalasnal meghataroztam az
importalasi templatokat, amelyben rogzithetd, hogy a szekvencia file nevébdl milyen
informaciot rogzitsen a szoftver a f6 menii adatbazisaban. Alapesetben a ,,spa-typing”
importalasi templatot valasztottam ki, ami a szekvencia file nevébél a minta
azonositojat definidlta. A szoftver elvégezte a szekvencia végek levagasat és egyes
mintdkhoz tartozé forward €s reverz iranyu szekvencidk dsszeillesztését. Elvégeztem a
szekvencia illesztések ellenérzését, mely soran minden minta/szekvencia tipushoz
tartozik egy, az adott 9sszerakott szekvencia illesztésének mindségét jelz6 megjegyzés.

Az Osszeillesztett szekvenciakban a program ismert ismétlodo (repeat) szakaszokat
keres. Az ismétlédések alapjan beazonosithatd spa tipusok az adatbazis ,,SpaType”
oszlopaban jelentek meg, illetve a nem beazonosithato tipusokat is jelzi a szoftver:

e Amennyiben teljesen azonosithaté volt az adott ismétlédés a szekvenciaban,
akkor az oszlopban az spa tipus szama szerepelt (pl. t001).

e Amennyiben nem volt teljes az ismétlodések sorozata, akkor az oszlopban ”???”
szerepelt.

e Amennyiben eddig még nem azonositott ismétlédés kombinacidt azonositott,
akkor az oszlopban ”Unknown” felirat szerepelt.

e Amennyiben semmilyen ismétlédés (repeat) nem taldlhatdé a szekvencidban,
akkor az oszlopban "NA” szerepel.

A szoftver lehetové tette, hogy a kapott spa tipusok alapjan a mintak kozott
Osszehasonlitast vegezzek. Hasonlosagi dendrogramot és hasonldsagi matrixot tudtam
eldallitani a torzsek spa szekvencia kiilonbozdségének abrazolasira. Az adatmatrix
teljesen vagy részben exportalhatd, illetve a szekvencidk, az ismétlddések és

hasonlosagi matrixok is letlthet6ek a BioNumerics szoftverbdl.
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3.1.7.2. MLST vizsgalat

A vizsgalat menete

A baktériumbol genomi DNS-t izolaltam, majd felszaporitottam a 7 db Staphylococcus
aureus fajra specifikus génszakaszt PCR segitségével. A PCR eredményességét agardz
gél-elektroforézissel ellendriztem ¢és a sikeresen felszaporitott génszakaszok PCR
termékét oszlopos vakuum-rendszerrel tisztitottam (3.6.1.3. fejezetben leirtak alapjan).
A megtisztitott PCR termékek nukleotid sorrendjét meghataroztam és a szekvencia
adatok értékelése a BioNumerics szoftver segitségével tortént. Az eljaras THOMAS és

mtsai, (2007) tanulmanya alapjan keriilt kidolgozasra.

PCR reakciok a Staphylococcus aureus fajra specifikus génszakaszokra
A méréshez hasznalt PCR késziilékek:
e ABI GeneAmp PCR System 2600, Biosystems Veriti™ tipust késziilék.

A Staphylococcus aureus torzsek MLST vizsgalatira a PubMLST honlapon

(https://pubmlst.org/saureus/) elérheté adatbazisban szereplé adatokat hasznaltam. A

Staphylococcus aureus torzsekre kifejlesztett 7 db haztartasi gént és a gének

felszaporitasdhoz hasznalt primerek szekvencidit a 14. tdblazat tartalmazza.

14. tablazat: A Staphylococcus aureus fajra kidolgozott MLST mddszerben
alkalmazott gének és a felszaporitasukhoz hasznalt primerek adatai

(https://pubmlst.org/saureus/)

Vizsgalt gén és roviditése Primer név Primer nukleotid sorrend (5°-3°)
Karbamat kinaz (arcC) arcup_1 TTG ATT CAC CAG CGC GTATTIGTC
arcdn_2 AGG TAT CTG CTT CAATCA GCG
Sikiminsav dehidrogendz aroup_3 ATC GGA AAT CCT ATTTCACATTC
(aroE) arodn_ 4  GGTGTTGTATTAATAACG ATATC
Glicerol kindz (glpF) glpup.5  CTAGGAACT GCAATC TTAATCC
glpdn 6  TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC
Guanilat kindz (gmk) gmkup_7 ATCGTTTTATCG GGACCATC
gmk dn_8 TCATTAACT ACAACGTAATCGTA
Fosztfat acetiltranszferdz ptaup_9 GTT AAAATC GTATTACCT GAA GG
(pta) ptadn 10  GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA
Tribzfoszfat izomerdz (1pi) tpiup 11 TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA
tpi dn_12 TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC
Acetil-koenzim-A yqiup_13 CAG CAT ACAGGACACCTATTGGC
acetiltranszferaz (yqiL) ygidn_14 CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC
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Minden izolalt DNS minta esetében a 7 génre 7 db kiilon PCR reakcidt mértem ossze
(15. tablazat és 16. tablazat) és minden gén esetében elvégzeztem a vizsgélatot egy
negativ kontroll mintan, amely nem tartalmazott DNS templatot (NTC), és egy pozitiv
kontroll (DSM 20231 és /vagy ATCC 43300 Staphylococcus aureus torzsbél izolalt
DNS templat) mintan is.

15. tablazat: A Staphylococcus aureus fajra specifikus 7 db gén felszaporitasahoz

hasznalt PCR-0sszetétel

Bemért anyag mennyiség/reakcio
Sigma Jumpstart REDTag_ReadyMix 12,5 ul
Forward primer (10puM) 1,5 ul
Reverz primer (10uM) 1,5 ul
Viz (ultratisztasagu) 7,5 ul
DNS templat (10x) 2wl

16. tablazat: A Staphylococcus aureus fajra specifikus 7 db gén felszaporitasahoz

alkalmazott hdprofil
Folyamat Hoéfok és id6
Denaturacio 95 °C-on 3 perc

_ 95 °C-on 30 sec|
Ciklus 50 °C-on 1 perc f 30 ciklus
72 °C-on 1 perc)

Extenzid 72 °C-on 10 perc

Téarolas 4 °C-on

Agardz gél-elektroforézissel gyézddtem meg arrdl, hogy minden DNS minta és
minden gén esetében egy specifikus terméket kaptam a vart termék hosszisagnak

megfelelden.

Nukleotid sorrend meghatarozas

A nukleotid sorrend meghatarozasat mindkét iranybol, azaz a forward és a reverz
primerekkel, a PCR protokollnal leirt primerszettekkel kiilon-kiilon is elvégeztem, igy

minden Staphylococcus aureus torzs esetén 14 db szekvenald reakciot mértem Ossze. A
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szekvenalas soran a jelolé PCR-hez ugyanazokat a primereket hasznaltam, mint
amelyeket korabban a 12. tablazataban a Staphylococcus aureus-specifikus PCR
amplifikalashoz is hasznaltam.

A szekvencia eredmények értékelése és az MLST szekvencia tipusok meghatirozdsa

BioNumerics 7.6 szoftver segitségével

A ABI3130xL Genetikai analizatorral kiértékelt nyers kromatogram file-okat
importaltam a BioNumerics 7.6 szoftverbe. A szoftver jelezte, hogy talalt-e szekvencia
illesztési problémakat a forward és reverz iranyok illesztésekor. A helyesen illesztett
génszekvenciakban a szoftver azonositotta a PubMLST adatbazisban meghatarozott gén
szakaszhatarokat és az adott mintdhoz hozzarendelte a szekvencia tipust és allél
verziészamokat. A kapott szekvencia tipust és allél szamokat tablazat formajaban
exportaltam a BioNumerics szoftverbdl. Az elemzéssel 1étrehozott MLST kompozit
adatmatrix alapjan a kiilonb6z6 mintakat egymassal Ossze tudtam hasonlitani.
Hasonlosagi dendrogramot és hasonlosagi matrixot tudtam eléallitani a kiilonb6zd
torzsek ¢€s génjeik nukleotid sorrend kiilonbozoségének abrazoldsara. A kompozit
adatmatrix, teljesen vagy részben exportalhato, illetve az adatmatrix és a dendrogram is

letolthetd a BioNumerics 7.6 szoftverbdl.

3.1.8. Enterotoxinokat kédolo gének vizsgalata

A vizsgilat menete

A torzsekbdl a genomialis DNS-t PrepMan Ultra lysis pufferrel (Thermo Scientific,
Biocenter Ltd., Szeged, Magyarorszag) nyertem Ki. A feliilaszot TE-pufferrel 6tszorosre
higitottam ¢és ezt hasznaltam a PCR amplifikaciohoz. Az SE gének detektaldsara
multiplex PCR protokollokat hajtottam végre az Eurdopai Unié Koagulaz-Pozitiv
Staphylococcusok Referencialaboratoriumanak (EU-RL CPS) primerkészleteivel (15.,
16. és 17. tablazat). A seh és a ser géneket detektalo primereket harmadik, kiilonallo
reakcioként futtattam, hogy elkeriiljem a hasonlé méretli PCR termékek atfedését a
gélelektroforézis soran. A S. aureus DSMZ 18586 (SEB), DSMZ 18587 (SEC, SEG,
SEH, SEI), DSMZ 18588 (SED, SEG, SEJ, SEJ, SER), DSMZ 18589 (SEE) és pozitiv
kontrollként ATCC 29213-at (SEA) referencia torzseket hasznaltam. Az amplikonokat
agardz gélelektroforézissel valasztottam el, €s becsiilt méretiik alapjan azonositottam az

egyes gének jelenlétét vagy hianyat.
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DNS izolalas
1. A baktérium szuszpenziobol 1 ml-t egy steril 1,5 mL-es csébe pipettaztam, majd
centrifugaltam(13400 rpm, 3 perc).
Eltavolitottam a feliilaszot.
100 pul PrepMan Ultra lysis reagenst adtam a lecentrifugalt mintakhoz.
Homogenizaltam a mintat vortex-el 10-30 masodpercig.
Ezutan hoékezelést végztem 100 °C-on 10 percig.
Vortex segitségével ujra homogenizaltam az elegyeket.
3 percig 13400 rpm centrifugaltam a mintakat.

© N o g M w DN

A feliiluszobol 10 ul DNS extraktumot pipettaztam egy steril 1,5 mL-es csébe,

majd hozzaadtam 90 ul steril vizet.

PCR reakcidk az SE génszakaszokra

A méréshez sordn alkalmazott PCR késziilék:
e GeneAmp System 9700
Az SE génszakaszok felszaporitasahoz a 17-19. tablazatokban lathat6 primerparokat

hasznaltam.

17. tablazat: A sea, seb, see, sed, sec génszakaszok felszaporitasahoz hasznalt
PCR primerek

Koncentracio
Gén Primer Nunkleotid sorrend (5°-3") (umol 1"y Méret (bp)
sea GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 0-2 102
sea GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 0-2 102
seb GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 0-2 164
seb GSEBR-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG 0-2 164
see  SA-U TGTATGTATGGAGGTGTAAC 0-6 213
see SA-Erev  GCCAAAGCTGTCTGAG 0-6 213
sed GSEDR-1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 0-8 278
sed GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 0-8 278
sec GSECR-1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 0-2 451
sec GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG 0-2 451
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18. tablazat: A ser, seh génszakaszok felszaporitasahoz hasznalt PCR primerek

Koncentracid
Gén  Primer  Nunkleotid sorrend (5°-3) (umol 1) Méret (bp)
ser SERL  AGATGTGTTTGGAATACCCTAT 0-2 123
ser SER2  CTATCAGCTGTGGAGTGCAT 0-2 123
seh SEH-F  CAACTGCTGATTTAGCTCAG 0-4 173
seh  SEH-R CCCAAACATTAGCACCA 0-4 173

PCR primerek

19. tablazat: A selj, seh, seg, sei, selp génszakaszok felszaporitasahoz hasznalt

Koncentracio
Gén  Primer Nunkleotid sorrend (5°-3) (umol 1) Mcéret (bp)
sei SEJ-F  GTTCTGGTGGTAAACCA 1-0 131
seli SEJR  GCGGAACAACAGTTCTGA 1-0 131
seh  SEH-F  CAACTGCTGATTTAGCTCAG 0-4 173
ssh  SEH-R  CCCAAACATTAGCACCA 0-4 173
seg SEG-F  GTTAGAGGAGGTTTTATG 0-6 198
seg SEG-R  TTCCTTCAACAGGTGGAGA 0-6 198
sei SEI-F GGCCACTTTATCAGGACA 0-8 328
sei  SEI-R  AACTTACAGGCAGTCCA 0-8 328
selp  SEP-F TCAAAAGACACCGCCAA 0-8 396
selp  SEP-R  ATTGTCCTTGAGCACCA 0-8 396

A PCR reakciokat 25 ul végtérfogatban mértem 6ssze az 20. tablazat alapjan.

20. tablazat: Az SE gének felszaporitasahoz hasznalt PCR-0sszetétel

Bemért anyag mennyiség/reakcid
FastStart Taqg DNA Polymerase 1U
FastStart Buffer 1U
2
MgCl 2-5 mmol I
dezoxinukleotid trifoszfat (ANTp) 0-2 mmol I
Primer 17.,18., 19. tablazat.
DNS templat (5x)

2ul

Viz (ultratisztasagn)

25 pl -re kiegészitve
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3.2. Eredmények

3.2.1. Modszer optimalizalasa a MALDI-TOF MS vizsgalatokhoz

3.2.1.1. Minta-elokészitési modszerek kidolgozasa

A minta-el6készitési eljarasok 6sszehasonlitasa és kivalasztasa soran a legfontosabb
tényez0, amit figyelembe vettem, a spektrumokat alkoté csucsok szama, a teljes
spektrum intenzitdsa és a detektalt legkisebb és legnagyobb m/z értékii csucs. Az
elokisérletekben 3 minta-el6készitési eljarast alkalmaztam, a direkt mintafelvitelt, a
direkt mintafelvitelt hangyasavval és az etanolos extrakciot. A minta-el6készitési
moddszerek Osszehasonlitdsa sordn a torzseket Columbia véres agaron tenyésztettem 24
oran keresztiill és o-HCCA matrixot alkalmaztam melyet eléz6 tanulméanyok
eredményeire alapoztam (JOSTEN és mtsai, 2013). Az eljaras kivalasztasa soran
tovabba figyelembe vettem a minta-elékészités eszkéz és anyagigényét, valamint az
id6t, mint a rutin diagnosztika egyik legfontosabb tényezdjét. A tomegspektrumok
elemzése az eldkisérletekben (21., 22., 23. tablazat) ramutatott arra, hogy sziikség van
egy olyan minta-el6készitési eljaras kidolgozasara, mely soran hasonld felbontast és
intenzitasu spektrumokat tudok felvenni, mint az etanolos extrakcioval, azonban sokkal
rovidebb 1d0 alatt és kevesebb 1épésben.

A modositott hangyasavas szuszpendalas soran egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe 20 pl
70%-0s hangyasavat pipettaztam. A vizsgalando tenyészetbol egy steril kaccsal vettem
néhany milligramm bioldgiai mintat, melyet elszuszpendaltam 20 pl 70%-0s
hangyasavban 45 masodpercen keresztiil. A szuszpenzidhoz hozzaadtam 20 pl
acetonitrilt és jol megkevertem. Ezt kovetéen az el6készitett mintatartd lemez egyik
mintafelvitelt alkalmaztam. A beszaradt mintara 1 pl matrix oldatot cseppentettem fel és
laminaris bokszban hagytam beszaradni.

A szuszpendaldsi 1d6 meghatarozdsahoz kiilon kisérleteket végeztem, a kiindulasi
pontot a DT-FA eljarasban a hangyasav laminaris boksz alatti beszaradasi idejének
masodpercre redukaltam és 6sszehasonlitottam a felvett spektrumokat, a 8. abran az
ATCC 29213 S. aureus torzs tomegspektruma lathato. A vizsgéalatot minden referencia

torzs esetében elvégeztem, a spektrumok atlag intenzitasa mind a két esetben 10* a.u.
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(tetszOleges egység) volt, azonban a 45 madasodperces szuszpendaldsi id6 utan a
spektrumokat alkoto csucsok szamanak atlaga meghaladta a 100-at, mig ez az érték 1
perces szuszpendalast kovetden csak 84 volt. A fragment ionok tomegszam tartomanya
is nagyobb volt a 45 masodperces szuszpendalast kovetden, a legkisebb detektalhatod
cstics minden esetben 1901 m/z értéknél, a legnagyobb pedig 19084 m/z értéknél jelent

meg.
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8. abra A modositott hangyasavas szuszpendalas (M-FA) soran alkalmazott

szuszpendalasi id6 hatdsa az ATCC 29213 S. aureus torzs spektrumanak paramétereire

A vizsgalat soran a referencia S. aureus torzsek spektrumait jellemz6 paraméterek
atlagat €s szorasat hasonlitottam 0Ossze. A kiilonb6z0 minta-elokészitési eljarasok
hatdsara jelentds kiilonbség volt a tomegspektrumokat alkotod csucsok atlagat tekintve.
A 4 eljaras kozill a direkt mintafelvitel (DT) esetében detektaltam a legkevesebb
csucsot. Hangyasavas feltarassal (DT-FA) kiegészitve mar kedvezébb szamu (78) cstcs
jelent meg a spektrumban. Etanolos extrakcioval (EtOH) detektaltam a legtobb csucsot
(119), azonban a modositott hangyasavas szuszpendalas (M-FA) soran is 100 felett volt

a detektalhato cstucsok szama (21. tablazat).
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21. tablazat: A minta-elokészitési 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)
szérasa (db)
Spektrumok 1x10* 1x10* 1x10° 1x10*
intenzitasa (a.u.)
Tomegszam 1901- 1901-15051  2090-15051 1901-19084
tartomany (m/z) 15051

A spektrumok intenzitdsa hasonloképpen alakult a kiillonb6zé minta-elokészitési
eljarasok soran. A DT, DT-FA, M-FA esetében a spektrumok intenzitasa 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 detektalhatod csucs 1901 m/z értékii volt, mig a legnagyobb 19084

m/z. 15000 m/z érték felett csak ezzel a minta-elokészitéssel detektaltam csucsokat.

22. tablazat: A minta-el6készitési eljarasok dsszehasonlitasa az azonositasi log score

értékek atlaga €s szordsa alapjan

- Azonositasi log score értékek atlaga és szorasa
Referencia torzs

(n=9) DT DT-FA EtOH M-FA
2,165 2,198 2,354 2,381
ATCC 29213 (0,067) (0,058) (0,032) (0,041)
2,168 2,183 2,323 2,389
ATCC 6538 (0,042) (0,076) (0,046) (0,031)
2,149 2,184 2,304 2,369
ATCC 14458 (0,056) (0,058) (0,041) (0,043)
2,129 2,151 2,347 2,422
ATCC 19095 (0,057) (0,088) (0,068) (0,038)
2,102 2,186 2,334 2,399
ATCC 27664 (0,088) (0,077) (0,054) (0,053)
2,043 2,176 2,375 2,366
ATCC 33591 (0,048) (0,086) (0,029) (0,036)
2,113 2,259 2,388 2,379
ATCC 43300 (0,082) (0,048) (0,047) (0,035)
2,215 2,251 2,297 2,380
DSM 28299 (0,057) (0,044) (0,042) (0,033)
2,181 2,245 2,332 2,377
DSM 28300 (0,092) (0,051) (0,024) (0,047)

azonositasi log
score értékének
atlaga 2,141 2,203 2,340 2,384
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A minta-el6készitési modszerek Osszehasonlitasa soran, végiill mind a 4 eljarassal
elvégeztem a referencia S. aureus torzsesk MALDI Biotyper azonositasat. Az
Osszehasonlitas alapjat az azonositasi log score értékek adtdk. Minden torzs esetében 6
parhuzamos mérést végeztem ¢és az atlag log score értékeket hasonlitottam Ossze,
valamint feltiintettem a szoras mértékét is, mely a reprodukalhatosag szempontjabol
fontos tényezd (22. tablazat).

Az azonositasi log score érték minden alkalmazott minta-elokészitési eljaras esetében
nagyobb volt, mint 2,000, tehat nemzetség szinten, minden esetben azonositottnak
tekinthetd. 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-el6készitési 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 moddszer esetében

nem volt szignifikans kiilonbség (23. tablazat).

23. tablazat: A minta-el6készitések hatasa az azonositasi atlag log score értékekre

95% Konfidencia

Minta-
elékészitési Atlagos  Standard  Szignifi- intervallum
modszerek eltérés hiba kancia AlsO hatar  Fels6 hatar
DT DT-FA -063111" 017047 ,004 -,10930 -,01692
EtOH  -198778" 017047 ,000 -,24496 -,15259
M-FA  -244111° 017047 ,000 -,29030 -,19792
DT-FA DT 063111°  ,017047 ,004 ,01692 ,10930
EtOH  -135667  ,017047 ,000 -,18185 -,08948
M-FA  -181000° ,017047 ,000 -,22719 -,13481
EtOH DT ,198778"  ,017047 ,000 15259 24496
DT-FA 135667 017047 ,000 ,08948 ,18185
M-FA  -045333 017047 056 -,09152 ,00085
M-FA DT 2441117 017047 ,000 19792 29030
DT-FA ,181000° ,017047 ,000 13481 22719
EtOH 045333 017047 ,056 -,00085 ,09152

* Szignifikancia szint: p < 0,05

A kiilonb6zé modszerekkel kapott atlag log score értékek szordsa egyik modszer

esetében sem érte el a 0,1 értéket. A legmagasabb szords érték 0,092 volt a DT eljaras
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soran, mig a legalacsonyabb 0,024 volt, az EtOH eljarassal azonositott DSM 28300
torzs esetében.

Az azonositasi log score értékek eredményei alapjan, az M-FA moddszerrel felvett
spektrumok, és az EtOH extrakcioval felvett spektrumok kozott nem volt szignifikans
kiilonbség. Az M-FA minta-elokészitési modszer egy gyorsabb eljaras, mely az EtOH
modszerhez hasonldan lehetvé teszi a fajok, alfajok biztonsagos elkiilonitését, valamint
a spektrum intenzitdsa €s a csucsok szama alapjan a részletes elemzést. Tovabba az M-
FA moédszer eszkdz és vegyszer igénye kisebb, mint az EtOH mddszernek, ezéltal
konnyebben beilleszthetd a rutin laboratériumi diagnosztikdba. A tovabbi vizsgalatok

soran az M-FA moédszert alkalmaztam (24. tablazat).

24. tablazat: Az EtOH és az M-FA eljarashoz sziikséges 1d0, eszkdzok és vegyszerek

Osszehasonlitasa

Minta-elokészitési modszer

Eljarashoz sziikséges: EtOH M-FA
Eszk6z6k streil oltokacs, pipetta streil oltokacs, pipetta
centrifuga cs0, vortex, centrifuga cs6
centrifuga
Vegyszerek/minta 300 pl ioncserélt viz, 900 ul 20 pl hangyasav, 20 ul
abszolut etanol, 20 pl acetonitril, 1 ul matrix
hangyasav, 20 ul acetonitril, oldat
1 pl matrix oldat
Id6/minta szuszpendalas: 30 mp szuszpendalas: 45 mp

vortex: 3 perc
oldoszer elparolgas: 3-5 perc
szuszpendalas: 2 perc
centrifuga: 3 perc

3.2.1.2. Matrix oldatok 0sszehasonlitasa

A minta-elokészitési modszer kivalasztasat kovetden, a matrix oldatok spektrumokra
gyakorolt hatasat elemeztem. A tenyésztési koriilmények megegyeztek az e16z96, 3.2.1.1.
alfejezetben leirtakkal. Az a-HCCA matrix oldat mellé tovabbi 2 matrix oldatot vontam
be a vizsgalatokba, az SA-t ¢s a DHB-t. A spektrumok 6sszehasonlitasdnak alapjat,
jelen esetben is a spektrumokat alkotd csticsok szama, a teljes spektrum intenzitasa és a
detektalt legkisebb és legnagyobb m/z értékii csticsok adtdk. A vizsgalatot minden

referencia S. aureus torzs esetében elvégeztem, a 25. tablazatban a vizsgalt paraméterek
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atlag értékeit mutatom be. A detektalhatd csucsok atlaga kozott szignifikans kiilonbség

volt megfigyelheto a kiilonb6z6 matrix oldatok alkalmazésa soran (26. tablazat).

25. tablazat: A matrix oldatok hatdsa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Alkalmazott matrix oldatok

SA DHB o-HCCA
Detektalhato csucsok 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

26. tablazat: A matrix oldatok hatasa a detektalhatd csticsok szamara

Alkalmazott Szignifi- 95% Konfidencia intervallum
matrix oldatok  Atlagos eltérés  Standard hiba kancia Also hatar ~ Fels hatar
SA DHB 11,667* 1,019 ,000 9,12 14,21
N 1,019 000 8,10 3,01
DHB SA -11,667* 1,019 ,000 -14,21 -9,12
QCC 17,222 1,019 000 19,77 14,68
HCCA SA 5,556 1,019 ,000 3,01 8,10
DHB 17,222" 1,019 ,000 14,68 19,77

*Szignifikancia szint: p < 0,05

Az SA matrix a nagyobb tomegii fehérjék detektalasat teszi lehetové, azonban az
eredmények alapjan ezzel a matrix oldattal tudtam a legkisebb tomegszam
tartomanyban csucsokat detektalni. Ebben az esetben a legnagyobb, detektalhat6 fehérje
a 9627 m/z értékii csucs volt. A DHB matrix lehetdvé tette a csucsok detektalasat 1901 -
15051 m/z tartomanyban, de a megjelent cstcsok szamanak atlaga 100 alatt volt. A
spektrumok intenzitasat tekintve, a DHB ¢és o-HCCA matrix oldat megfelelt az
elvarasoknak, azonban az SA matrix alkalmazdsaval a spektrumok atlag intenzitdsa
minddssze 3000 volt.

A 9. dbra a 3 matrix oldattal detektalt ATCC 29213 S. aureus torzs spektrumait
szemlélteti. A spektrumok felbontasa €s intenzitasa valamint a detektalhat6é tomegszam

tartomany alapjan az a-HCCA matrix oldatot alkalmaztam a kés6bbi vizsgalatok soran.
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9. abra Az SA, DHB ¢és a-HCCA matrix ATCC 29213 S. aureus torzs spektrumaira
gyakorolt hatasa

3.2.1.3. Téptalajok és a tenyésztési id6 0sszehasonlitdsa

A vizsgalatok soran elemeztem a kiilonb6z6 taptalajon tenyésztett referencia torzsek
spektrumait. A 4 kiilonboz6 taptalaj spektrumokra gyakorolt hatasait ebben az esetben
is a spektrumok felbontasa és intenzitasa, valamint a detektalhatd tomegszam tartomany
alapjan elemeztem. A vizsgalatot minden referencia S. aureus torzs esetében
elvégeztem, a 27. tablazatban a vizsgalt paraméterek atlag értékeit mutatom be. A
Baird-Parker (BP) szelektiv taptalajon tenyésztett torzsek spektrumaiban a detektalhato
csucsok szdmanak atlaga 62 volt, mely jelentdsen kevesebb volt a masik 3 esethez
viszonyitva. A Mueller-Hinton (MH) és a Csokoladé agar (CS) esetében a detektalhato
csucsok szama mar kedvezobben alakult, azonban az intenzitds mértéke kisebb volt
mind a két esetben, a Columbia véres agaron (C) tenyésztett torzsek spektrumaihoz
viszonyitva. A CS és C agaron val6 tenyésztés soran, a detektalhatod csucsok szamanak
atlaga kozott nem volt szignifikans kiilonbség (28. tablazat). A legkedvezobb vizsgalati

paramétercket a Columbia véres agar esetében kaptam.
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27. tablazat: Az alkalmazott taptalajok hatdsa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Alkalmazott taptalajok

BP MH CS C
Detektalhato csucsok
szamanak atlaga, 62 98 102 104
szorasa (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)

28. tablazat: A kiilonboz0 taptalajok hatasa a detektalt csticsok szdmara

95% Konfidencia intervallum

Alkalmazott ’ Szignifi-

taptalajok Atlagos eltérés Standard hiba kancia Alsé hatar Fels6 hatar

BP MH -35,667" 1,180 ,000 -38,86 -32,47
CS -39,556" 1,180 ,000 -42,75 -36,36
C -41,556" 1,180 ,000 -44,75 -38,36

MH BP 35,667 1,180 ,000 32,47 38,86
CS -3,889" 1,180 ,012 -7,09 -,69
C -5,889" 1,180 ,000 -9,09 -2,69

CS BP 39,556~ 1,180 ,000 36,36 42,75
MH 3,889" 1,180 ,012 ,69 7,09
C -2,000 1,180 ,343 -5,20 1,20

C BP 41,556" 1,180 ,000 38,36 44,75
MH 5,889 1,180 ,000 2,69 9,09
CS 2,000 1,180 ,343 -1,20 5,20

“Szignifikancia szint: p < 0,05

A taptalaj kivalasztasat kovetden, a tenyésztési id6 spektrumokra gyakorolt hatésait
vizsgaltam. Columbia véres agaron 24, 48 és 72 oraig inkubaltam 37 °C-on a torzseket,
majd M-FA minta-elokészitéssel és o-HCCA matrix oldattal felvettem az
Osszehasonlitani kivant spektrumokat. A 24 h és a 48 h tenyésztési id6t kovetden a
detektalhato cstucsok szdma kozott nem volt szignifikdns kiilonbség (30. tablazat). A
spektrumok intenzitasa és a tomegszam tartomany mind a 3 esetben azonos volt (29.

tablazat).
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29. tablazat: A tenyésztési id6 hatdsa a spektrumok paramétereire

Vizsgalt paraméter Tenyésztési ido

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

30. tablazat: A tenyésztési id6 hatasa a detektalhatd csticsok szamara

Tenyésztési Szignifi- 95% Konfidencia intervallum
id6 Atlagos eltérés  Standard hiba kancia Also hatar Fels6 hatar
24 h 48 h 1,111 1,033 ,538 -1,47 3,69
72h 27,444" 1,033 ,000 24,86 30,03
48 h 24 h -1,111 1,033 ,538 -3,69 1,47
72h 26,333" 1,033 ,000 23,75 28,91
72h  24h -27,444" 1,033 ,000 -30,03 -24,86
48 h -26,333" 1,033 ,000 -28,91 -23,75

“Szignifikancia szint: p < 0,05.

A 72 h tenyésztési id6t kovetden lecsokkent a detektalhatd csucsok szama, ami
legfoképp a 1900-4306 m/z, valamint a 9627-19084 m/z tomegszam tartomany kozott
volt jellemzd. A 24 h és 48 h tenyésztési 1dot kovetden az 1900-4306 m/z tartomanyban
a detektalhatd csucsok szamanak atlaga 21 volt, ugyanez az érték 72 h tenyésztési 1do
utan 14-re csokkent. A vizsgalt paraméterek alapjan a tovabbi mérések esetében a 24 h

tenyésztési idot alkalmaztam.

3.2.2. A spektrumok kalibradlasahoz sziikséges csucsok meghatdarozasa

A kalibralashoz sziikséges referencia csucsok meghatarozasat a referencia torzsek
spektrumainak vizualis elemzésével kezdtem el (10. abra). Az egymasra illesztett
spektrumokban olyan csucsokat kerestem, melyek minden térzs esetében detektalhatok
voltak, majd ezt kdvetden a meghatarozott csicsok m/z értékeibdl atlagot szamitottam.
Létrehoztam egy 0j kalibralasi modszerfajlt, amibe a meghatarozott referencia csucsok

crer

m/z értékeit vittem be, majd egyesével elvégeztem a torzsek kalibraciojat.
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10. abra A referencia csucsok meghatarozasa soran, az egymasra illesztett spektrumok

A kalibralashoz 7 referencia csticsot hataroztam meg, amely minden referencia
torzsben jelen volt, beleértve a S. argenteus és S. schweitzeri torzseket is. A szoftver az
azonositott tomeg/toltés értékeket is megjeleniti, valamint a hiba mértékét a referencia
csucshoz viszonyitva. Az azonositott tomeg/toltés értékek €s a hiba mértékének atlagat
a 31. tablazat szemlélteti. A kalibralas soran a legnagyobb Da eltérést (hibat) a 6613,5
referencia cstcs azonositasanal tapasztaltam, azonban minden esetben kisebb volt a hiba

meértéke, mint 1.

31. tablazat: A kalibralashoz alkalmazott csucsok

Cstcs Referencia ~ Azonositott Hiba Tesztelt referencia torzsek
azonositd  tomeg/toltés  tomeg/toltés mértéke

(Da)
SA-1 3891,1 3890,8 0,3
SA-4 4818,1 4817,6 0,5 ATCC 29213, ATCC 6538,
SA-8 6613,5 6612,9 0,6 ATCC 14458, ATCC 19095,
SA-10 6889,6 6889,3 0,3 ATCC 27664, ATCC-33591,
SA-15 8091,0 8091,1 0,1 ATCC 43300, DSM 28299, DSM
SA-19 8891,0 8891,1 0,1 28300
SA-20 9627,0 9627,5 -0,5

A meghatarozott referencia tomeg/toltés értékek ellendrzését is lehetdévé teszi a
szoftver és amennyiben a modszerfajl tartalmaz olyan csticsokat, amelyek nincsenek

jelen az adott izolatumban, annak ellenére elfogadhat6 a kalibracié. A 11. abran egy
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¢lelmiszerbdl izolalt S. aureus torzs spektrumanak kalibraldsa figyelheté meg
FlexAnalysis 3.4 szoftverben. A torzsek kalibralasa lehet6vé tette a pontosabb
tomeg/toltés  értékek meghatarozasat, amely nélkiilozhetetlen a spektrumok

O0sszehasonlitasa és elemzése soran.
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11. abra Elelmiszerbél izolalt S. aureus torzs spektrumanak kalibralasa

3.2.3. Izolatumok azonositasa MALDI Biotyper szoftverrel

Az MSZ EN ISO 6888-1:2008 szabvany ¢és latex agglutinacios teszttel
meghatarozott, élelmiszerekbdl és haszonallatokbdl izolalt S. aureus torzsek faj és alfaj
szintli azonositasit MALDI Biotyper szoftver segitségével is elvégeztem. A torzseket
Columbia véres agaron inkubaltam 24 h keresztiil, majd M-FA minta-elokészitési
modszert és a-HCCA matrixot alkalamzva vettem fel az izolatumok tdmegspektrumait.
A 47 élelmiszerbdl izolalt torzs vizsgalata soran minden izolatumot 2,300 log score
érték felett azonositottam, tehat minden esetben biztonsadgosnak tekinthetd a faj és alfaj
meghatarozasa (32. tablazat). Az izolatumok 56%-at 2,400 log score érték folott

azonositottam.
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32. tablazat: Az ¢lelmiszerekbdl izolalt torzsek azonositasi eredményei

Elelmiszer Azonositd Elelmiszer score  Azonositas
kategoria megnevezeése érték  eredménye™

SA-1 Trappista sajt 2,458 1

Tejtermék SA-10 Trappista sajt 2,440 1

SA-18 Tejes desszert 2,513 1

SA-2 Szaraztészta 2,476 1

SA-49 Szaraztészta 2,308 1

SyAraziészia SA-7 Szaraztészta 2,304 1

SA-21 Szaraztészta 2,486 1

SA-22 Szaraztészta 2,448 1

SA-11 Szaraztészta 2,429 1

SA-12 Csirkecomb 2,465 1

SA-13 Csirkecomb 2,345 2

SA-16 Pacolt csirke 2,332 2

Baromfi SA-44 Egész kacsa 2,401 1

SA-17 Libamjj 2,447 1

SA-20 Kacsatal 2,432 1

SA-28 Kacsa comb 2,353 3

SA-29 Kacsa tepert6 2,571 1

SA-4 Csaszar szalonna 2,319 3

SA-31 Bacon 2,546 1

SA-5 Kolbasz 2,477 1

SA-6 Karaj 2,366 1

SA-32 Karaj 2,466 1

SA-25 Kolbasz 2,429 1

SA-33 Karaj 2,329 1

Hus SA-24 Lapocka 2,343 1

SA-34 Karaj 2,350 1

Sertés SA-9 Lapocka 2,425 1

SA-35 Lapocka 2,500 1

SA-36 Lapocka 2,387 3

SA-37 Lapocka 2,429 1

SA-15 Tepertd 2,342 3

SA-38 Siitnivald kolbasz 2,474 1

SA-02 Lapocka 2,383 3

SA-01 Kolbasz 2,395 2

SA-39 Csiilok 2,562 1

SA-40 Csiilok 2,516 1

SA-41 Fej 2,403 2

SA-47 Tarja 2,354 1

SA-3 Marhahts 2,333 1

Marha SA-8 Marhahts 2,484 3

SA-48 Belsoség 2,362 3

Vadhus SA-42 Nyulhus 2,371 1

SA-43 Hamburger hus 2,382 3

Készételek SA-50 Grill csirke 2,305 2

SA-45 Csokoladé 2,339 1

Zoldségek SA-46 Friss salata mix 2,525 1

SA-27 Séargarépa pastétom 2,421 1

*1: S. aureus subsp. aureus DSM 799; 2: S. aureus subsp. aureus DSM 20231T; 3: S. aureus ATCC 33862 THL.
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Az azonositas soran a Biotyper szoftver a konyvtaraban talalhat6 referencia S. aureus
spektrumokhoz hasonlitja az azonositani kivant izoldtum spektrumat, mely alapjan a
torzsek 72%-a a S. aureus subsp. aureus DSM 799 tomegspektrumaval mutatta a
legnagyobb hasonlosagot. A csucsok jelenléte €s szimmetridja alapjan, az izolatumok
11%-a esetében a Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM 20231T referencia torzs,
mig a torzsek 17%-a esetében pedig a Staphylococcus aureus ATCC 33862 referencia
torzs volt a legkdzelebbi azonositasi talalat.

A vizsgalat soran 5 kiilonb6zd élelmiszercsoportbol azonositottam S. aureus
torzseket, melyek 70%-at hus és huskészitményekbdl, 13%-at szaraztésztakbol

izolaltam(12. abra).

B Hus és huskészitmények

W Szarasztészta

Tejtermékek

m Készételek

B Z5ldség és gylimdlcs
n=47

12. abra Az ¢élelmiszerekbdl izolalt S. aureus térzsek megoszlasa

¢élelmiszercsoportonként

A haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsek azonositasat is elvégeztem MALDI
Biotyper program segitségével. Minden izolatumot 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 hasonldsagot (33. tablazat).

A MALDI Biotyper szoftverrel torténd azonositas eredményei alapjan minden
¢lelmiszerbdl és haszonallatbol izolalt torzs S. aureus subsp. aureus fajnak bizonyult,
tehat az egyéb koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok és a S. aureus subsp. anaerobius
alfaj jelenléte kizarhato. Az alfajok kozotti elkiilonitést a tomegspektrumokban

megjelend specifikus csucsok teszik lehetove.
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33. tablazat: Haszonallatokbol izolalt torzsek azonositdsi eredményei

Azonosito Faj Logscore  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

PEREZ-SANCHO és mtsai, (2018) tanulmanya alapjan a S. aureus subsp.
anaerobius esetében a 3430 m/z és a 6861 m/z az alfajra specifikus csucs. Az
azonositast kovetden, FlexAnalysis 3.4 program segitségével manualisan is elemeztem
az izolatumok tomegspektrumait, amely soran kizérhattam a két specifikus cslcs

jelenlétét (13. abra).

3430 m/z

Froen =]

a
3
3

igin

acqd
o w'ill -

13. abra A S. aureus subsp. anaerobius alfajra jellemz6 specifikus cstucsok hidnya az

izolatumokban
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3.2.4. A,,S. aureus komplex” fajainak elkiilonitése MALDI-TOF MS technikdval

Korabbi tanulmanyokban szdmos olyan specifikus csticsot hataroztak meg, melyek
alkalmasak lehetnek a S. aureus, S. argenteus és S. schweitzeri azonositasara és
elkiilonitésére. A vizsgalat soran JOSTEN ¢és mtsai, (2013) és SCHUSTER ¢és mtsai,
(2017) altal meghatarozott 29 specifikus csticsot teszteltem a referencia torzseken (34.
tablazat). Az elemzés soran minden torzs esetében 6 parhuzamos mérést végeztem.

A 29 csucs mindegyikét sikeriilt detektalni a referencia torzsekben, azonban 8 csucs
eltéré fajban/fajokban jelent meg az el6z6 tanulmanyokban leirt eredményekhez
viszonyitva. A 6889 m/z cstlics az el6zd tanulmanyokban csak a S. argenteus térzsekben
volt detektalhatd, mig jelen vizsgélat sordn mind a harom fajban megjelent. A 10105
m/z csics nem jelent meg mind a harom faj tomegspektrumaban, a S. schweitzeri
torzsben nem volt detektalhatd. Az 5045 m/z cstGcsot a S. aureus torzsekben is
azonositottam, nem csak az S. schweitzeri torzsekben. A 6613 m/z csucs a S. schweitzeri
torzsekben is megjelent, nem csak a S. aureus torzsekben. Az el6z6 tanulmanyokban az
5002 m/z csucs csak az S. aureus torzsekben jelent meg, mig jelen tanulméanyban, csak
a S. argenteus torzsben volt detektalhaté. A 2289 m/z és 3007 m/z csucsokat nem
tudtam mind a harom fajban detektalni, csak a S. aureus torzsekben. A tobbi csucs

esetében nem volt eltérés.

34. 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 tomegspektrumaban jelentek meg az el6z6 tanulmanyokhoz

viszonyitva.
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A spektrumok tovabbi elemzésével meghataroztam 8 olyan specifikus cstcsot,
melyek lehetové teszik a fajok elkiilonitését és azonositasat (35. tablazat). A 2641 m/z,
5286 m/z csucsokat csak a S. argenteus és a S. schweitzeri torzsekben tudtam detektalni,
egyik referencia S. aureus torzsben sem jelentek meg. Azonositottam egy olyan csticsot
5032 m/z értéknél, amely csak a S. aureus torzsekben volt detektalhat6. Tovabba S.
schweitzeri specifikus csticsnak tekinthetd, a 3453 m/z, 6908 m/z és 4911 m/z, melyek a
masik két fajban nem jelentek meg. A specifikus csticsokrdl késziilt felvételeket az 1.,

2.,3.,4.,5.,6.,7. és 8. melléklet tartalmazza.

35. tablazat: Az altalam meghatarozott 0j specifikus cstcsok 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

A vizsgalat soran azokat a csucsokat, amelyek mind a hdrom fajban detektalhatok
voltak, Osszehasonlitottam a relativ intenzitasuk alapjan (36. tablazat). A torzsekben
detektalhatd csucsok relativ intenzitdsait a parhuzamos mérések atlaga alapjan
hasonlitottam 6ssze. A S. argenteus és a S. aureus torzsek esetében a legmagasabb
relativ intenzitassal a 6889 m/z csucsot detektaltam, mig a S. schweitzeri esetében a
legmagasabb relativ intenzitdsa a 9627 m/z cstucsnak volt. A 2636 m/z csucs relativ
intenzitasa a S. argenteus és S. schweitzeri esetében nem érte el az 5%-ot, a S. aureus
esetében ez 41% volt. A S. aureus torzsekben a vizsgalt csucsok atlag relativ intenzitasa
32,5% volt, a S. argenteus esetében ugyanez az érték 25%, mig a S. schweitzeri
esetében 13% volt.

A szords értéke valtozatosan alakult a detektalt csicsok valamint fajok
figgvényében. A legjelentdsebb eltérést a S. aureus fajban detektalt 4306 m/z fragment
ion relativ intenziats értékei esetében tapasztaltam, a szords értéke ebben az esetben
meghaladta a 11-et. A legkisebb szoras értéket (0,54) a S. schweitzeri faj
tomegspektrumaban detektalhatdé 2636 m/z fragment ion relativ intenzitas értékei

esetében kaptam.
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36. tablazat: A harom fajban detektalhat6 csucsok relativ intenzitdsanak

Osszehasonlitdsa

Vizsgalt ion fragment Relativ intenzitas értékeinek atlaga és szorasa

ertékek S. aureus S. argenteus S. schweitzeri
2636 m/z 41% (2,42) 1% (0,75) 1% (0,55)
3891 m/z 28% (2,16) 6% (3.62) 8% (3.93)
4306 m/z 49% (11,98) 29% (0,84) 21% (1,38)
4814 m/z 29% (0,75) 43% (3,82) 26%0 (1,33)
6354 m/z 159% (1,51) 10% (1,37) 8% (3,08)
6889 m/z 69%0 (6,75) 100%b (0,84) 17% (2,73)
8091 m/z 11% (4,40) 5% (3,44) 5% (2,56)
8891 m/z 8% (1,63) 2% (1,17) 2% (0,63)
9627 m/z 43% (2,16) 29% (2,71) 29% (1,51)

37. tablazat: A harom fajban detektalhato csucsok jel/zaj (S/N) ardnyanak

Osszehasonlitasa

Vizsgalt ion fragment S/N értékek atlaga és szorasa

ertekek S. aureus S. argenteus S. schweitzeri
2636 m/z 82 (7,03) 5 (2,81) 4 (1,63)
3891 m/z 68 (2,04) 12 (2,56) 16 (0,52)
4306 m/z 97 (5,75) 41 (3,50) 41 (5,12)
4814 m/z 71 (5,67) 98 (1,41) 57 (2,07)
6354 m/z 24 (1,37) 31 (2,07) 39 (1,10)
6889 m/z 127 (10,50) 152 (10,15) 32 (3,85)
8091 m/z 35 (1,51) 27 (0,98) 12 (2,79)
8891 m/z 28 (103) 8 (0,41) 6 (2,16)
9627 m/z 84 (1,21) 83 (1,94) 81 (2,93)

A cstcsok detektalasanak mindsége fiigg a jel/zaj aranytdl is, mivel a magasabb
jel/zaj arany noveli a csucsok mérésének precizitasat, ezaltal csokkentve a mérési

bizonytalansagot. A harom fajban detektalhaté azonos csucsok jel/zaj aranyanak
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elemzését is elvégeztem. Az Osszehasonlitdst a parhuzamos mérések atlaga alapjan
végeztem el (37. tablazat).

A vizsgalat soran 9 olyan csucs jel/zaj aranyat hasonlitottam 6ssze, amelyek mind a
harom fajban megjelentek, azonban eltérd volt a relativ intenzitasuk. A S. argenteus és a
S. schweitzeri izolatumok esetében a 2636 m/z és 8891 m/z csucs detektalasa soran nott
a zajszint, a S. aureus izolatumokban detektalt ugyanezen csucsok zajszintjéhez
viszonyitva, ezaltal 10 alad csokkent a jel/zaj arany. A tobbi csucs esetében viszonylag
magas jel/zaj arany értékeket kaptam, ezaltal kizarhaté a nem valodi csucsok jelenléte.

A legmagasabb szoras értéket a S. aureus fajban detektalt 6889 m/z ion fragment
jel/zaj ardnyanak értékei esetében kaptam (10,5), mig a legkisebb szoras értéket a 8891

m/z érték detektalasa soran az S. argenteus fajban (0,41).

3.2.4.1. A specifikus csticsok tesztelése az élelmiszerekbdl és haszonallatokbol izolalt

torzseken

Az ¢l6z6 tanulmanyokban meghatarozott specifikus csucsok és referencia torzsek
tomegspektrumainak Osszehasonlitasa alpjan 7 olyan specifikus csucsot hataroztam
meg, amelyek a S. aureus torzsekben nem voltak detektalhatok, azonban a S. argenteus

¢és S. schweitzeri referencia torzsek tomegspektrumaiban megjelentek (38. tablazat).

38. tablazat: A S. argenteus és S. schweitzeri torzsek specifikus csticsai

Faj m/z
S. argenteus / S. schweitzeri 2641
S. schweitzeri 3453
S. schweitzeri 4911
S. argenteus 5002
S. argenteus/ S. schweitzeri 5286
S. argenteus 6580
S. schweitzeri 6908

Azokat a specifikus cslicsokat, melyek lehetévé teszik a hdrom faj elkiilonitését,
leteszteltem az ¢lelmiszerekbdl és haszonallatokbdl izolalt térzsek tomegspektrumain is.
Az élelmiszerekbdl és a haszonallatokbol izolalt torzsek tomegspektrumaiban egyik
S. argenteus és S. schweitzeri specifikus csticsot sem detektaltam. A vizsgalat soran a
specifikus csucsok jelenlétét FlexAnalysis 3.4 szoftverben és Excel programban
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vizsgaltam.A torzsekrdl készitett spektrumok felvételeit a 9., 10., 11. és 12. melléklet,

mig az Osszesitett Excel tablazatot a 13. és 14. melléklet tartalmazza.

39. tablazat: Fajspecifikus csucsok el6fordulasi gyakorisaga az élelmiszerekbdl és

haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsekben

m/z Faj El6fordulasi gyakorisag (%)
Elelmiszerekbél Haszonallatokbol
izolalt torzsek izolalt torzsek
(n=47) (n=13)
2636  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 41 69
3891  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 37 31
4306  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 72 85
4814  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 93 100
6354  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 100 100
6889  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 100 100
8091  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 100 100
8891  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 100 100
9627  S. aureus/ S. argenteus/ S. schweitzeri 100 100
10105 S. aureus/ S. argenteus 78 62
5045  S. aureus/ S. schweitzeri 2 23
6613  S. aureus/ S. schweitzeri 85 100
3037  S.aureus/S. argenteus 20 38
2201  S.aureus 26 23
2289  S.aureus 52 54
2307  S.aureus 17 54
2685  S.aureus 35 46
3007  S.aureus 83 92
3875  S.aureus 100 100
4485  S.aureus 11 62
4497  S.aureus 52 23
5507  S.aureus 52 31
5525  S.aureus 87 54
5539  S.aureus 7 23
5551  S.aureus 33 15
6423  S.aureus 100 100
6552  S.aureus 100 100
2762  S.aureus 100 100
5032  S.aureus 100 100

A tovabbi specifikus csucsok koziil, melyek a S. aureus fajra is jellemzéek, 10 csucs
minden élelmiszerbél és haszonallatbol izolalt torzsben megjelent (39. tablazat).
Tovabba a haszonallatokbol izolalt torzsekben, a 4814 m/z és a 6613 m/z csucs minden
izolatumban detektalhato volt. Az altalam meghatarozott S. aureus specifikus cstcs, az

5032 m/z is minden izolatum spektrumaban megjelent. Az ¢lelmiszerekbdl izolalt

85



torzsek esetében, tobb mint 50%-os gyakorisdggal 9 csucsot detektaltam, a
haszonallatokbodl izolalt torzsek esetében pedig 8 csticsot. A S. aureus specifikus
csucsok koziil 5 cstucs (6423 m/z, 6552 m/z, 2762 m/z, 5032 m/z) minden izoldtumban

megjelent.

3.2.5. Methicillin-rezisztencia meghatdarozdisa MALDI-TOF MS technikdval

A methicillin-rezisztencia specifikus csicsok meghatarozasat valamint az el6z6
tanulmanyokban megallapitott csucsok tesztelését eldszor a referencia torzseken
végeztem el. A MALDI-TOF MS vizsgalatokhoz a torzseket Columbia véres agaron
inkubaltam 24 h keresztiil, majd M-FA minta-el6készitést és o-HCCA matrixot
alkalmazva felvettem a torzsek tomegspektrumait. A vizsgalat soran, az el6z6
tanulmanyokban meghatarozott 10 kiilonb6z6 MRSA specifikus csucsot (5. tablazat)
teszteltem, a referencia MSSA ¢s MRSA torzseken (40. tablazat).

40. tablazat: A referencia torzsekben detektalhato MRSA specifikus csucsok

Referencia Torzsek

(m/z) MRSA MSSA

ATCC33591 ATCC43300 | ATCC29213 ATCC6538 ATCC14458 ATCC19095 ATCC27664
2127 + - - - - -
2414 + + - - - -
3043 + + + + + + +
4607 - - - - - -
5070 + - - - + -
6576 + + - + + - +
6885 + - - - - -
9216 - - - - - -
0632 + + + + + + +
10152 - + - - - -

A tesztelt csucsok koziil a 2414 m/z, a 6885 m/z és a 10152 m/z értékii cstics volt az,
amelyeket csak az MRSA torzsekben detektaltam és az MSSA térzsekben nem jelentek
meg. A tobbi esetben, vagy egyik torzsben sem volt detektalhaté az adott cstcs, vagy az
MSSA és MRSA torzsekben egyarant megjelentek. Az elézé tanulmanyokban
meghatarozott MRSA specifikus csucsok koziil 6 csucs (2127 m/z, 2414 m/z, 4607 m/z,
6885 m/z, 9216 m/z és a 10152 m/z) nem jelent meg egyik MSSA torzsben sem (38.
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tablazat). Azonban nem volt olyan csucs, amely minden MRSA referencia torzs és
MRSA izolatum spektruméaban detektalhatod volt. A 3043 m/z cstucs a PBP2a (penicillin
binding protein 2A) fehérje egyik fragmense SOGAWA ¢és mtsai, (2017) szekvenalasi
eredményei alapjan, ennek ellenére a 3043 m/z és a 9632 m/z csucsok megjelentek
minden MSSA torzs tdmegspektrumaban.

Az 4ltalam meghatarozott specifikus csucsokat (41. tdblazat) a 40. tablazatban
felsorolt referencia torzsek spektrumainak elemzése soran hataroztam meg. Az MRSA
torzsek diverzitasat figyelembe véve a referencia torzsek spektrumaiban meghatarozott
specifikus csticsok nem alkalmazhatoak biztonsagosan az izolatumok esetében, ezért a
haszonallatok ¢és a klinikai MRSA izolatumok spektrumait is elemeztem az el6z6
tanulmanyok ¢és az éaltalam meghatarozott specifikus csucsok alapjan (15. és 16.

melléklet).

41. tablazat: Altalam meghatirozott MRSA specifikus csticsok

Marker azonositd6  MRSA specifikus cstics (m/z)

MRSA-7 2453
MRSA-8 4461
MRSA-22 2548
MRSA-13 2718
MRSA-9 3885

Az altalam meghatarozott MRSA specifikus cstcsok koziil a 4461 m/z és a 2548 m/z
csucsok a klinikai mintakbdl izolalt MSSA torzsek 50%-aban detektalhatok voltak (42.
tablazat). A 2453 m/z cstcs, fliggetleniil a rezisztencia jelenlététél, nem jelent meg a
klinikai mintdkbol izolalt torzsek spektrumaban és a haszonallatokbol izolalt MRSA
torzsek mindossze 8%-aban volt detektalhatd. A 2718 m/z ¢és a 3885 m/z cslicsok a
klinikai mintdkbdl izolalt MRSA torzsek 50%-4ban és minden haszonallatbol izolalt
MRSA torzs tomegspektrumaban megjelentek. Ezeket a cstcsokat nem detektaltam

egyik MSSA torzs esetében sem.
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42. tablazat: Az MRSA specifikus cstucsok eléfordulési gyakorisdga a haszonallatokbol
izolalt MRSA ¢és a klinikai mintakbol izolalt MRSA ¢s MSSA torzsekben

MRSA El6fordulasi gyakorisag (%)
specifikus Klinikai mintakbol  Klinikai mintakbol Haszonéllatokbol
csicsok (M/z) 0141t MRSA torzsek  izoldlt MSSA térzsek  izolalt MRSA tdrzsek
(n=4) (n=4) (n=13)
2127 0 0 15
2414 100 0 38
3043 100 100 62
4607 0 0 31
5070 50 0 100
6576 0 0 85
6885 100 0 31
9216 25 0 38
9632 0 100 100
10152 50 0 8
2453 0 0 8
4461 0 50 100
2548 50 50 100
2718 50 0 100
3885 50 0 100

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

feltérképezése

3.2.6.1. MRSA specifikus csucsok vizsgalata az élelmiszerekbdl izolalt torzsek

tomegspektrumaiban

Az élelmiszerekbdl izolalt torzsek spektrumainak manualis elemzése soran az MRSA
specifikus csucsok jelenlétét, illetve hidnyat vizsgaltam. Minden torzs esetében 6
parhuzamost mérést végeztem ¢és a felvett spektrumokat két kiilonb6z6 modszerrel
elemeztem. A spektrumok vizualis elemzését a FlexAnalysis 3.4 szoftverben végeztem
el és a methicillin-rezisztensnek bizonyult SA-17-es és SA-47-es torzset piros, mig a
tobbi torzset fekete szinkoddal illettem (14. abra). A felvett tomegspektrumok egymasra
illesztése és az eltérd szinkddok alkalmazasa lehetdvé tette a specifikus csticsok gyors

elemzését.
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14 abra Elelmiszerekbdl izolalt 47 torzs elemzése FlexAnalysis 3.4 programban

A vizualis elemzést kovetéen, a csucsokhoz tartozd tomegszam értékeket Excel
programban elemeztem (17. melléklet). Osszesen, 15 MRSA specifikus cstcsot

teszteltem le az élelmiszerekbdl izolalt torzsek esetében is.

43. tablazat: Az MRSA specifikus csucsok eléfordulasi gyakorisaga az ¢lelmiszerekbdl

izolalt torzsek tomegspektrumaiban

MRSA Eléfordulasi gyakorisag (%)
specifikus
csucsok (m/z) Elelmiszerekbél Elelmiszerekbdl
izolalt MSSA torzsek  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
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Az el6z6 tanulmanyokban meghatarozott specifikus csucsok koziil a 2127 m/z, a
2414 m/z és a 6885 m/z csucsokat csak a libamajbol (SA-17) és a sertés tarjabol (SA-
47) izolalt torzsekben detektaltam (43. tablazat). Az altalam meghatarozott specifikus
csucsok kozil, a 2453 m/z és a 2718 m/z cstcs csak az SA-17-es és SA-47-es
torzsekben jelent meg, a tobbi torzs esetében ezeket a csicsokat nem detektaltam. A
10152 m/z csucs a két MRSA torzs koziil csak az SA-47-es sertés tarjabol izolalt
torzsben jelent meg, az SA-17-es térzsben nem tudtam detektalni.

A tesztelt csucsok koziil 5 csucs (3043 m/z, 5070 m/z, 6576 m/z, 9632 m/z és 2548
m/z) a methicillin-szenzitiv torzsek (n=45) t6bb mint 50%-aban megjelent. A 4461 m/z
cstics a torzsek 46%-aban jelent meg és 4 csucsot (4607 m/z, 9216 m/z, 10152 m/z és

3885 m/z) egyik izolatumban sem detektaltam.

3.2.6.2. Korongdiffiizids mddszer eredményei

A methicillin-rezisztencia meghatarozasa soran a korongdiffuzios (Cefoxitin 30 pg)
moddszert minden élelmiszerbdl izolalt torzs esetében kétszer ismételtiik meg, valamint a
referencia MSSA és MRSA torzseken is elvégeztem a vizsgalatot. Amennyiben a
feltisztulasi zona 6-19 mm ko6zé esett, mecA pozitivnak tekintettem az adott torzset.

Minden MRSA referencia torzs esetében kisebb volt a feltisztulasi zona, mint 19 mm
¢s minden MSSA t6rzs esetében nagyobb volt, mint 20 mm. A 47 torzs vizsgalata soran,
45 torzs esetében a feltisztulasi zona 23-29 mm kozé esett (44. tablazat). Az SA-17
torzs feltisztulasi zonaja 9 mm volt, a SA-47 torzs feltisztuldsi zonaja pedig 17 mm volt,

tehat a vizsgalat alapjan, mind a két S. aureus térzs methicillin-rezisztens.
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44. tablazat: Korongdiffuzids mddszer eredményei az élelmiszerekbdl izolalt torzsek

esetében

Elelmiszer Azonosito Elelmiszer Feltisztulasi
kategoria megnevezeése z6na (mm)

SA-1 Trappista sajt 24

Tejtermék SA-10 Trappista sajt 26

SA-18 Tejes desszert 25

SA-2 Szaraztészta 25

SA-49 Szaraztészta 28

, ) SA-7 Szaraztészta 23

Szdraztészta SA-21 Szaraztészta 27

SA-22 Szaraztészta 24

SA-11 Szaraztészta 25

SA-12 Csirkecomb 23

SA-13 Csirkecomb 27

SA-16 Pacolt csirke 24

. SA-44 Egész kacsa 28

Baromfi —g277 Libamdj 9

SA-20 Kacsatal 24

SA-28 Kacsa comb 23

SA-29 Kacsa tepert6 26

SA-4 Csaszar szalonna 23

SA-31 Bacon 26

SA-5 Kolbasz 26

SA-6 Karaj 23

SA-32 Karaj 26

SA-25 Kolbasz 25

SA-33 Karaj 23

Hus SA-24 Lapocka 28

SA-34 Karaj 29

, SA-9 Lapocka 23

Sertcs SA-35 Lapocka 24

SA-36 Lapocka 23

SA-37 Lapocka 24

SA-15 Tepertd 25

SA-38 Siitnival6 kolbasz 26

SA-02 Lapocka 26

SA-01 Kolbasz 23

SA-39 Csulok 24

SA-40 Csulok 26

SA-41 Fej 23

SA-47 Tarja 17

SA-3 Marhahus 29

Marha SA-8 Marhahts 25

SA-48 Bels6ség 28

Vadhus SA-42 Nyulhts 24

SA-43 Hamburger hus 23

Készételek SA-50 Grill csirke 28

SA-45 Csokoladé 23

o SA-46 Friss salata mix 28

Zbldségek SA-27 Sargarépa pastétom 25
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3.2.6.3. MRSA CHROMagar szelektiv, differencialo taptalaj vizsgalati eredményei

Az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek methicillin-rezisztenciajanak
meghatarozasa céljabol, egy MRSA szelektiv és differenciald tapkdzegbe is atoltottam
az izolatumokat. Minden torzset két ismétlésben vizsgaltam ¢€s a referencia MRSA és
MSSA torzseket kontrollként alkalmaztam a vizsgalat soran (2. kép). Az MRSA
referencia torzsek és az élelmiszerekbdl izolalt 47 torzs koziil, a libaméjbol (SA-17) és a
sertés tarjabol (SA-47) izolalt torzsek malyvaszinii telepeket képeztek a taptalajon, a
referencia MSSA torzsek és a tobbi élelmiszerbdl izolalt torzs esetében azonban nem

volt megfigyelhetd telep.

2. kép MRSA ¢és MSSA referencia torzsek tenyésztése az MRSA CHROMagar

szelektiv, differencialo taptalajon

3.2.6.4. A mecA gén tipizalas eredményei

Az MRSA szelektiv, differenciald taptalaj, a korongdiffiizios modszer és a MALDI-
TOF MS vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy az SA-17-es és az SA-47-es izolalt torzsek
methicillin-rezisztenciat mutatnak, ezért feltételezhetd volt, hogy a tdrzsekben
kimutathat6 a PBP2a szintéziséért felelés mecA gén. A vizsgalat sordn pozitiv kontroll
torzsként az ATCC 43300 MRSA torzset, mig negativ kontrollként az ATCC 29213
MSSA torzset alkalmaztam. Az élelmiszerekbdl izolalt torzsek koziil a SA-17 (3. kép)

és a SA-47 torzsek esetében kKimutattam a mecA génkomplexet.

92



& S S

2 o X~ =

€ ] c
= g 2 g 3
o 3] [} =
o = N = i = & B
=2 =~ @ < T 3 = )
g 5 2 g E I 8 =
o o N ] c @ o >
2 L ) - = B, o< ®
S bl © o ™ ] ) e )]
~ © © ~ o~ — @ o )
T £ 2 8 §8 8 R %E ¢

@ = %) © © © <t

3. kép A mecA génkomplex kimutatdsa a libamajbol izolalt SA-17-es S. aureus torzsben

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

A multiplex PCR moédszerrel elvégzett vizsgalat sordn 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
(45. tablazat). A vizsgalat soran 4 kiilonboz6 SE gént detektaltam a torzsekben, a selp,
seh, sei és seg géneket. A vizsgalt élelmiszer kategoriak mindegyikében volt legalabb
egy olyan torzs, amelyben detektalhato volt legalabb egy SE gén.

Az enterotoxint termeld 23 torzs 44%-aban seh gén, 31%-aban a selp gén volt
kimutathat6 (15. abra). A seh géneket a szaraztésztakbol és a hiisokbdl izolalt torzsek
koziil detektaltam, a selp gének pedig kimutathatok voltak a tejtermékekbdl, hisokbol
¢s a z0ldségekbdl izolalt S. aureus torzsek némelyikében (43. tablazat). Az enterotoxint
termeld torzsek 17%-a sei géneket hordozott, melyeket legfoképp baromfi husokbol
izolaltam.

A libamajbol izolalt MRSA torzs (SA-17) esetében, a sei és a selp géneket
detektaltam, valamint a csokoladébol izolalt MSSA torzs (SA-45) hordozta a seg és sei

géneket egyarant.

93



45. tablazat: Az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsekben detektalt SE gének

Elelmiszer kategéria Azonositd Elelmiszer Detektalt SE
megnevezése gének
SA-1 Trappista sajt selp
Tejtermék SA-10 Trappista sajt selp
SA-18 Tejes desszert -
SA-2 Szaraztészta seh
SA-49 Szaraztészta seh
SyAraztészta SA-7 Szaraztészta -
SA-21 Szaraztészta -
SA-22 Szaraztészta -
SA-11 Szaraztészta -
SA-12 Csirkecomb sei
SA-13 Csirkecomb sei
SA-16 Pécolt csirke sei
Baromfi SA-44 Egész kacsa -
SA-17 Libamaj sei, selp
SA-20 Kacsatal seh
SA-28 Kacsa comb seh
SA-29 Kacsa tepertd -
SA-4 Csaszar szalonna -
SA-31 Bacon seh
SA-5 Kolbasz seh
SA-6 Karaj selp
SA-32 Karaj -
SA-25 Kolbasz seh
SA-33 Karaj selp
Hus SA-24 Lapocka -
SA-34 Karaj seh
, SA-9 Lapocka seh
Sertes SA-35 Lapocka -
SA-36 Lapocka selp
SA-37 Lapocka -
SA-15 Tepertd selp
SA-38 Siitnival6 kolbasz -
SA-02 Lapocka -
SA-01 Kolbasz -
SA-39 Csiilok -
SA-40 Csiilok -
SA-41 Fej seh
SA-47 Tarja -
SA-3 Marhahus -
Marha SA-8 Marhahus -
SA-48 Bels6ség -
Vadhtis SA-42 Nyulhius -
SA-43 Hamburger hiis sei
Készételek SA-50 Grill csirke -
SA-45 Csokoladé seg, sei
Zoldségek SA-46 Friss salata mix -
SA-27 Sargarépa pastétom selp
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Hselp

H seh

W sei

M sei,seg

W sei,selp

n=23

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

3.2.8. Az élelmiszerekbol és haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsek szekvencia-

rrrrrr

Két ismétlésben végeztem el az élelmiszerekbdl izolalt 47 torzs spa tipizalasat,
pozitiv kontrolként az ATCC 43300 referencia torzset alkalmaztam. A gélképen minden
torzs esetében megjelent a Staphylococcus protein A-t kodold gén terméke (4. kép).

Az ¢lelmiszerekbdl izolalt torzsek nagy variabilitdst mutattak, mivel a tipizalas
soran a 47 izolatumban 20 kiilonbozé spa tipust hatiroztam meg (46. tablazat). A
leggyakrabban el6forduld 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 el6fordulasi gyakorisag. Két sertéshtisbol szarmazo izolatum (SA-
25, SA-37) esetében, eddig még nem ismert ismétlédés kombinaciot azonositottam a
szekvenciakban. A libamajbol izolalt MRSA torzs (SA-17) a t706 spa tipusba, a sertés
tarjabol izolalt MRSA torzs (SA-47) pedig a t011 spa tipusba tartozott.
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4. kép Az ¢lelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek spa tipizalas soran készitett gélképe

......

honlapon (https://pubmist.org/saureus/) elérheté adatbazisban szereplé adatokat
hasznaltam. A 20 azonositott spa tipus koziil, a szoftver 8 spa tipus esetében tudta
azonositani a PubMLST adatbazisban meghatarozott gént ¢és az adott mintahoz
hozzarendelni a szekvencia tipust (46. tablazat). A leggyakrabban eléforduld t084 spa
tipusu torzsek az ST15 MLST tipusba tartoztak. A t091 spa tipust térzsek az ST7, a
t213 spa tipusu torzsek az ST12, a t127 spa tipusu torzsek az ST1, a t002 spa tipusu
torzs az STS és a t011 spa tipusu torzsek pedig az ST398 tipusba tartoztak.
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46. tablazat: Az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek spa ¢s MLST tipusa

Elelmiszer Azonosito Elelmiszer spa tipus MLST tipus
kategoria megnevezése
SA-1 Trappista sajt t091 ST7
Tejtermék SA-10 Trappista sajt t091 ST7
SA-18 Tejes desszert t084 ST15
SA-2 Szaraztészta t127 ST1
SA-49 Szaraztészta t127 ST1
SyAraztésta SA-7 Szaraztészta t084 ST15
SA-21 Szaraztészta t084 ST15
SA-22 Szaraztészta t084 ST15
SA-11 Szaraztészta t084 ST15
SA-12 Csirkecomb 11491 ST1
SA-13 Csirkecomb t002 ST5
SA-16 Pacolt csirke t3478 Ismeretlen
Baromfi SA-44 Egész kacsa 11491 ST1
SA-17 Libam4j t706 Ismeretlen
SA-20 Kacsatal 11491 ST1
SA-28 Kacsa comb 11491 ST1
SA-29 Kacsa tepert6 111807 Ismeretlen
SA-4 Csaszar szalonna t963 Ismeretlen
SA-31 Bacon t7673 Ismeretlen
SA-5 Kolbasz 11491 ST1
SA-6 Karaj t091 ST7
SA-32 Karaj t011 ST398
SA-25 Kolbasz Ismeretlen Ismeretlen
SA-33 Karaj t213 ST12
Hus SA-24 Lapocka t213 ST12
SA-34 Karaj t1778 ST1
Sertés SA-9 Lapocka t1778 ST1
SA-35 Lapocka 11451 Ismeretlen
SA-36 Lapocka t213 ST12
SA-37 Lapocka Ismeretlen Ismeretlen
SA-15 Tepertd t091 ST7
SA-38 Siitnival6 kolbasz t084 ST15
SA-02 Lapocka 115546 Ismeretlen
SA-01 Kolbasz t189 Ismeretlen
SA-39 Csiilok t084 ST15
SA-40 Csiilok t084 ST15
SA-41 Fej 110349 Ismeretlen
SA-47 Tarja t011 ST398
SA-3 Marhahus t091 ST7
Marha SA-8 Marhahts t330 Ismeretlen
SA-48 Bels6ség t084 ST15
Vadhus SA-42 Nyulhus t656 Ismeretlen
SA-43 Hamburger hus t363 Ismeretlen
Készételek SA-50 Grill csirke t1491 ST1
SA-45 Csokoladé t330 Ismeretlen
Zoldségek SA-46 Friss salata mix t330 Ismeretlen
SA-27 Sargarépa pastétom t091 ST7
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A haszondllatokbol izolalt 13 torzs koziil, a t011, t034 és t127 spa tipusba 4-4 torzs,
mig a t458 spa tipusba 1 torzs tartozott (47. tablazat). Az MLST vizsgélat alapjan a tO11
¢s a t034 spa tipusu torzsek az ST398 MLST tipusba tartoztak. A t127 spa tipusu
torzsekhez az STI1, mig a t458 spa tipushoz az ST97 szekvencia tipus lett

hozzarendelve.

47. tablazat: A haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsek spa és MLST tipusa

Azonosito Faj spa tipus MLST tipus
127 sz.marha t011 ST398
146 sz.marha t011 ST398
297 16 t011 ST398
136 sertés t011 ST398
237 sz.marha t034 ST398
034 sertés t034 ST398
113 sertés t034 ST398
126 sertés t034 ST398
116 sz.marha 1127 ST1
121 sz.marha 1127 ST1
145 sz.marha 1127 ST1
329 16 1127 ST1
065 sertés t458 ST97

3.2.9. Az azonositott szekvencia tipusok ¢s a MALDI-TOF MS technikaval kapott

markerszettek 0sszefliggéseinek elemzése

Az ¢lelmiszerekbdl €és haszonallatokbol izolalt torzsek (n=60) tomegspektrumaiban
ST specifikus csticsokat teszteltem és hataroztam meg. A 48. tablazatban szerepl6 elsé 3
csticsot korabbi tanulmanyokban publikaltak, a tobbi specifikus cstcsot a spektrumok
elemzése soran hatdroztam meg. Az MLST vizsgéalat sordn, 7 kiilonbozd ST tipust
azonositottam, 18 torzs esetében azonban a szoftver nem tudta azonositani a PubMLST
adatbazisban meghatarozott gén szakaszhatarokat, ezaltal nem tudtam az adott mintahoz
hozzarendelni a szekvencia tipust és allél verzioszamokat. Osszesen 14 specifikus
csucsot hatdroztam meg, melyek lehetdvé teszik a 7 kiilonb6zd ST tipus elkiilonitését.
Egy ST tipusba tobb izolatum tartozott, ezért a megjelend specifikus cstcsok

el6fordulasi gyakorisagat tiintettem fel.
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48. tablazat: Az ¢élelmiszerekbdl és haszonallatokbol izolélt torzsek spektrumaiban

megjelent ST specifikus csticsok

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
3007° 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

*JOSTEN és mtsai, (2014); ® JOSTEN és mtsai, (2013); OSTERGAARD és MOLLER
(2018); ° CAMOEZ és mtsai, (2015)

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

A vizsgalat soran ST7 specifikus cstucsként a 4860 m/z, 4874 m/z és 6575 m/z
csticsokat detektaltam 100%-os eléfordulési gyakorisaggal. Az ST15 tipust torzsekben
is 100%-os el6fordulasi gyakorisaggal detektaltam a 4860 m/z és a 4874 m/z csucsokat,
azonban, ebben a tipusban nem jelent meg a 6575 m/z csucs.

Az STI tipusu torzsek esetében detektaltam a legtobb specifikus csucsot, azonban
csak a 3007 m/z cstcs jelent meg minden izolatumban (100%). Az altalam
meghatarozott 8 ST1 specifikus csucs koziil, 2 csucsot (3037 m/z, 6575 m/z)
detektaltam 50%, vagy a feletti eléfordulasi gyakorisaggal. Négy csticsot (6453 m/z,
6498 m/z, 6536 m/z, 6630 m/z) minddssze 3 (21%) torzsben, 2 csticsot (5598 m/z, 5653
m/z) pedig 5 (36%) torzsben detektaltam.
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A vizsgalt izolatumok koziil csak 1 torzs tartozott az STS szekvencia tipusba. A 3891
m/z cstcs csak ebben a tipusban volt detektalhatd, a tobbi tipus esetében nem jelent
meg. A 6575 m/z csucs ebben a tipusban is megjelent. Az ST12 tipusba 3 torzs
tartozott, ebben a tipusban csak egy specifikus cstcsot azonositottam, az 5800 m/z
csucsot, amely a tobbi tipus esetében nem volt detektalhatd. A 6575 m/z cstcs ezekben
az izolatumokban is kimutathaté volt. A 6180 m/z és a 7143 m/z csucsokat csak az
ST97 tipust torzsben detektaltam.

Az ST398 tipusu torzsek esetében a korabbi tanulmanyokban meghatarozott
specifikus cstcsok jelentek meg, az 5004 m/z csucs a torzsek 13%-dban volt
detektalhatd, a 4511 m/z csucs azonban minden izolatumban megjelent (46. tablazat).
Az altalam meghatarozott specifikus cstcsok koziil csak a 6575 m/z csucs jelent meg az
1zolatumokban, azonban ez a csucs mas ST tipusokban is detektalhato volt, tehat ST398

specifikus csticsokat nem tudtam azonositani a vizsgalat soran (49. tablazat).

49. tablazat: A vizsgalat soran meghatarozott ST specifikus csticsok dsszefoglalo

tablazata
ST tipus Specifikus markerszettek (m/z)
ST7 4860 4874 6575
ST15 4860 4874
ST1 3037 5598 5653 6453 6498 6536 6575 6630
ST5 3891 6575
ST12 5800 6575
ST97 6180 7143
ST398 6575

A vizsgalatban meghatarozott 14 cstcs koziil, a 4860 m/z, 6575 m/z és a 4874 m/z
cstics tobb kiillonb6zé ST tipusban is detektalhatd volt, azonban mas specifikus
csticsokkal kombindlva egyedi markerszetteket hoztak 1étre. A legtdbb specifikus cstcs
az ST1 tipusu torzsek esetében jelent meg, azonban ezek koziil egyik cslicsot sem
tudtam 100%-os el6fordulasi gyakorisaggal detektalni. A korabbi tanulmanyokban
meghatarozott, 4511 m/z és 5004 m/z cstcs lehetdvé teszi az allattenyésztésben
leggyakrabban eléforduld, 398-as szekvencia tipusu torzsek Qyors azonositasat. A
MALDI-TOF MS technikaval meghatarozott markerszettek ezaltal eldsegithetik a S.
aureus torzsek szekvencia tipusainak elkiilonitését, valamint az egyes szekvencia

tipusok meghatarozésat.
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4. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A jelenlegi mikrobioldgiai gyakorlat elsGsorban tenyésztéses modszereken alapul,
mely soran a mikrobékat fenotipusos és biokémiai tulajdonsagaikkal jellemezik, illetve
a novekedésiikhoz ¢€s az anyagceseréjiilkhoz sziikséges szubsztratok alapjan azonositjak.
Azonban egyes, morfologiailag ¢és biokémiai tulajdonsagaiban is hasonld
mikroorganizmusok elkiilonitése ¢€s azonositdsa hosszadalmas eljarasok sorozata
valamint nagy szakmai tapasztalatot igényel. Ezért egy rutin mikrobioldgiai
laboratériumban a mikroorganizmusok azonositasa céljabol a MALDI-TOF MS
technika egy egyszerlibb, gyorsabb, biztonsdgosabb ¢s gazdasidgi szempontbol is
kedvezdbb eljaras, mint a szelektiv differencial6 taptalajok alkalmazasa.

A MALDI-TOF MS vizsgalatokat a minta-el6készitési modszerek €s a tenyésztési
koriilmények tomegspektrumokra gyakorolt hatdsainak dsszehasonlitasaval kezdtem el
¢és ezen eredmények alapjan valasztottam Ki, valamint optimalizaltam a Staphylococcus
aureus fajra leghatékonyabb eljarast. A kidolgozott M-FA minta-elékészitési modszer
lehetévé tette a fajok biztonsdgos azonositasat ¢és a spektrumok megfeleld
intenzitasanak és felbontasanak koszonhetéen a specifikus csiucsok (biomarkerek)
elemzését. Tovabba, az M-FA minta-elokészitési modszer anyag és eszkozigénye,
valamint az eljadrdshoz sziikséges id0 alapjan, konnyen beilleszthetd a rutin
laboratériumi diagnosztikaba.

A ,,SAC” fajainak elkiilonitését szolgalé biomarkerek elemzése soran, el6zd
tanulmanyokban meghatarozott 29 specifikus csucsot teszteltem és 8 specifikus csucsot
hatdroztam meg a referencia torzsek tomegspektrumainak Osszehasonlitdsa alapjan,
majd ezeket a biomarkereket teszteltem az élelmiszerekb6l és haszonallatokbol
szarmazo izolatumokon. A specifikus csucsok meghatarozasat 1 db referencia S.
argenteus, 1 db referencia S. schweitzeri és 7 db referencia S. aureus torzs
tomegspektrumainak &sszehasonlitasaval végeztem el. A nyolc biomarker koziil, hét a
S. argenteus és S. schweitzeri fajokra volt specifikus, melyek koziil egyik sem volt
detektalhatd a vizsgalatba bevont izoldtumok tomegspektrumaiban. A vizsgalat soran,
az el6z6 tanulmanyokban meghatarozott 29 biomarker kozil 8 csucs eltérd
fajban/fajokban jelent meg, ezért a biztonsagos elkiilonités érdekében tovabbi referencia
torzsek és izolatumok bevonasa sziikséges, tovabba sziikség lenne valds kornyezetbol

izolalt mintak vizsgalatara is.
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A methicillin-rezisztencia MALDI-TOF MS technikaval torténd azonositasa soran is
a korabbi tanulmanyokban leirt specifikus cstcsok elemzésével kezdtem el a
vizsgalatokat. A 10 tesztelt biomarker koziil minddssze 3 csucs tette lehetové az MRSA
€s MSSA torzsek elkiilonitést, azonban ezek sem minden esetben. A tobbi specifikus
cstics vagy egyik torzsben sem volt detektalhatd, vagy egyarant megjelentek a MSSA ¢és
MRSA torzsekben is, ezért sziikségessé valt tovabbi specifikus csticsok meghatarozasa.
A referencia MRSA ¢és MSSA torzsek tomegspektrumainak Osszehasonlitdsa soran 5
methicillin-rezisztencia specifikus csticsot hataroztam meg, azonban 2 cstcs a klinikai
mintakbol izolalt MSSA torzsekben is megjelent.

A MALDI-TOF MS technikara kidolgozott minta-elokészitési eljarassal, valamint a
meghatarozott specifikus csucsok segitségével 2 torzs esetében allapitottam meg
methicillin-rezisztenciat, melyet korongdiffiziés moddszerrel, MRSA szelektiv és
differencial¢o taptalajjal, valamint a mecA gén jelenlétével is igazoltam. Bar a modszert
az elérhetd valds mintdkon is tesztelhettem, ezek szdmossaga az alacsony incidenicia
miatt nem tekintheté kelloképpen specifikusnak. Emellett, az MRSA t6rzsek nagy
variablitasa megneheziti az altalanosan alkalmazhaté methicillin-rezisztencia specifikus
csticsok meghatarozasat, ezért a biztonsagos elkiilonités érdekében, ebben az esetben is
tovabbi MRSA és MSSA izolatumok bevonasara €s tesztelésére lenne sziikség.

Az ¢lelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek enterotoxin vizsgdlatit és szekvencia
alapu tipizalasat is elvégeztem, mely azt mutatta, hogy a 47 élelmiszerb6l izolalt S.
aureus torzs koziil 23 torzs esetében 4 kiilonbozé SE gént (selp, seh, sei, seg) sikertilt
kimutatni. Az enterotoxint termeld, 23 torzs 44%-aban seh gén, 31%-aban a selp gén
volt kimutathatd, melyek jarvanyiigyi szempontbol kevésbé relevansak.

Az élelmiszerekbdl izolalt 47 S. aureus torzs nagy variabilitast mutatott, hiszen 20
kiilonb6z6 spa tipust hataroztam meg, melyek koziil mindossze 8 spa tipus esetében
tudtam hozzarendelni az MLST tipust a szekvencia adatok alapjan. Az élelmiszerekbdl
izolalt 2 MRSA torzs koziil, az egyik izolatum az ST398 tipusba tartozott, mely a
leggyakoribb LA-MRSA tipus. Azonban nem all rendelkezésiinkre olyan mennyiségii
€s mindségli vizsgalat, amibdl biztosan megallapithatd lenne Magyarorszagon az
¢lelmiszerlancban leggyakrabban el6fordul6 MRSA szekvencia tipus. Tovabba a
mezdgazdasagi haszonallatoktol a forgalomba keriild élelmiszerekig szamos mod nyilik
a kontaminaciora, igy az MLST tipusokbdl legfeljebb csak kovetkeztetni tudunk a
fert6z6 agensre az adott szekvencia tipus adaptacios képességét figyelembe véve.

Feltehet6en a sokkal diverzebb kornyezetnek és szennyezé forrasnak tudhatéd be, hogy

102



az allattenyésztési kdrnyezetbdl szarmaz6 mintakban az spa és az ST tipusok sokkal
kevésbé voltak sokfélék, mivel 6sszesen harom-harom ST és spa tipus fordult eld az
izolatumokban. Jelenleg, a teljes genom szekvenalds, a teljes genom MLST (wgMLST),
a maggenom (cgMLST), vagy az SNP-k (egypontos nukleotid polimorfizmusok)
vizsgalatai adhatndnak valaszt azokra a kérdésekre, hogy tobb izoldtumbol milyen
leszdrmazési viszonyok képezhetdk le, azaz a fertdzés klonalitasa felmérhetd legyen.
Jarvanyos kitorésekben (orvosi, allatorvosi) vagy forras-nyomonkovetés (source
tracking) analizisekben ezeket a modszereket hasznaljak vilagszerte.

A vizsgalatba bevont élelmiszerekbdl és haszonallatokbol szarmazo izoldtumokban
Osszesen 7 kiilonb6z6 MLST tipust tudtam meghatarozni. A szekvencia tipusok és a
MALDI-TOF MS technikaval kapott tomegspektrumok elemzésével markerszetteket
hatdroztam meg, melyek lehetéveé teszik egyes ST tipusok elkiilonitését. Korabbi
tanulmanyok eredményei alapjan 3 ST specifikus csucsot teszteltem és 14 cstcsot
hataroztam meg, melyek az adott ST tipusra specifikusak, illetve tobb ST tipusban, de
kiilonb6z6 kombinaciokban jelentek meg. Ennek kdszonhetden, 7 ST tipus elkiilonitése,
valamint az allattenyésztésben leggyakrabban el6fordulo ST398 tipust torzsek
azonositasara nyilik lehetéség MALDI-TOF MS technikaval. Azonban a S. aureus
torzsek ST tipusainak sokfélesége miatt, jelen esetben is tovabbi torzsek bevonasara van
sziikség. A meghatarozott specifikus csucsok tesztelését eltérd, a dolgozatban nem

szerepld ST tipusba tartozo torzseken is sziikséges elvégezni.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Uj minta-elékészitési modszert dolgoztam ki a modositott hangyasavas
szuszpendalast (M-FA), mely alkalmazasaval szignifikans mértékben (p < 0,05)
magasabb log score értékekkel azonositottam az izoldtumokat, mint direkt
mintafelvitellel (DT) és hangyasavas direkt mintafelvitellel (DT-FA). Az M-FA
¢és az EtOH extrakcid 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

beilleszthet6 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 elkiilonitésére 3 methicillin-rezisztencia specifikus
csucsot hataroztam meg, melyek lehetdve tették az MRSA torzsek gyors

azonositasat az élelmiszerekbdl szarmazod S. aureus izolatumok koziil.

4. Az élelmiszerekbdl izolalt 47 S. aureus torzs vizsgalata soran 2 izolatum
esetében methicillin-rezisztenciat hataroztam meg, melyek koziil a sertéstarjabol
izolalt MRSA torzs t011 spa tipusu és a 398 szekvencia tipusba tartozik, mely
Europaban a leggyakrabban eldforduld allattenyésztéssel Osszefiiggdé MRSA

tipus.

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

az ST398 tipust torzsek azonositasat €s egymastol valo elkiilonitését segitik elo.
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6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1. A koagulaz-pozitiv Staphylococcus fajok elkiilonitése és azonositdsa a fajok
eltéré mértékii patogenitasa és gazdaspecifitasa miatt elengedhetetlen, mind az
¢lelmiszer-mikrobioldgidban, mind a human-, és allatgydgyaszatban egyarant.
Az élelmiszerek mikrobiologiai kritériumairdl szolo, 2005. november 15-i
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 lehet6vé a fajok azonositasat és nem tér ki az antibiotikum
rezisztencia feltérképezésére sem. A MALDI-TOF MS technika egy
megbizhato, gyors és koltséghatékony diagnosztikai mddszer, melyet ma mar
sz¢éleskorben alkalmaznak mikroorganizmusok azonositasara.

2. Az ujonnan kidolgozott modositott hangyasavas szuszpendalas (M-FA) minta-
elokészitési eljaras lehetéveé teszi a S. aureus fajok magas log score értékkel
torténd azonositdsat ¢s a biomarkerek részletes elemzését. Tovabba a S.
argenteus és S. schweitzeri specifikus csucsok lehet6vé teszik a ,,SAC” fajainak
elkiilonitését, melyre a klasszikus mikrobiologiai modszerek nem alkalmasak.
Az M-FA eljaras egy egyszerli, iddtakarékos valamint alacsony vegyszer és
eszkozigényll eljards, mely ezaltal konnyen beilleszthetd a rutin mikrobioldgiai
diagnosztikaba.

3. A tesztelt illetve meghatarozott specifikus csicsoknak koszonhetden, egy
méréssel  szdmos informacidhoz juthatunk a S. aureus  torzsek
tomegspektrumainak elemzése soran. A methicillin-rezisztencia specifikus
csucsok eldsegitik az MRSA gyors azonositasat, mely a sikeres terapia
elengedhetetlen részét képezi. Tovabba, az ST specifikus biomarkerek
alkalmazasa eldsegitheti az egyes ST tipusok elkiilonitését és azonositasat,
ezaltal lehetdvé téve a torzsek epidemioldgiai és evolucids nyomonkdvetését,
melynek nagy jelentdsége van mind élelmiszerbiztonsagi, mind népegészségiigyi

szempontbol.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az antibiotikum rezisztens korokozok koziil a methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) még mindig az egyik leggyakoribb oka a sulyos bakterialis
fertézéseknek, melyek mar nem csak az egészségiigyben (HA-MRSA) ¢és a
kozosségekben (CA-MRSA), hanem az 4llattartasban (LA-MRSA), ezaltal az 4llati
eredetli élelmiszerekben is egyarant el6fordulnak. Dolgozatom céljaul ezért az
¢lelemiszerekben eléforduld MRSA torzsek feltérképezését tiztem ki egy Uj
diagnosztikai modszerrel, a MALDI-TOF MS technika segitségével, melyhez sziikség
volt egy 0j minta-el0készitési modszer kidolgozéasara. Tovabba, dolgozatomban célul
tiztem ki, hogy az azonositott S. aureus torzsek oOsszehasonlitdsat enterotoxin és
szekvencia alapu tipizalas segitségével elvégezzem.

A kidolgozott modositott hangyasavas szuszpendalas (M-FA) minta-elékészitési
moddszer a MALDI-TOF MS spektrumok megfeleld intenzitasanak és felbontasdnak
koszonhetéen lehetévé tette a fajok biztonsagos azonositasat. Az M-FA modszerrel
szignifikans mértékben (p <0,05) magasabb log score értekekkel azonositottam az
izolatumokat MALDI Biotiper 2.0 szoftver segitségével, mint direkt mintafelvitellel
(DT) ¢és hangyasavas direkt mintafelvitellel (DT-FA). Az M-FA ¢és az EtOH
extrakcioval kapott azonositasi log score értékek kozott nem volt szignifikans
kiilonbség, azonban a kidolgozott eljaras anyag és eszkozigénye, valamint az eljarashoz
sziikséges 1d6 alapjan, konnyen beilleszthetd a rutin laboratériumi diagnosztikaba.

MALDI-TOF MS technikaval lehetéségem nyilt a Staphylococcus aureus komplex
(,,SAC”) fajainak elkiilonitésére. A kordbbi tanulmanyokban ¢és az altalam
meghatarozott faj specifikus csicsok alapjan, az ¢€lelmiszerekbdl és haszonallatokbol
izolalt S. aureus torzsek kozott kizarhatd volt a S. schweitzeri és S. argenteus fajok
jelenléte.

Az ¢élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek antibiotikum-rezisztencidjat elsésorban
MALDI-TOF MS technikaval hataroztam meg, melyet korongdiffiziés moédszerrel,
szelektiv differencialo tapkozeggel valamint a mecA gén meghatarozéasaval erdsitettem
meg. A MALDI-TOF MS technikéval torténd antibiotikum rezisztencia vizsgalat soran
is, korabbi tanulmanyokban meghatarozott specifikus csticsokat teszteltem elsésorban,
majd a referencia MRSA ¢és MSSA torzsek tomegspektrumainak 0Osszehasonlitasa
alapjan 3 specifikus csticsot hataroztam meg melyek lehetové teszik az elkiilonitést. A

vizsgalatok alapjan, az élelemiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek koziil 2 torzs esetében
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allapitottam meg methicillin-rezisztenciat, mind a két torzs allati eredetii
¢lelmiszerekbdl szarmazott.

Az élelmiszerekbdl izolalt 47 S. aureus torzs enterotoxin vizsgalata soran 23 torzs
esetében 4 kiillonb6zé SE gént (selp, seh, seg, sei) azonositottam és a torzsek 91%-a
csak egy SE gént hordozott. A leggyakoribb SE gén, a seh gén volt, mely a torzsek
44%-aban volt kimutathato, ezt kovette a selp gén, melyet a torzsek 31%-a esetén
hatdroztam meg. A két MRSA torzs koziil csak a libamajbol izolalt MRSA torzs
hordozott SE géneket (sei és selp).

A szekvencia alapu vizsgalatok alapjan az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek
koziil tobbféle tipusat sikeriilt kimutatni, a 47 izolatum 20 kiilonb6z6 spa tipusba
tartozott. A leggyakoribb a t084 spa tipus volt (19%), ezt kovette a t091 (13%) és t1491
(13%) spa tipus. A 20 azonositott spa tipus kozil, 8 spa tipus esetében tudtam
meghatarozni az MLST tipust az allélvariansok alapjan, a tobbi 14 spa tipus eddig le
nem irt MLST tipusba tartozott. Az élelmiszerekbdl izolalt egyik MRSA torzs a 398
szekvencia tipusba tartozott, ami Eurdépaban a leggyakrabban el6forduld
allattenyésztéssel 0sszefiiggd MRSA tipus. A szekvencia tipusok és a MALDI-TOF MS
technikaval kapott tomegspektrumok elemzésével olyan markerszetteket hataroztam
meg, melyek lehetdvé tették a vizsgalatba bevont élelmiszerekbdl €s haszonallatokbol

szarmazo 7 ST tipus elkiilonitését.
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8. SUMMARY

Among the antibiotic resistant microbes, methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) is one of the major causative agents of severe bacterial infections, not only in
healthcare (HA-MRSA), or communities (CA-MRSA), but also in livestock (LA-
MRSA) and thus may be transferred to foodstuffs of animal origin. The aim of this
study is thus to survey the incidence of MRSA in foodstuffs with a novel technique —
MALDI-TOF mass spectrometry — along with the development of a sample-preparation
technique. Furthermore, my aim was to include enterotoxin and sequence based typing
of the identified S. auerus strain.

The novel M-FA sample preparation technique optimised the intensity and the
resolution of the MALDI-TOF MS spectra and provided reliability in the microbial
identification. The successful identification with Biotyper 2.0 software at a strain level
was significantly (p <0.05) higher when using the modified formic acid suspension (M-
FA) method, than the direct transfer preparation (DT) or the direct transfer with formic
acid (DT-FA) method. There was no significant difference between the identification
success of the M-FA and the ethanol extraction method, however the turnaround-time
and the cost benefits of using the M-FA method make it more easy to apply in routine
laboratory diagnostics.

With the MALDI-TOF MS technique the members of the Staphylococcus aureus
complex (,,SAC”) members could be distinguished from each other. Based on literature
and new diagnostic peaks, we could conclude that S. schweitzeri and S. argenteus were
not identified among bacterial strains of food origin.

The antibiotic resistance of the S. aureus strains of food origin was tested with
MALDI-TOF MS technique, which was supplemented with antibiotic disk diffusion
test, culturing on selective differential media and mecA gene PCR testing. When testing
with MALDI-TOF MS for resistance, specific peak markers were screened from
previous literature and following the analysis of spectra of MRSA and MSSA reference
strains from our investigations, three additional, specific MALDI-TOF MS peak
markers were identified that allowed the discrimination. There were 2 strains identified
as MRSA from our strain collection of S. aureus isolates from foodstuffs of animal
origin.

Among 47 S. aureus strains isolated from food, 23 strains 4 different SE genes (selp,

seh, seg, sei) were identified, and only one SE gene was detected in 91% of the strains.
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The most common SE gene was the seh gene, which was detected in 44% of the strains,
followed by the selp gene, which was determined in 31% of the strains. Among two
MRSA strains, two different types of SE genes (sei, selp) were detected only in a strain
isolated from a goose liver.

Based on the results of sequence-typing, several types of S. aureus strains were
isolated from food: 20 different spa types were identified among the 47 isolates. The
most common spa type was the t084 (19%), followed by t091 (13%) and t1491 (13%).
MLST types could be determined for 8 spa types, the remaining 14 spa types belonged
to no-yet-described MLST types. One of the MRSA strains isolated from food belonged
to the 398 sequence type, which is the most common livestock associated MRSA type
in Europe. Based on the sequence types and the analysis of mass spectra obtained by
MALDI-TOF MS technique, sets of peak markers were determined, which allowed for
the discrimination of 7 different sequence types of S. aureus strains isolated food and

livestock samples.
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12. MELLEKLETEK

1. melléklet: A S. argneteus és S. schweitzeri fajokra specifikus, 2641 m/z cstics
detektalasa

Mass Spectrum =] T
Intens
[au]

6000

S. schweitzeri
S. argenteus
S. aureus

4000

2000

2630 2640 2650 2660 2670 2680 miz.

2. melléklet: A S. schweitzeri fajra specifikus 3453 m/z csucs detektalasa
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3. melléklet: A S. schweitzeri fajra specifikus 4911 m/z cstcs és a S. aureus

valamint S. argenteus specifikus 4942 m/z csucs detektalasa

Mass Spectrum =]
Intens
[a.u]
2000

S. schweitzeri
e S. argenteus
e S aureus

1500

1000

500

4. melléklet: A S. aureus fajra specifikus, 5032 m/z cstcs detektalasa
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5. melléklet: A S. argenteus és S. schweitzeri fajra specifikus, 5286 m/z csucs

detektalasa
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6. melléklet: A S. aureus és S. argenteus fajra specifikus, 6818 m/z csucs
detektalasa
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7. melléklet: A ,,SAC” fajaiban vizsgalt csucsok relativ intenzitas értékeinek

szOrasa
Vizsgalt ion fragment Relativ intenzitas értékeinek szorasa
értckek dtlagai S. aureus S. argenteus S. schweitzeri
2636 m/z 2,42 0,75 0,55
3891 m/z 2,16 3,62 3,93
4306 m/z 11,98 0,84 1,38
4814 m/z 0,75 3,82 1,33
6354 m/z 1,51 1,37 3,08
6889 m/z 6,75 0,84 2,73
8091 m/z 4,40 3,44 2,56
8891 m/z 1,63 1,17 0,63
9627 m/z 2,16 2,71 1,51

8. melléklet: A ,,SAC” fajaiban vizsgalt csucsok jel/zaj arany értékeinek szorasa

Vizsgalt ion fragment Jel/zaj arany értékeinek szorasa
értckek dtlagai S. aureus S. argenteus S. schweitzeri
2636 m/z 7,03 2,81 1,63
3891 m/z 2,04 2,56 0,52
4306 m/z 5,75 3,50 5,12
4814 m/z 5,67 1,41 2,07
6354 m/z 1,37 2,07 1,10
6889 m/z 10,50 10,15 3,85
8091 m/z 1,51 0,98 2,79
8891 m/z 1,03 0,41 2,16
9627 m/z 1,21 1,94 2,93
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9. melléklet: A S. argenteus és S. schweitzeri fajokra specifikus, 2641 m/z cstcs
hianya az ¢lelmiszerekbdl és haszonallatokbdl izolalt S. aureus térzsek

tomegspektrumaiban

PMass Spectrum =
Intens.
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10. melléklet: A S. schweitzeri fajra specifikus, 3453 m/z cstics hianya az
¢lelmiszerekbdl €s haszonallatokbdl izolalt S. aureus torzsek
tomegspektrumaiban
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11. melléklet: A S. schweitzeri fajra specifikus, 4911 m/z csucs hianya az

¢élelmiszerekbdl és haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsek

tomegspektrumaiban
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12. melléklet: A S. argenteus és S. schweitzeri fajokra specifikus, 5286 m/z

csucs hianya az élelmiszerekbdl és haszonallatokbdl izolalt S. aureus torzsek

tomegspektrumaiban

5286 m/z
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13. melléklet: S. aureus komplex specifikus csticsok jelenléte (+) és hianya (-) az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzsek

tomegspektrumaiban
ID S. aureus klonalis komplex specifikus csucsok (m/z)
2636 | 3891 | 4306 | 4814 | 6354 | 6889 | 8091 | 889L | 9627 | 10105 | 5045 | 6613 | 3037 | 5002 | 6580 | 2201 | 2289 | 2307 | 2685 | 3007 | 3875 | 4485 | 4497 | 5507 | 5525 | 5539 | 5551 | 6423 | 6552
SA-1 + - + + + + + + + - - + - - - + + - - + + - + + + - - + +
SA-10 + - + + + + + + + + - + - - - + + - - + + - + + + - + + +
SA-18 + - + + + + + + + + - + - - - + + - - + + - + + + - + + +
SA-2 - - + + + + + + + - - + - - - - + - + + + - - - + - - + +
SA-49 + + + + + + + + + + - + - - - + + - - + + - + + + - + + +
SA-7 - - + + + + + + + + - + - - - - + - + + + - - - + - - + +
SA-21 - - + + + + + + + + - + + - - - - - + + + + + + + - - + +
SA-22 - - + + + + + + + + - + - - - - + - - + + - - - + - - + +
SA-11 - - + + + + + + + - - + + - - - - - - + + - - - + - + + +
SA-12 - + + + + + + + + + - + - - - - + + - + + - - + + - - + +
SA-13 - + + + + + + + + + - + - - - - - - + + + - + - + - + + +
SA-16 + + + + + + + + + + - + - - - - + - - + + - - + + - - + +
SA-44 + - + + + + + + + + - + - - - + + + - - + + - - + + + + +
SA-17 - - - + + + + + + + - + - - - - + - - + + - + + + - - + +
SA-20 - + + + + + + + + - + - - - + - - - - + - - + + - - + +
SA-28 + - - + + + + + + + - + + - - + - - - - + - - + + - - + +
SA-29 + + - + + + + + + + - + - - - + - - + + + - + - + - - + +
SA-4 + - + + + + + + + + - - - - - + + + + + + + + + + - + + +
SA-31 + - - + + + + + - - + - - - - + - + - + - + - - - - + +
SA-5 - - + + + + + + + - - - + - - - + - - + + - - + + - + + +
SA-6 - + + + + + + + + - - - + - - - - - + + + - + - - - - + +
SA-32 - + - + + + + + + + - + - - - - - + - + + - - + + - + + +
SA-25 + - - + + + + + + + - + - - - + + + - - + - + + + - - + +
SA-33 - - - + + + + + + - - + + - - - + + + + + + + - + - - + +
SA-24 - - + + + + + + + + - - - - - - + - + - + - - + + - - + +
SA-34 - + + + + + + + + - + + + - - - - - + + + - + - - - - + +
SA-9 - + + + + + + + + + - + - - - - - - + + - - + + - + + +
SA-35 - + + - + + + + + + - + - - - + - - - - + - + - + + - + +
SA-36 - - + + + + + + + + - - - - - - - - - - + - - + - - + + +
SA-37 - - - + + + + + + + - + - - - - - + - + + - - - + - - + +
SA-15 + + + - + + + + + + - + - - - - + - - + + - + - + + - + +




+
+
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+
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14. melléklet: S. aureus komplex specifikus csticsok jelenléte (+) és hianya (-) a haszonallatokbol izolalt S. aureus torzsek

tomegspektrumaiban
ID S. aureus klonalis komplex specifikus csucsok
2636 | 3891 | 4306 | 4814 | 6354 | 6889 | 8091 | 8891 | 9627 | 10105 | 5045 | 6613 | 3037 | 5002 | 6580 | 2201 | 2289 | 2307 | 2685 | 3007 | 3875 | 4485 | 4497 | 5507 | 5525 | 5539 | 5551 | 6423 | 6552

SA-127 | + - + + + + + + + - - + + - - - + - + + + - - - + - - + +
SA-146 | - - + + + + + + + - - + - - - - + + - + + + - - + - - + +
SA-297 | + - + + + + + + + + - + + - - - + - - + + - - + + - - + +
SA-136 | + + + + + + + + + - - + - - - - - + + + + + + - - - - + +
SA-237 | + - + + + + + + + - + + - - - + + - - - + - - - - - + + +
SA-034 | - + + + + + + + + - - + - - - - - + - + + + + - - + - + +
SA-113 | + - - + + + + + + + + + - - - + - + - - + + - + + - - + +
SA-126 | + + + + + + + + + - - + - - - - + + + + + + - - - + + + +
SA-116 | + - + + + + + + + + - + - - - + - - - + + + - - + - - + +
SA-121 | - - + + + + + + + + - + + - - - + + - + + - - - - + - + +
SA-145 | + - + + + + + + + + + + - - - - - - + + + + + + + - - + +
SA-329 | - - - + + + + + + + - + - - - - + + + + + - - - - - - + +
SA-065 | - + + + + + + + + + - + + - - - - - - + + - - - - - - + +
SA-127 | + - + + + + + + + + - + + - - - - - + + + + - + + - - + +




15. melléklet: El16z6 tanulmanyokban ¢s altalam meghatarozott specifikus csucsok

tesztelése a haszonallatokbol izolalt S. aureus torzseken

1D MRSA specifikus csucsok

2127 | 2414 | 3043 | 4607 | 5070 | 6576 | 6885 9216 | 9632 | 10152 | 2453 4461 2548 2718 3885
SA- - - + - + - + - + - - + + + +
127
SA- - - + + + + - - + - - + + + +
146
SA- + - + - + - + + + - - + + + +
297
SA- - - + - + + - - + - - + + + +
136
SA- - + + - + + - - + - - + + + +
237
SA- + + - + + + - + + + + + + + +
034
SA- - + + + + + - - + - - + + + +
113
SA- - + + + + + + + + - - + + + +
126
SA- - - - - + + - - + - - + + + +
116
SA- - - - - + + - - + - - + + + +
121
SA- - - + - + + + + + - - + + + +
145
SA- - - - - + + - + + - - + + + +
329
SA- - + - - + + - - + - - + + + +
065

16. melléklet: E16z6 tanulmanyokban és altalam meghatarozott specifikus csucsok

tesztelése a klinikai mintabol izolalt S. aureus torzseken

ID MRSA specifikus csucsok

2127 | 2414 | 3043 | 4607 | 5070 | 6576 | 6885 | 9216 | 9632 | 10152 | 2453 | 4461 | 2548 | 2718 | 3885
Gl- | - + + - + - + - - - - - + - +
1
Gl- | - + + - - - + + - - - - + - +
18
Gl- | - + + - + - + - - + - - - + -
01
Gl- | - + + - - - + - - + - - - + -
17
Gl- | - - + - - - - - + - - + - - -
12
Gl- | - - + - - - - - + - - + - - -
22
Gl- | - - + - - - - - + - - - + - -
29
Gl- | - - + - - - - - + - - - + - -
40




17. melléklet: E16z6 tanulmanyokban €s altalam meghatarozott specifikus

csucsok tesztelése az élelmiszerekbdl izolalt S. aureus torzseken

ID MRSA specifikus csucsok (m/z)

2127 2414 3043 4607 5070 6576 6885 9216 9632 10152 2453 4461 2548 2718
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