Varandés nék Streptococcus agalactiae sziirése és methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus torzsek kimutatasa MALDI-TOF tomegspektrometriaval: alkalmazas és

modszerfejlesztés

PhD disszertacio tézisei

Abrék Marianna

Témavezeto:

Prof. Emer. Dr. Deak Judit

Szegedi Tudomanyegyetem

Interdiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola

2
0y g
TUpoMAayy

Szegedi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar

Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet

2020
Szeged



Tartalomjegyzék

TartalOMIEZYZEK ... ettt bbbttt bt bbbt b e b e bRt e nenr e bt 2
1. BEVEZETES. ..ottt 3
1.2 Baktériumok MALDI-TOF MS azonositasa a klinikai mikrobiologiai gyakorlatban................... 3
1.2.1 FajSZINtU QZONOSTLAS .....veeuveveeiietisiiete sttt sttt sttt sttt bbb et b ebe e besbeenbenee e 3
1.2.2 Fajon beliili csoportok meghatarozasa — tipizalas ..........ccccovrireeiininie e 4
1.3 A Streptococcus agalactiae aZonoSItASA ...........viveriirrerieiieieieesi e 4
1.3.1 Altalanos jellemzés és KInikai JElentGSEE .....o..vvrrrrrrrrerereiieesesesessessessesssesssnsnsssessessenenns 4
1.3.2 Fajon beliili csoportok a Streptococcus agalactiae esetében ...........covvvvieieriinieiineienenienns 4
1.3.3 Varands NOK GBS SZUTESE .......cueeiuiiiiiiiiiiieiieesiee sttt ettt sttt be b nene s 5
1.4 Methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) aZOnOoSItasa .........cecvevveveeireeriesesvesenneas 6
1.4.1 Altalanos jellemzés és KInikai JElentGSEE .......vvrrrrrrrrerrieeieiiesesessessesseesssesssssnsessen s sseans 6
1.4.2 AZ MRSA KIMUEAEASA. ... eeitieitieiiiesiie sttt sttt et be e b e saeessbe st e beesbeesbeesaneas 6
2. CELKITUZESEK .....cooivuuiiueiseesssesesss s s essssss sttt 7
3. ANYAGOK ES MODSZEREK ......coooitrmiummiesmessmerssssssssssssssss st ssssssssssssssassssssssssssssssssssens 7
3.1 Klinikai mintak €és baktérium tOTZSEK............coeriiiiiiiiiieiecse e 7
3.2 Standard teny€sztési €s azonositasi MOASZETEK ...........evvreiririeiiiiie s 8
3.3 Antibiotium €rzékenys€gi VIZSZAIAL ........ccceoiiiiiiiiiiicee e 8
3.4 PBP2’ lateX agg@lutiNACIOS TESZE ....uevuviirieieeitie it st sttt ettt ettt ettt e b e e sneennee s 8
3.5 MALDI-TOF MS QNAHZIS ....veeviiiiiiiiiiiit ittt sttt sttt sbe e st saee et beesteesaee s 8
3.6 Az ST-1 és ST-17 szekvencia-tipusok MALDI-TOF MS-alap(i kimutatasa............cc.coeevrerernennns 9
4. BREDMENYEK ....couittmitimiisesssesssseessses s ssss sttt 9
4.1 MALDI-TOF MS-alapt modszer kidolgozasa varandos nék Streptococcus agalactiae
kolonizaciéjanak gyors kimutatasara (Abrok et al., 2015)........cccueveevereeeeeerereiereseeseesee e, 9

4.2 Az SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpontban 2012 és 2018 kozott varandos nok
korében MALDI-TOF MS alkalmazasédval végzett GBS szlirések eredményeinek 6sszehasonlito

elemzése (Abrok et al., 2020)...........covueueerereeeeeieressseeses st tes s s et 10
4.3 A MALDI-TOF MS alkalmazasa magas virulenciaju ST-1 és ST-17 S. agalactiae klonok
KIIUEALASATAL ...ttt b bt b et h bttt e e bt e sbe e she e sh bt e a bt et e e be e bt e ebeeenreenneenbe e e 11
4.4 MALDI-TOF MS-alapi modszer kidolgozasa methicillin-rezisztens S. aureus torzsek gyors
kimutatasara (Abrok et al., 2018).........cc.ceveveeveiereieiceeieeies et esee ettt 11
5. MEGBESZELES......cooiitimiiiiieiis st 13
5.1 MALDI-TOF MS-alapu médszer kidolgozasa varandos nék Streptococcus agalactiae
kolonizacidjanak gyors KIMULALASATA .........cceeiverieiiiiiiie st 13

5.2 Az SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpontban 2012 és 2018 kozott varandds ndk
korében MALDI-TOF MS alkalmazasaval végzett GBS szilirések eredményeinek dsszehasonlitd

L1 80 V2T 14

5.3 A MALDI-TOF MS alkalmazasa magas virulenciajua ST-1 és ST-17 S. agalactiae klénok

LG 001D U217 132 - VR 14

5.4 MALDI-TOF MS-alapt modszer kidolgozasa methicillin-rezisztens S. aureus torzsek gyors

Q001D 7217 1T ) PR 15
6. KOVETKEZTETESEK ...ttt ee et eeeeeeteeetee e eeeeseeeeneseseseeeeteseseaeeseseenenesseeeeeanasenaens 15
IRODALOIEGYZEK ....ooviovieieecieeieeesesses sttt seassssesssns s sensnsn s snsnans 17
SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE .....coviieieeieeeeeeeet e eeeee et e sttt s ees s sesn st en s enneens 19
KOSZONETNYILVANITAS ..ottt 22



1. BEVEZETES

A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacids, repiilési id6 mérésén alapuld
tomegspektrometria (MALDI-TOF MS) hatékony moddszernek bizonyult a baktériumok
azonositasara ¢és napjainkra a rutin klinikai mikrobiologiai diagnosztikai laboratériumok
diagnosztikai arzenaljanak fontos részévé valt. Az adatbazisok folyamatos fejlesztése mellett
napjainkban két fo teriiletre fokuszalnak a fejlesztések: (i) az azonositashoz sziikséges id6
lerdviditésére €s (ii) a tomegspektrumok elemzésén alapuld kiilonféle tipizalasi eljardsok
fejlesztésére. Mivel a MALDI-TOF MS analizishez alapvetOen tiszta tenyészetek sziikségesek,
az identifikalashoz sziikséges id6 lerovidithet6 a mintael6készités optimalizalasaval, vagy oly
modon, hogy az azonositas kdzvetleniil a mintabol vagy a szelektiv minta dasitobol torténik. A
tipizalas a tomegspektrumban jellegzetes, specifikus cstucsok eléfordulasa, illetve tipus-

specifikus spektrum mintazatok azonositasa altal valosulhat meg, amit példaul az antibiotikum

crer

1.2 Baktériumok MALDI-TOF MS azonositasa a klinikai mikrobiolégiai gyakorlatban

1.2.1 Fajszintii azonositds

A baktériumok fajszintll azonositdsara alkalmas specidlis fehérje mintazat
létrehozasahoz folyamatosan termel6dd, nagy mennyiségben jelenlévs, a 2-10 kDa
tartomanyba es6 méretii fehérjéket hasznalnak [1]. Mivel az aktualisan detektalt spektrum
sohasem egyezik meg teljesen a referencia adatbazisban talalhato spektrumokkal, az elemzést
végz6 szoftver a spektrumhoz egy Gn. score értéket kalkulal (log score), amely a mért minta
spektruma és a referencia spektrum hasonlosagat jelzi. A gyakorlatban a score értékeket az
identifikalas soran figyelembe kell venni. Altalaban a 2,0 fol6tti értékek megbizhat6 faji szinti,
a1,7-2,0 kozotti értékek megbizhatd nemzetség szintli azonositast tesznek lehetévé [2].

Az elemzett minta altalaban az adott izolatum tiszta tenyészetének egy kis mennyisége.
A minta vizsgalhato ugy, hogy a baktérium telep mintahordozora (target plate) torténd felvitele
¢és szaradasa utan kozvetleniil fedik a matrixszal (direkt transzfer modszer) [3]. Bizonyos
esetekben, az identifikalas hatékonysaganak novelése érdekében a direkt transzfer
kiterjeszthetd egy gyors, 70%-os hangyasav alkalmazasaval (direkt transzfer — hangyasavas
preparalas) [3]. Mas esetekben a target lemezen végzett alkoholos-hangyasavas extrakci6 is
alkalmazhato [4]. Bizonyos mikroorganizmusok esetében a MALDI-TOF MS analizishez
szlikséges fehérjék nem tarhatok fel megfelelden a mintahordozon végzett extrakcidval.

Ehelyett a fehérje kivonast a mintalemezre térténd felvitel el6tt kell elvégezni [5]. A MALDI-
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TOF MS identifikalas altalaban kevesebb mint egy orat vesz igénybe. Mivel a megbizhatd
eredményhez tiszta tenyészetek hasznalata ajanlott, a tenyésztési 1épés az esetek toObbségében
nem kihagyhat6. Ezért legkevesebb 18-48 ora, illetve a mikroorganizmus tenyésztési
sajatossagaitol €s a klinikai minta tipusatol fiiggden, akar hosszabb tenyésztési id6 €s tovabbi

dusitas is sziikséges lehet [4].

1.2.2 Fajon beliili csoportok meghatdarozdsa — tipizalds

Az elmult évtizedben szamos erdfeszités tortént annak érdekében, hogy a MALDI-TOF
MS identifikalast kiterjesszék a faj alatti csoportok azonositasanak iranyaba, azaz olyan
torzstipizalasi modszereket fejlesszenek, amelyek képesek azonositani a kiilonféle
szerotipusokat, toxin termeld, vagy magas virulenciaja, illetve antibiotikum rezisztenciaval
rendelkezd torzseket. Az ilyen modszerek fejlesztésének kulcslépése a tomegspektrum
akkuratus elemzése és ezaltal specifikus csucsok, vagy cstcs mintazatok felismerése [6-8].
Annak ellenére, hogy szamos tanulmany igazolta a MALDI-TOF MS alkalmazhatdsagat ezen

a terlileten, az eddig kidolgozott mddszerek tobbsége egyelore kisérleti stadiumban van [9].
1.3 A Streptococcus agalactiae azonositasa

1.3.1 Altalinos jellemzés és klinikai jelentéség

A Streptococcus agalactiae vagy B csoportu Streptococcus (GBS) Gram-pozitiv -
hemolizal6é baktérium, amely egyike az 1jszilottkori invaziv fertézések, az ujsziilottkori
szepszis és meningitis leggyakoribb korokozodinak [10-12]. A GBS kommenzalistaként jelen
lehet a gastrointestinalis és genitourinalis traktusban, a varandés ndék mintegy 10-30%-a
tiinetmentesen kolonizalt S. agalavtiae-val [10,13]. Ezen n6k esetében ugyanakkor fokozott a

korasziilés vagy halva sziiletés kockazata [12].

1.3.2 Fajon beliili csoportok a Streptococcus agalactiae esetében

Napjainkban 10 GBS szerotipust (la, Ib, 11-1X) kiillonboztetiink meg a poliszacharid tok
szerologiai jellemzdi alapjan [14,15]. Ezek kozil a III. szerotipust hozzak legtobbszor
Osszefliggésbe az ujsziiléttkori invaziv fert6z6 megbetegedésekkel [16,17].

A szerologiai tipusok mellett, multilokuszos szekvencia tipizalassal (multilocus
sequence typing; MLST) kiilonféle szekvencia-tipusokat (Sequence type; ST) is
megkiilonboztetnek [18]. A human eredett GBS tipusok 6 nagy klonalis komplexbe sorolhatok
[19]. A szekvencia-tipusok koziil az ST-17 jol ismert, mint olyan klon, amely erésen asszocialt
a kora 0jsziilott kori meningitises, illetve a GBS okozta késdi invaziv fertézésekkel [10]. Ezek
féleg a I11. szerotipusba tartozo torzsek €s “magas virulenciaju” klonként definialjak dket. Tobb
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tanulmany hangsulyozza az ST-17 tipusu torzsek gyors kimutatasanak jelentdségét pozitiv
GBS-sziirés esetén [6]. Mint a korai Gjsziilottkori invaziv fertézések jelentds korokozodja, egy

masik klon, az ST 1 is jelentds, amely féleg az V. szerotipushoz kothet6 [20].

1.3.3 Virandos nék GBS sziirése

A varandos n6k korében végzett GBS-sziirést mar szamos orszagban bevezették [10].
A sziirés soran a hiivelyi/rektalis GBS-kolonizaciot mutatjak ki, amely sziilés kozben adando
intrapartum antibiotikum profilaxist (IAP) indikal az ujsziilottkori invaziv S. agalactiae
fert6zések megelézése céljabol [10]. A standard modszer a kolonizacidé meghatarozasara a
tenyésztés, amely az ajanlasok szerint egy szelektiv dusitasi Iépéssel indul (pl. nalidixsavval és
colistinnel kegészitett modositott Todd-Hewitt dusitdo alkalmazasaval), amit 18-24 ora
inkubalés utan a megfeleld taptalajra (pl. Columbia agar 5% birkavérrel) torténd kioltas és ujabb
24-48 6ras inkubacio kovet [21]. Alkalmanként tovabbi 24 Ora tenyésztés is sziikséges lehet, ha
a szelektiv tenyésztés nem jar egyértelmili eredménnyel. Ezért a teljes tenyésztésen alapulod
identifikalasi folyamat 2-3 napot is igénybe vehet.

A MALDI-TOF MS hatékony moddszer a S. agalactiae és egyéb béta-hemolizald
streptococcusok azonositasara ¢és rutinszerlien alkalmazzak a klinikai mikrobiologiai
laboratoriumok [18]. Mivel ez a metodika tiszta tenyészetet igényel, a fent emlitett tenyésztési
Iépésekre sziikség van az identifikalas elott [18,22]. A MALDI-TOF MS ugyancsak
alkalmasnak bizonyult egyes GBS MLST tipusok meghatarozasara. Lartigue és munkatarsai
[6] leirtak egy, a tomegspektrumban talalhato specifikus csucsok detektalasan alapuld modszert
az ST-17 és ST-1 klonok azonositasara.

Mivel a S. agalactiae torzsek érzékenyek B-laktamokra, a penicillin szarmazékok az
els6ként valasztando szerek IAP, illetve GBS infekciok terapiaja soran [23]. Penicillin érzékeny
varandos nok esetében clindamycin alkalmazédsa javasolt, clindamycin rezisztens torzsek
jelenléte esetén vancomycin terapia lehet az alternativa [23]. Ugyanakkor a beta-laktam
alternativaként hasznalt antibiotikumokra rezisztens torzsek el6fordulasi gyakorisaga
vilagszerte novekszik [23,24]. Ezért a varandos nék Streptococcus agalactiae szlirése soran
kitenyészett GBS torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalata elengedhetetlen a rutin klinikai

mikrobiologiai diagnosztikaban.



1.4 Methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) azonositasa

1.4.1 Altaldnos jellemzés és klinikai jelentdség

A Staphylococcus aureus egy Gram-pozitiv baktérium, amely mind a normal mikrobiota
tagjaként, mind patogén mikroorganizmusként el6fordul. Az MRSA jelentds patogén, mely
nagyon valtozatos nosocomialis ¢és kozosségben szerzett fertézéseket okozhat a
borfert6zésektol, az életveszélyes véraram fertézéseken at, az endocarditis-ig, vagy a
tidogyulladasig [25].

A methicillin rezisztencia altalaban olyan alternativ penicillink6té fehérje (pl. PBP2a)
jelenlétének kovetkezménye, amely alacsony affinitast mutat a beta-laktam antibiotikumok
irant, amelyek igy nem tudjak hatékonyan gatolni a baktériumsejtfal szintézisét [26]. A PBP2a
nem a genom adott 16kuszan kodolt PBP egy valtozata és nem taldlhatdé meg a methicillin-
érzékeny Staphylococcus aureus torzsekben. Egy specialis gén, a mecA gén kodolja, amely egy
mobilis genetikai elemen helyezkedik el [27]. A methicillin rezisztencia a gyakorlatban
valamennyi beta-laktam antibiotikummal szembeni rezisztenciat jelenti [26]. Tovabba az
MRSA izoldtumok egyéb antibiotikumokkal szemben is rezisztenssé¢ valhatnak, koztiik
vancomycinnel szemben, amely, kiilondsen stilyos infekciokban, az MRSA fertdzés kezelésére
az egyik legalkalmasabb valasztas [28]. Mivel az ilyen fert6zéseket gyakran nehéz kezelni és a
megfeleld antibiotikum terapia meginditasdnak esetleges késlekedése komolyan befolyasolja a
klinikai kimenetelt, az MRSA fert6zés gyors és megbizhatdo kimutatasa fontos feltétele a

hatékony terapianak [29].

1.4.2 Az MRSA kimutatdsa

Az MRSA kimutatas standard mddszere egy szelektiv tenyésztéses sziirési stratégia,
amely egy 24 oOrés szelektiv disitasi 1€pést €s egy szelektiv taptalajon torténd tenyeésztést foglal
magéba [25,30]. Igy az identifikacio kb. két napot vesz igénybe. Ezutan még tovabbi 24 6rat
igényelhet a methicillin érzékenység tesztelése, illetve a rezisztencia kimutatasa. Az EUCAST
ajanlasa a torzs cefoxitinnel szembeni érzékenységi vizsgalatat javasolja a meticillin
rezisztencia kimutatdsara.

A mecA génen kodolt PBP 2a szerologiai kimutatasa is lehetséges, mivel ez a fehérje az
MRSA torzsek sejtmembranjaban talalhatd. Az e célra kifejlesztett gyors, latex agglutinacios
vagy membran immunoassay modszerek altalanosan elterjedtek [25, 29].

A MALDI-TOF MS rendkiviil megbizhato ¢és hatékony moddszer a S. aureus torzsek

azonositasara [31,32]. Mivel ez a technika tiszta tenyészetet igényel, a szelektiv dusitasi és



kioltasi 1épéseket kell alkalmazni az analizis el6tt. A tdmegspektrum elemzése alapjan torténd
MRSA kimutatasra tobbféle eljarast kidolgoztak, de ezek még nem terjedtek el a rutin klinikai
mikrobiologiai diagnosztikai gyakorlatban [7].

2. CELKITUZESEK

Célunk a MALDI-TOF MS modszer alkalmazasa és fejlesztése volt egyes baktériumok
fajszintli azonositasara és klinikailag relevans faj alatti csoportok meghatarozasara. Ennek

megfelelden célkitiizéseink a kdvetkezdk voltak:

1. Olyan MALDI-TOF MS-alapti moédszer kidolgozasa, amely lehet6vé teszi a varandos nék
korében végzett Streptococcus agalactiae szilirés id6tartamanak leroviditését, mely magaban

foglalja a minta preparalas optimalizalasat.

2. A 2012-2018 kozotti idészakban varandos ndk korében intézetlinkben végzett GBS sziirési
é¢s a kolonizdl6 GBS torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalati eredményeinek

O0sszehasonlitd elemzése.

3. A Lartigue és munkatarsai [6] altal, magas virulenciaja ST-1 és ST-17 S. agalactiae klonok
azonositasara leirt MALDI-TOF MS-alapu eljaras alkalmazasa és tesztelése a varandos nék

GBS sziirésére érkezett mintakbol tenyészett S. agalactiae izolatumokkal.

4. Gyors MALDI-TOF MS-alapti moédszer kidolgozasa methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus torzsek kimutatdsdra. Ez magédban foglalja a MALDI-TOF MS-hez sziikséges
mintaelOkészités optimalizalasat az MRSA torzsek detektaldsdhoz sziikséges 1d6 lerdviditése
céljabol, valamint a MALDI-TOF MS analizis kombinalasat a PBP2a fehérje kimutatasara

alkalmas latex agglutinacios teszttel.
3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Klinikai mintak és baktérium torzsek

A GBS sziiréshez hasznalt MALDI-TOF MS eljaras mintael6készitési modszerének
optimalizalasahoz hasznalt referencia torzsek a kovetkezok voltak: S. agalactiae ATCC 13813,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ¢és Candida albicans ATCC 14053. Az altalunk kifejlesztett, szelektiv Todd-
Hewitt dusito folyadékbol végzett MALDI-TOF MS alkalmazas tesztelését 100 db, a Szegedi
Tudoményegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont Sziilészeti- és Nogyogyaszati

Klinikajarol 2013-2014-ben varandoés nék korében végzett S. agalactiae szlirésre



laboratoriumunkba érkezett hiivelyvaladék mintabol végeztikk. A SZTE Szent-Gyorgyi Albert
Klinikai Kozpont Sziilészeti- és Nogyogyaszati Klinik4jan gondozott gravidak hiivelyvaladék
mintdibol 2012. janudr és 2018. juliusa kozott laboratdériumunkban végzett GBS-sziirési
eredményeit értékeltiik (n=19267). A pozitiv GBS-sziirés esetén a S. agalactiae izolatumok
antibiotikum érzékenységi vizsgalatat is elvégeztiik (n=3554). A 2017-2018-ban izolalt GBS
torzsek koziil véletlenszeriien kivalasztottunk 260 izolatumot, melyek MALDI-TOF
tomegspektrumat elemeztiik az ST-1 és ST-17 tipusok kimutatasa céljabol.

A SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont klinikairol 2015 szeptembere ¢€s 2017
Jjuniusa kozott MRSA-sziirésre laboratoriumunkba érkezett 255 mintat vontunk be az altalunk
kidolgozott, a MALDI-TOF MS és a PBP2a latex agglutinacids teszt kombinacidjan alapuld
MRSA kimutatasi eljaras tesztelésére; a mintak megoszlasa a kovetkezo volt: 92 orrvaladék, 85

torokvaladék, 34 axilla torlés, 32 inguinalis torlés és 12 egyéb minta.
3.2 Standard tenyésztési és azonositasi modszerek

A GBS sziirésre érkezett mintakat a CDC 2010-ben megjelent ajanlasanak megfelelden
a standardnak szamit6 szelektiv dusitast alkalmazo tenyésztéses modszerrel dolgoztunk fol
[21]. Az MRSA sziiréseket a szintén standard modszernek szamito, szelektiv dusitason alapulo

tenyésztéses modszerrel végeztiik [30,33].
3.3 Antibiotium érzékenységi vizsgalat

Az antibiotium érzékenységi vizsgalatokat az EUCAST aktualis ajanlasainak
megfelelden végeztiik korongdiffiizios, vagy MIC meghatarozdson alapuldé modszerrel

(http://www.eucast.org/) [34].

3.4 PBP2’ latex agglutinacios teszt

A mecA-gén altal kodolt PBP2a fehérje termeld S. aureus torzsek kimutatdsat PBP2’

latex agglutinacios teszttel végeztiik (Oxoid, England), a gyarto eldirasainak megfelelden.
3.5 MALDI-TOF MS analizis

A rutin mikrobioldgiai diagnosztikaban alkalmazott fajszintli azonositashoz a minta
preparalast direkt transzfert kdvetd, mintahordozon végzett hangyasavas extrakcioval végeztiik
mind a GBS, mind a S. aureus torzsek esetében [3]. A MALDI-TOF MS analizist Wieser €s
munkatarsai [31] altal leirtaknak megfeleléen Microflex MALDI Biotyper késziilékkel

végeztiik (Bruker Daltonics, Németorszag).



3.6 Az ST-1 és ST-17 szekvencia-tipusok MALDI-TOF MS-alapt kimutatasa

Az ST-1 és ST-17 szekvencia-tipusok kimutatasat 260 GBS torzs tomegspektrumanak
elemzésével végzetiik a Lartigue és munkatarsai [6] altal leirt modszernek megfeleléen. A ST-
1 torzsekre jellemz6é 6250 Da, valamint a ST-17 torzsekre jellemz6 7625 Da tomegii fehérjék
jelenlétének detektalasat a flexAnalysis 3.4 szoftverrel (Bruker Daltonics, Németorszag)

végeztik.
4. EREDMENYEK

4.1 MALDI-TOF MS-alapu médszer kidolgozasa varandos nék Streptococcus agalactiae
kolonizaciéjanak gyors kimutatasara (Abrok et al., 2015) [35]

A varandos nék GBS-kolonizacidjanak kimutatdsara a tenyésztésen alapuld sziirési
modszerek tekinthetOk standard moédszernek. Annak érdekében, hogy lerdviditsik az
identifikdlashoz sziikséges 1d6t, a MALDI-TOF MS-t megel6z0 mintaelOkészitést
optimalizaltuk, hogy a kimutatas kozvetleniil a szelektiv dusité folyadékbol elvégezhetd
legyen.

A tesztekhez 18 oran at modositott Todd-Hewitt szelektiv dusitoban inkubalt mintakat
hasznaltunk. A modszer optimalizalasa soran az S. agalactiae és mas baktériumok ismert
torzseit inkubaltunk a szelektiv dusito folyadékban, majd MALDI-TOF MS analizist végeztiink
a torzsek azonositasa cé€ljabol. E kisérletek tapasztalataira épitve, az alabbi minta preparalasi
eljarast javasoljuk a szelektiv dusitobol kdzvetleniil megvalosithatdo GBS sziirésre:

1 ml mikrocentrifuga-csdbe mért szelektiv dusitd folyadékot lecentrifugalunk (15 500 x
g, 2 perc, 20 °C), majd a baktérium tiledéket 300 ul desztillalt ultra tiszta vizben feloldjuk. A
baktérium szuszpenzidhoz 900 pl abszolit etanolt adunk és alapos keverés utan ujra
centrifugaljuk (15 500 x g, 2 perc, 20 °C). A feliiliszo eltavolitasa utan a keletkezett tiledékhez
25 ul 70%-o0s hangyasavat, majd keverés utan 25 ul acetonitrilt adunk és ajra centrifugaljuk
(15500 x g, 2 perc, 20 °C). A feliiluszobol 1 pl-t visziink fel a mintahordozé lemez
mintahelyére. A mintat szobahdmérsékleten szaradni hagyjuk, majd 1 ul matrixszal fedjiik,
szaradas utan elvégezzilk a MALDI-TOF MS analizist.

A fent leirt médszert 100 db hiivelyvaladék mintan teszteltiik és dsszehasonlitottuk az
altalunk kidolgozott modszerrel kapott eredményeket a standard GBS szliréssel kapott
eredményekkel. A standard GBS sziiréssel 27 minta bizonyult pozitivnak, ezek koziil az

altalunk kidolgozott, szelektiv dusitobol végzett MALDI-TOF MS moddszerrel 20 esetben



igazolodott S. agalactiae jelenléte (score value: 1,711-2,322). A 7 tovabbi, hagyomanyos
sziiréssel GBS pozitivnak bizonyult minta esetében az altalunk kidolgozott mddszer 6 esetben
Enterococcus faecalis-t adott meg (log scores: 1,797-2,070), 1 esetben pedig S. aureus-t (log
score: 1,636). Ezekben az esetekben az inkubacid utan a szelektiv dusitoban E. faecalis és S.
aureus volt a dominans baktérium, melyek a hagyomanyos tenyésztéses modszerrel is
kimutathatok voltak. Mind a 73, standard modszerrel GBS negativ minta negativnak bizonyult
az altalunk kidolgozott gyors modszerrel is. Tehat az esetek 93%-4ban a gyors MALDI-TOF
MS modszer a standard sziiréssel megegyez6 eredményt adott. A két moddszerrel kapott
eredmények kozotti eltérés oka valamilyen B-csoporti Streptococcus-tol eltérd baktérium
jelenléte volt a mintaban. Az 4j MALDI-TOF MS alkalmazason alapulé modszer pozitiv
prediktiv értéke 100%, negativ prediktiv értéke 91%, specificitasa 100%, szenzitivitasa pedig
74,1% volt.

4.2 Az SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpontban 2012 és 2018 kozott varandos
nék korében MALDI-TOF MS alkalmazasaval végzett GBS sziirések eredményeinek
osszehasonlito elemzése (Abrék et al., 2020) [36]

Varandos nok korében 2012 janudrja és 2018 juliusa kozott laboratdoriumunkban végzett
Streptococcus agalactiae sziirések eredményeit elemeztiik. A vizsgalt iddszakban 19267
varandos nd hiively/cervix valadék mintajabol végeztink GBS sziirést a CDC 2010-es
ajanlasanak megfelel6 szelektiv dusitast és tenyésztést alkalmazd modszerrel. A kitenyészett S.
agalactiae torzsek azonositasit MALDI-TOF MS analizissel végeztik. A vizsgalt
populdcidban 3554 esetben mutattuk ki GBS jelenlétét a mintakban. A vizsgalt iddszakot
tekintve az egyes években csak kis valtozasok figyelhet6k meg a kolonizacios ratakat tekintve,
melyek 17,4% és 19,8% kozott valtoztak (atlag: 18,4%). A S. agalactiae-vel kolonizalt terhes
ndk aranya valamennyi korcsoportban magasabb volt 10%-nal. Megemlitendd, hogy bar a 26-
30 év kozotti gravidak csoportjaba tartozo ndktdl joval kevesebb mintat (n=3566) teszteltiink,
mint a 31-35 éves korcsoportba tartozoktol (n=6510), a kolonizalt varandds ndk aranya
ugyanannyi (19%) volt mindkét korcsoportban, és 6sszehasonlitva a tobbi korcsoporttal ez az
érték volt a legmagasabb.

A GBS sziirés soran izolalt S. agalactiae (n=3554) torzsek antibiotikum érzékenységi
vizsgalatat is elvégeztiik. Az izoldtumok mindegyike érzékenynek bizonyult penicillinre,
cefuroximra, vancomycinre és trimethoprim-sulfamethoxazolra. Az erythromycinre rezisztens

tozsek aranya 34,9%, a clindamycinre rezisztens torzsek aranya 34,6% volt. Az erythromycinre
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vagy clindamycinre rezisztens torzsek tobbsége korezisztensnek bizonyult a két antibiotikumra,
igy a GBS pozitiv mintakbol izolalt S. agalactiae torzsek 33,2%-a rezisztens volt
erythromycinre és clindamycinre egyarant. Az izolatumok kis része volt rezisztens csak
erythromycinre (1,9%), vagy csak clindamycinre (1,4%). A clindamycin rezisztencia
tobbségében konstitutivnak bizonyult, csak az izoldtumok 6,5 %-anal igazolddott indukalhatd
rezisztencia. A vizsgalt idészakban egyértelmiien emelkedett a rezisztens torzsek aranya. 2012
¢s 2018 kozott az erythromycinre rezisztens torzsek aranya 29,2%-161 39,7 %-ra, a clindamycin
rezisztens torzsek aranya 30,2%-r61 38,7%-ra nétt, a Korezisztens torzsek aranya pedig 28%-

rol 35,7%-ra valtozott.

4.3 A MALDI-TOF MS alkalmazasa magas virulenciaju ST-1 és ST-17 S. agalactiae

klonok Kimutatasara

A Lartigue és munkatarsai [6] altal kidolgozott metodikat alkalmaztuk 260
véletlenszerlien kivalasztott, varandds nék 2017-2018-ban végzett GBS sziirése soran izolalt S.
agalactiae torzs vizsgalatara. Célunk a magas virulenciaju invaziv ST-1 és ST-17 S. agalactiae
klonok kimutatdsa a rajuk jellemzd fehérje mintazat jelenlétének detektalasa révén. A 260
vizsgalt torzs koziil 71 (27,3%) bizonyult az ST-1, 50 (19,2%) pedig az ST-17 tipusba
tartozonak. Az ST-17 tipusu torzsek 34%-a volt rezisztens erythromycinre és clindamycinre
egyarant. Hasonlo aranyt mutattak a “nem ST-1 és nem S-17” tipust torzsek is (30,9%). Ezzel
szemben az ST-1 torzsek tobb, mint fele (52,1%) rezisztens volt ezen antibiotikumokra. Az ST-
1 tipusba sorolt erythromycin-clindamycin rezisztens izolatumok mindegyike korezisztens volt
e két antibiotikumra. Az ST-17 tipusba tartozoé tdrzsek 2%-a, a “nem ST-1 és nem S-17” tipust
torzsek 2,9%-a viszont csak clindamycinre bizonyult rezisztensnek. Az indukalhato
clindamycin rezisztens t0rzsek ardnya minharom csoportban alacsony volt: ST-17 tipusu
klonok esetében 4%, ST-1 esetében 5,6%, “nem ST-1 és nem S-17” esetében 7,9%. A 260

vizsgalt izolatum egyike sem volt rezisztens csak erythromycinre.

4.4 MALDI-TOF MS-alapu médszer kidolgozasa methicillin-rezisztens S. aureus torzsek
gyors kimutatasara (Abrok et al., 2018) [37]

A tenyésztésen alapuldé MRSA sziirési eljaras idejének leroviditését szolgalé modszer

soran, a Szelektiv dusitasbol torténd kozvetlen MALDI-TOF MS identifikalast kombinaltuk a
PBP2’ latex agglutinacios teszttel. Mivel a laboratoriumi diagnosztikaban rutinszertien hasznalt
PBP2’ latex agglutinécios eljaras csak megfeleld mennyiségli bakteridlis sejt tesztelése esetén
ad eredményt [38], az MRSA szelektiv dusitot tapkozeget az inkubalast kovetéen centrifugaltuk
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¢s a baktérium pelletet hasznaltuk a kisérletekben. A kidolgozott eljaras a kovetkezo: az MRSA
szlirésre érkezett klinikai mintdkat szelektiv MRSA dusit6 folyadékban inkubaljuk 18-24 6ran
keresztiil, majd a dusitott mintat tartalmazé folyadékbol 1.5 ml-t lecentrifugalunk (15 500 x g,
2 perc, 20 °C) és az igy keletkezett baktérium tiledéket 50 pl ultra tiszta vizben felvessziik. A
szuszpenziot ujra centrifugaljuk (15500 x g, 2 perc, 20 °C) és ezt a baktérium iiledéket
hasznaljuk a MALDI-TOF MS azonositashoz. A MALDI-TOF MS analizishez sziikséges
mintaelOkészités soran a target lemezre felvitt baktérium iiledéket 70%-0s hangyasavval
kezeljiikk. Ha az igy elékészitett minta MALDI-TOF MS analizise S. aureus-t identifikal, akkor
a dusitobdl nyert baktérium iiledék megmaradt részébdl PBP2’ latex agglutinacids tesztet
végzink. A duasitobol torténd gyors kimutatas kulcseleme a sejtszuszpenziot koncentralasara
szolgald két centrifugalasi 1épés a MALDI-TOF MS analizist, illetve a hangyasavas extrakciot
megeldzden.

A modszert 255, az intézetiinkben végzett MRSA szlirések soran 2015 és 2017 kozt
gyljtott mintan teszteltilk. Mind a standard modszer (azaz dusitast kovetd szelektiv tenyésztés
¢s az igy nyert telepek MALDI-TOF MS analizise), mind az altalunk optimalizalt, kdzvetleniil
a dasitobol végzett MALDI-TOF MS (log scores: 1,238-2,318) 49 mintaban detektalt S. aureus-
t. Ezen beliil az antibiotikum érzékenység vizsgalattal kombinalt standard mddszer 18 esetben
azonositott MRSA-t. Ugyanakkor a PBP2’ latex agglutinacios teszt 16 mintat talalt MRSA
pozitivnak. Két esetben, az liledék mennyis€ége nem volt elegendd a latex teszt elvégzéséhez.
Néhany esetben a dusitod tapkozeg centrifugéalasa olyan kevés iiledéket eredményezett, hogy a
MALDI-TOF MS identifikécio sikertelen volt: nem allapitott meg spektrumot, vagy alacsony
score értékil, azaz nem értékelhetd eredményt adott. Minden ilyen esetben a standard MRSA
szlirés ugyancsak negativ eredményt adott. Ha a kozvetleniil a szelektiv dusitobol végzett
MALDI-TOF MS S. aureus-tdl eltér6 baktériumot azonositott a mintaban, a standard modszer
eredménye szintén negativnak bizonyult MRSA-ra nézve.

A mintdk 99%-a esetén, a kozvetleniil a dusitd tapkdzegbdl végzett és PBP2’ latex
agglutinacios teszttel kombinalt MALDI-TOF MS eljaras a standard MRSA sziiréssel azonos
eredmeényt adott. A valddi és a fals pozitiv, valamint a valodi €s fals negativ eredmények szama
16, 0, 237 és 2 volt. A modszer érzékenysége és specificitasa 89 és 100%-nak adddott, mig a
pozitiv és a negativ prediktiv érték 100 és 99% volt. Amennyiben egy minta a PBP2’ latex
agglutinacios teszttel kombinalt gyors MALDI-TOF MS analizissel pozitivnak bizonyult, akkor

a hagyomanyos eljarassal szintén pozitiv eredményt kaptunk.
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5. MEGBESZELES

A MALDI-TOF MS analizis az elmult években hatékony és megbizhatd eleme lett a
baktérium identifikalas eszkoztaranak [22] és intézetiink rutin diagnosztikai gyakorlatanak is

részét képezi [39,40].

5.1 MALDI-TOF MS-alapa médszer kidolgozasa varandés nék Streptococcus agalactiae

kolonizaciojanak gyors kimutatasara

Pozitiv GBS sziirési eredmény esetén a sziilés kozben megfeleld antibiotikum profilaxis
alkalmazasa javasolt [41]. A S. agalactiae torzsek identifikaciojara a MALDI-TOF MS széles
korben alkalmazott modszer, amely megbizhatoan alkalmas e baktérium azonositasara [18].
Mivel a MALDI-TOF MS modszerrel torténd identifikalasra leginkabb a tiszta
baktériumtenyészet alkalmas, a standard GBS-sziirési metodikak 2-3 napos tenyésztési idot
vesznek igénybe [18,22]. Mivel az altalunk kidolgozott, kdzvetleniil a szelektiv dusito folyadék
centrifugalt tiledékébdl végzett, MALDI-TOF MS-alapi GBS szilirési mddszer pozitiv prediktiv
értéke 100%, ezért alkalmazasa lehetdséget nyujt a GBS kolonizacié kimutatasara mar 18-24
oraval a minta laboratériumba érkezése utan. Ez az esetek zomében jelentdsen lerdviditi a GBS
szlirés idejét.

Tobb tanulmany hangstlyozza a mintael6készitési, illetve a tenyésztési 1d6
roviditésének sziikségességét, de napjainkig csak néhany olyan alkalmazas sziiletett, amely
hatékony megoldast kinal erre a problémara [42,43]. A szelektiv disito folyadékbol torténd
direkt azonositas megfeleld hatasfokkal alkalmazhatoé tobbek kozott Salmonella sp.
kimutatasara széklet mintabol [44], Listeria monocytogenes jelenlétének igazolasara élelmiszer
mintakbol [45] Tobb tanulmany szerint a MALDI-TOF MS hatékonyan alkalmazhat6 kiilonféle
baktériumok azonositdsara pozitivva valt hemokultira mintakbol [46-49]. Az altalunk
kidolgozott gyors GBS szlirési modszerrel kapott eredmények 93%-ban megegyeztek a
hagyomdnyos GBS sziirés alkalmazédsaval kapott eredményekkel. Hasonld tapasztalatokrol
(92,6%-0s egyezés) szamoltak be Salmonella sp. szelektiv dusitobol MALDI-TOF MS
alkalmazasaval torténd direkt kimutatasa soran [44] és szamos egyéb baktérium esetében (97-
98%) [50]. Valamennyi ko6zolt esetben a modszer kulcs 1épése volt a minta eldkészités
optimalizalasa, kiilonds tekintettel arra, hogy a MALDI-TOF MS analizisre alkalmas,
megfeleld mindségli és mennyiségii baktériumfehérje alljon rendelkezésre, példaul a folyékony

médiumok centrifugalasa altal [44,50].
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5.2 Az SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpontban 2012 és 2018 kozott varandaés
nok korében MALDI-TOF MS alkalmazasaval végzett GBS sziirések eredményeinek

o0sszehasonlito elemzése

A GBS kolonizaciods szint atlagosan 18.4%-nak adddott a varandos ndk korében a 2012
eleje és 2018 kozepe kozotti idészakban [36]. Ez az érték megfelel a mas eurdpai orszagokban
megfigyelteknek (6.5%-36%) [51]. Az altalunk tapasztalt kolonizacidés rata valamivel
magasabb a szomszédos Szerbiaban nemrég leirt értéknél [52]. Valamennyi altalunk izolalt S.
agalactiae torzs érzékeny volt penicillinre, cefuroximra és vancomycinra. A korabbi
tanulmanyok alapjan kozismert tény a GBS torzsek szinte kivétel nélkiili érzékenysége -
laktamokra és vancomycinre [53,54]. Egyidejlileg viszonylag magas, és a vizsgalati iddszak
folyaman novekedé mértéket mutaté erythromycin (34,9%) és clindamycin (34,6%)
rezisztencia szint is megfigyelhet6 volt. Mas tanulmanyok is felhivjak a figyelmet a makrolid
és linkdzamid rezisztencia terjedésére a S. agalactiae torzsek korében [24,55] és hangsulyozzak
a kolonizaldé GBS izolatumok antibiotikum érzékenységi vizsgalatdnak jelentdségét a hatékony
intrapartum  antibiotikum profilaxis érdekében [23,51,52]. Vizsgalataink soran az
erythromycin, illetve clindamycin rezisztens torzsek tobbsége korezisztensnek bizonyult e két

antibiotikumra és konstitutiv clindamycin rezisztenciat figyeltiink meg az esetek zomében.

5.3 A MALDI-TOF MS alkalmazasa magas virulenciaju ST-1 és ST-17 S. agalactiae

klonok kKimutatasara

Az ST-1 és ST-17 GBS szekvencia-tipusok kozismerten gyakran asszocialtak
ujsziilottkori meningitsszel és egyéb invaziv neonatalis infekciokkal [51]. A Lartigue és
munkatarsi [6] altal leirt modszer ezen szekvencia-tipusok MALDI-TOF MS alkalmazasaval
torténé azonositasat teszi lehetévé [51]. A modszer izolalt térzs MALDI-TOF
tomegspektrumanak elemzése sordn a fenti szekvencia-tipusokra specifikus fehérje csticsok
jelenlétének detektalasan alapul. A korabbi vizsgalatok [6] soran a moddszer szenzitivitasa
100%, specificitasa 95% voltaz ST-1 és 100%, valamint 98% az ST-17 tipust torzsek esetében.
Az MS spektrum elemzésén alapuld rutin diagnosztikdban alkalmazhaté ST-17 sziirés
lehet6sége a 2013-ban megrendezett eurépai GBS konszenzus konferencian is felmeriilt a S.
agalactiae sziiréssel és peripartum antibiotikummal kapcsolatos témakorben [23].

Vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy az altalunk analizalt GBS tomegspektrumok
kozel felében (46,5%) detektalhatd volt olyan fehérje mintazat, amely az ST-1 (27,3%), vagy

az ST-17 (19,2%) klonokra jellemz6. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a potencialisan
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virulens ¢és invaziv GBS torzsek prevalencidja magas a mi régionkban. Mas tanulméanyok
szerint az ST-1 szekvencia-tipusba tartozo torzsek a varandos néket kolonizald leggyakoribb
GBS klonok koz¢é tartoznak, a hiively mintdkbol végzett GBS sziirések esetén a leggyakoribb
(19,2%) jelzik a S. agalactiae-vel kolonizalt varandos nék korében. Egy kézelmultban sziiletett
tanulmany szerint Szerbiaban az ST-17 klonok bizonyultak a leggyakoribbnak az altaluk
vizsgalt populacioban [52]. Amellett, hogy az ST-1 kloénok eléfordulasi gyakorisaga magas, az
erythromycin és clindamycin korezisztens ST-1 torzsek prevalencidja kiilondsen magasnak
bizonyult (az ST-1 torzsek 52,1%-a). Az ST-1 torzsek korében eléforduldé magas erythromycin-

clindamycin rezisztencia szintet figyeltek meg korabban Bergseng és munkatarsai [56] is.

5.4 MALDI-TOF MS-alapi modszer kidolgozasa methicillin-rezisztens S. aureus torzsek

gyors kimutatasara

Az MRSA sziiréshez sziikséges 1d6 roviditésére iranyuld modszerek kidolgozasa
intenziven kutatott teriilet [57]. Ezt a célt altalaban kiilonféle fenotipusos tesztek
kombinalasaval érik el. Azonban az ilyen, a mintabdl torténd direkt kimutatasra alkalmas
modszerek altalaban meglehetdsen szofisztikalt hatteret igényelnek. Példaul Rees and Barr (58)
modszere fag amplifikacio detektalasan alapul cefoxitin jelenlétében, illetve hianyaban és ezt
kombinaljak tripszin emésztett fag fehérjék MALDI-TOF analizisével. Egy masik, eljaras [57]
egy 0j aptameralapu fluorometrias assay klinikai mintakon torténé alkalmazasat hasznalja
immunomagneses szeparacioval parositva. Munkank soran egy egyszer(i mintael6készitési
modszert dolgoztunk ki, mely alkalmas az MRSA baktériumok kozvetleniil a szelektiv dusito
folyadékbol torténd MALDI-TOF MS azonositasara az ugyanazon tliledékbdl végzett PBP2’
latex agglutinacios teszt kombinacidjaval [37]. Mivel az altalunk kidolgozott modszer pozitiv
prediktiv értéke 100%-nak adodott, ez a MALDI-TOF MS és a PBP2’ latex agglutinacios teszt
kombinacidjan alapuld metodika hatékony alternativaja lehet a molekularis technikdknak a
mecA-pozitiv. MRSA torzsek szliréséhez sziikséges 1dd lerdviditésére. Ezt a moddszert
alkalmazva az MRSA hordozas mar 18-24 6raval a minta levétele utan megallapithat6, tovabbi
elénye, hogy konnyen beilleszthetd a tenyésztésen alapuld laboratériumi rutin MRSA-szlirés

munkafolyamatéba.
6. KOVETKEZTETESEK

Munkank célja az volt, hogy a MALDI-TOF MS moddszer alkalmazasan alapulo, a S.
agalactiae és methicillin-rezisztens S. aureus sziirések soran alkalmazhatdé ) modszereket
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dolgozzunk ki és ezeket értékeljiik, valamint elemezzik a GBS szlirés soran izolalt S.
a kovetkezok:

1. Varandos ndk S. agalactiae sziirése soran alkalmazhat6o gyors MALDI-TOF MS-alapa GBS
kimutatasi modszer dolgoztunk Ki. Le tudtuk roviditeni a GBS kimutatasahoz sziikséges id6t a
MALDI-TOF MS koézvetleniil a GBS szelektiv dusité folyadékbdl torténd kivitelezése altal. A
standard tenyésztésen alapuldé GBS szlrési eljards 2-3 napot vesz igénybe, az altalunk

kidolgozott eljarassal a kolonizaci6 tényét mar 18-24 6raval a mintavétel utdn megallapithatjuk.

2. 2012 ¢és 2018 kozott laboratdériumunk altal varandés nék korében végzett GBS szlirési
eredmények 0sszehasonlitd elemzése soran a GBS kolonizacids rata 18,4%-nak adodott. Ez a
kolonizacids szint illeszkedik az Eurdépaban mért adatokhoz. A kolonizacidé mértéke
valamennyi korcsoportban meghaladta a 10%-ot, a legmagasabb értékeket a 26-30 és 31-35

éves korcsoportban talaltuk.

3. A varakozasoknak megfeleléen a 2012-2018 kozotti idészakban izolalt valamennyi GBS
torzs érzékeny volt B-laktdm antibiotikumokra és vancomycinre. Az erythromycinre ¢&s
clindamycinre rezisztens torzsek aranya viszonylag magasnak bizonyult: atlagosan 34,9% és
34,6% volt a vizsgalt idoszakban. Tovabba a rezisztens torzsek aranya egyértelmiien névekedett
és elérte a 40%-ot az utolso két évben. Tudomasunk szerint ez a vizsgalat az els6 olyan elemzés
a régionkban, amely a varandos ndk korében végzett GBS szilirési és antibiotikum érzékenységi
vizsgalatok eredményeit Osszegzi. A makrolid és linkdzamid tipust antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia el6fordulasanak magas aranya ismételten felhivja a figyelmet arra, hogy
a GBS kolonizdcio megéllapitasan tul sziikség van a kolonizald torzsek antibiotikum

érzékenységének tesztelésére a megfeleld intrapartum antibiotikum profilaxis érdekében.

4. Varandos nék GBS sziirése soran 2017-2018-ban izolalt 260 S. agalactiae torzs MALDI-
TOF tomegspektrumanak elemzését végeztiik el az invaziv ST-1 és ST-17 GBS szekvencia-
tipusokra jellemz6 fehérjecsucsok detektaldsa céljabol. A vizsgalt izoldtumok kozott nagy
aranyban fordultak el6 a magas virulencigju tipusok: ST-1 27,3%-ban, ST-17 19,2%-ban.
Ismeretink szerint a magas virulenciaja ST-1 és ST-17 klonok eléfordulési gyakorisagéaval
kapcsolatos altalunk kozolt eredmények az els6 magyarorszdgi adatok e témaban.
Eredményeink meger6sitik a MALDI-TOF MS azonositas értékét a S. agalactiae sziirésben és
demonstraljak, hogy a MALDI-TOF tomegspektrum vizsgdlata hatékony modszer a magas

virulencigju ST-1 és ST-17 GBS klonok azonositasara. Az altalunk vizsgalt populacioban a
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GBS-pozitiv varandos nék kozel fele bizonyult kolonizaltnak e magas virulenciaji klonokkal,

ami ugyancsak kiemeli a minél alaposabb, korszerii modszereket alkalmazd és nemzetkozi

ajanlasokat figyelembe vevé GBS-sziirés jelentdségét.

5. MALDI-TOF MS-alapu alkalmazast dolgoztunk ki az MRSA gyors kKimutatasara kozvetleniil
a szelektiv dusitd folyadékbol. Modszeriink magaban foglalja a MALDI-TOF MS

identifikacidohoz sziikséges mintaeldkészités optimalizalasat és a PBP2’ latex agglutinacids

teszt alkalmazasat az azonositott S. aureus torzsek methicillin rezisztencidjanak kimutatasara.

Metodikank eldnye, hogy egyszerii, megbizhat6 és konnyen beilleszthetd a rutin mikrobioldgiai

diagnosztikdban alkalmazott MRS A-szlirés munkafolyamataba. Az altalunk kidolgozott eljaras

szenzitivitasa és specificitasa 6sszemérhetd mas, komplexebb technikakéval, alkalmazasaval a

standard tenyésztésen alapuldo MRSA szliréshez sziikséges 2-3 nap 18-24 orara csokkenthetd.
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