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1. BEVEZETÉS 

A mátrix-asszisztált lézer deszorpciós, ionizációs, repülési idő mérésén alapuló 

tömegspektrometria (MALDI-TOF MS) hatékony módszernek bizonyult a baktériumok 

azonosítására és napjainkra a rutin klinikai mikrobiológiai diagnosztikai laboratóriumok 

diagnosztikai arzenáljának fontos részévé vált. Az adatbázisok folyamatos fejlesztése mellett 

napjainkban két fő területre fókuszálnak a fejlesztések: (i) az azonosításhoz szükséges idő 

lerövidítésére és (ii) a tömegspektrumok elemzésén alapuló különféle tipizálási eljárások 

fejlesztésére. Mivel a MALDI-TOF MS analízishez alapvetően tiszta tenyészetek szükségesek, 

az identifikáláshoz szükséges idő lerövidíthető a mintaelőkészítés optimalizálásával, vagy oly 

módon, hogy az azonosítás közvetlenül a mintából vagy a szelektív minta dúsítóból történik. A 

tipizálás a tömegspektrumban jellegzetes, specifikus csúcsok előfordulása, illetve típus-

specifikus spektrum mintázatok azonosítása által valósulhat meg, amit például az antibiotikum 

rezisztencia meghatározása, vagy magas virulenciájú típusok detektálása során alkalmazhatnak. 

1.2 Baktériumok MALDI-TOF MS azonosítása a klinikai mikrobiológiai gyakorlatban 

1.2.1 Fajszintű azonosítás 

 A baktériumok fajszintű azonosítására alkalmas speciális fehérje mintázat 

létrehozásához folyamatosan termelődő, nagy mennyiségben jelenlévő, a 2-10 kDa 

tartományba eső méretű fehérjéket használnak [1]. Mivel az aktuálisan detektált spektrum 

sohasem egyezik meg teljesen a referencia adatbázisban található spektrumokkal, az elemzést 

végző szoftver a spektrumhoz egy ún. score értéket kalkulál (log score), amely a mért minta 

spektruma és a referencia spektrum hasonlóságát jelzi. A gyakorlatban a score értékeket az 

identifikálás során figyelembe kell venni. Általában a 2,0 fölötti értékek megbízható faji szintű, 

a 1,7-2,0 közötti értékek megbízható nemzetség szintű azonosítást tesznek lehetővé [2]. 

Az elemzett minta általában az adott izolátum tiszta tenyészetének egy kis mennyisége. 

A minta vizsgálható úgy, hogy a baktérium telep mintahordozóra (target plate) történő felvitele 

és száradása után közvetlenül fedik a mátrixszal (direkt transzfer módszer) [3]. Bizonyos 

esetekben, az identifikálás hatékonyságának növelése érdekében a direkt transzfer 

kiterjeszthető egy gyors, 70%-os hangyasav alkalmazásával (direkt transzfer – hangyasavas 

preparálás) [3]. Más esetekben a target lemezen végzett alkoholos-hangyasavas extrakció is 

alkalmazható [4]. Bizonyos mikroorganizmusok esetében a MALDI-TOF MS analízishez 

szükséges fehérjék nem tárhatók fel megfelelően a mintahordozón végzett extrakcióval. 

Ehelyett a fehérje kivonást a mintalemezre történő felvitel előtt kell elvégezni [5]. A MALDI-
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TOF MS identifikálás általában kevesebb mint egy órát vesz igénybe. Mivel a megbízható 

eredményhez tiszta tenyészetek használata ajánlott, a tenyésztési lépés az esetek többségében 

nem kihagyható. Ezért legkevesebb 18-48 óra, illetve a mikroorganizmus tenyésztési 

sajátosságaitól és a klinikai minta típusától függően, akár hosszabb tenyésztési idő és további 

dúsítás is szükséges lehet [4]. 

1.2.2 Fajon belüli csoportok meghatározása – tipizálás 

Az elmúlt évtizedben számos erőfeszítés történt annak érdekében, hogy a MALDI-TOF 

MS identifikálást kiterjesszék a faj alatti csoportok azonosításának irányába, azaz olyan 

törzstipizálási módszereket fejlesszenek, amelyek képesek azonosítani a különféle 

szerotípusokat, toxin termelő, vagy magas virulenciájú, illetve antibiotikum rezisztenciával 

rendelkező törzseket. Az ilyen módszerek fejlesztésének kulcslépése a tömegspektrum 

akkurátus elemzése és ezáltal specifikus csúcsok, vagy csúcs mintázatok felismerése [6-8]. 

Annak ellenére, hogy számos tanulmány igazolta a MALDI-TOF MS alkalmazhatóságát ezen 

a területen, az eddig kidolgozott módszerek többsége egyelőre kísérleti stádiumban van [9]. 

1.3 A Streptococcus agalactiae azonosítása 

1.3.1 Általános jellemzés és klinikai jelentőség  

A Streptococcus agalactiae vagy B csoportú Streptococcus (GBS) Gram-pozitív β-

hemolizáló baktérium, amely egyike az újszülöttkori invazív fertőzések, az újszülöttkori 

szepszis és meningitis leggyakoribb kórokozóinak [10-12]. A GBS kommenzalistaként jelen 

lehet a gastrointestinalis és genitourinális traktusban, a várandós nők mintegy 10-30%-a 

tünetmentesen kolonizált S. agalavtiae-val [10,13]. Ezen nők esetében ugyanakkor fokozott a 

koraszülés vagy halva születés kockázata [12]. 

1.3.2 Fajon belüli csoportok a Streptococcus agalactiae esetében 

 Napjainkban 10 GBS szerotípust (Ia, Ib, II-IX) különböztetünk meg a poliszacharid tok 

szerológiai jellemzői alapján [14,15]. Ezek közül a III. szerotípust hozzák legtöbbször 

összefüggésbe az újszülöttkori invazív fertőző megbetegedésekkel [16,17]. 

A szerológiai típusok mellett, multilókuszos szekvencia tipizálással (multilocus 

sequence typing; MLST) különféle szekvencia-típusokat (sequence type; ST) is 

megkülönböztetnek [18]. A humán eredetű GBS típusok 6 nagy klonális komplexbe sorolhatók 

[19]. A szekvencia-típusok közül az ST-17 jól ismert, mint olyan klón, amely erősen asszociált 

a kora újszülött kori meningitises, illetve a GBS okozta késői invazív fertőzésekkel [10]. Ezek 

főleg a III. szerotípusba tartozó törzsek és “magas virulenciájú” klónként definiálják őket. Több 
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tanulmány hangsúlyozza az ST-17 típusú törzsek gyors kimutatásának jelentőségét pozitív 

GBS-szűrés esetén [6]. Mint a korai újszülöttkori invazív fertőzések jelentős kórokozója, egy 

másik klón, az ST 1 is jelentős, amely főleg az V. szerotípushoz köthető [20]. 

1.3.3 Várandós nők GBS szűrése  

A várandós nők körében végzett GBS-szűrést már számos országban bevezették [10]. 

A szűrés során a hüvelyi/rektális GBS-kolonizációt mutatják ki, amely szülés közben adandó 

intrapartum antibiotikum profilaxist (IAP) indikál az újszülöttkori invazív S. agalactiae 

fertőzések megelőzése céljából [10]. A standard módszer a kolonizáció meghatározására a 

tenyésztés, amely az ajánlások szerint egy szelektív dúsítási lépéssel indul (pl. nalidixsavval és 

colistinnel kegészített módosított Todd-Hewitt dúsító alkalmazásával), amit 18-24 óra 

inkubálás után a megfelelő táptalajra (pl. Columbia agar 5% birkavérrel) történő kioltás és újabb 

24-48 órás inkubáció követ [21]. Alkalmanként további 24 óra tenyésztés is szükséges lehet, ha 

a szelektív tenyésztés nem jár egyértelmű eredménnyel. Ezért a teljes tenyésztésen alapuló 

identifikálási folyamat 2-3 napot is igénybe vehet. 

A MALDI-TOF MS hatékony módszer a S. agalactiae és egyéb béta-hemolizáló 

streptococcusok azonosítására és rutinszerűen alkalmazzák a klinikai mikrobiológiai 

laboratóriumok [18]. Mivel ez a metodika tiszta tenyészetet igényel, a fent említett tenyésztési 

lépésekre szükség van az identifikálás előtt [18,22]. A MALDI-TOF MS ugyancsak 

alkalmasnak bizonyult egyes GBS MLST típusok meghatározására. Lartigue és munkatársai 

[6] leírtak egy, a tömegspektrumban található specifikus csúcsok detektálásán alapuló módszert 

az ST-17 és ST-1 klónok azonosítására. 

Mivel a S. agalactiae törzsek érzékenyek -laktámokra, a penicillin származékok az 

elsőként választandó szerek IAP, illetve GBS infekciók terápiája során [23]. Penicillin érzékeny 

várandós nők esetében clindamycin alkalmazása javasolt, clindamycin rezisztens törzsek 

jelenléte esetén vancomycin terápia lehet az alternatíva [23]. Ugyanakkor a beta-laktám 

alternatívaként használt antibiotikumokra rezisztens törzsek előfordulási gyakorisága 

világszerte növekszik [23,24]. Ezért a várandós nők Streptococcus agalactiae szűrése során 

kitenyészett GBS törzsek antibiotikum érzékenységi vizsgálata elengedhetetlen a rutin klinikai 

mikrobiológiai diagnosztikában. 
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1.4 Methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) azonosítása 

1.4.1 Általános jellemzés és klinikai jelentőség  

A Staphylococcus aureus egy Gram-pozitív baktérium, amely mind a normál mikrobióta 

tagjaként, mind patogén mikroorganizmusként előfordul. Az MRSA jelentős patogén, mely 

nagyon változatos nosocomialis és közösségben szerzett fertőzéseket okozhat a 

bőrfertőzésektől, az életveszélyes véráram fertőzéseken át, az endocarditis-ig, vagy a 

tüdőgyulladásig [25]. 

A methicillin rezisztencia általában olyan alternatív penicillinkötő fehérje (pl. PBP2a) 

jelenlétének következménye, amely alacsony affinitást mutat a beta-laktám antibiotikumok 

iránt, amelyek így nem tudják hatékonyan gátolni a baktériumsejtfal szintézisét [26]. A PBP2a 

nem a genom adott lókuszán kódolt PBP egy változata és nem található meg a methicillin-

érzékeny Staphylococcus aureus törzsekben. Egy speciális gén, a mecA gén kódolja, amely egy 

mobilis genetikai elemen helyezkedik el [27]. A methicillin rezisztencia a gyakorlatban 

valamennyi beta-laktám antibiotikummal szembeni rezisztenciát jelenti [26]. Továbbá az 

MRSA izolátumok egyéb antibiotikumokkal szemben is rezisztenssé válhatnak, köztük 

vancomycinnel szemben, amely, különösen súlyos infekciókban, az MRSA fertőzés kezelésére 

az egyik legalkalmasabb választás [28]. Mivel az ilyen fertőzéseket gyakran nehéz kezelni és a 

megfelelő antibiotikum terápia megindításának esetleges késlekedése komolyan befolyásolja a 

klinikai kimenetelt, az MRSA fertőzés gyors és megbízható kimutatása fontos feltétele a 

hatékony terápiának [29]. 

1.4.2 Az MRSA kimutatása 

Az MRSA kimutatás standard módszere egy szelektív tenyésztéses szűrési stratégia, 

amely egy 24 órás szelektív dúsítási lépést és egy szelektív táptalajon történő tenyésztést foglal 

magába [25,30]. Így az identifikáció kb. két napot vesz igénybe. Ezután még további 24 órát 

igényelhet a methicillin érzékenység tesztelése, illetve a rezisztencia kimutatása. Az EUCAST 

ajánlása a törzs cefoxitinnel szembeni érzékenységi vizsgálatát javasolja a meticillin 

rezisztencia kimutatására. 

A mecA génen kódolt PBP 2a szerológiai kimutatása is lehetséges, mivel ez a fehérje az 

MRSA törzsek sejtmembránjában található. Az e célra kifejlesztett gyors, latex agglutinációs 

vagy membrán immunoassay módszerek általánosan elterjedtek [25, 29]. 

A MALDI-TOF MS rendkívül megbízható és hatékony módszer a S. aureus törzsek 

azonosítására [31,32]. Mivel ez a technika tiszta tenyészetet igényel, a szelektív dúsítási és 
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kioltási lépéseket kell alkalmazni az analízis előtt. A tömegspektrum elemzése alapján történő 

MRSA kimutatásra többféle eljárást kidolgoztak, de ezek még nem terjedtek el a rutin klinikai 

mikrobiológiai diagnosztikai gyakorlatban [7]. 

2. CÉLKITŰZÉSEK 

Célunk a MALDI-TOF MS módszer alkalmazása és fejlesztése volt egyes baktériumok 

fajszintű azonosítására és klinikailag releváns faj alatti csoportok meghatározására. Ennek 

megfelelően célkitűzéseink a következők voltak:  

1. Olyan MALDI-TOF MS-alapú módszer kidolgozása, amely lehetővé teszi a várandós nők 

körében végzett Streptococcus agalactiae szűrés időtartamának lerövidítését, mely magában 

foglalja a minta preparálás optimalizálását. 

2. A 2012-2018 közötti időszakban várandós nők körében intézetünkben végzett GBS szűrési 

és a kolonizáló GBS törzsek antibiotikum érzékenységi vizsgálati eredményeinek 

összehasonlító elemzése. 

3. A Lartigue és munkatársai [6] által, magas virulenciájú ST-1 és ST-17 S. agalactiae klónok 

azonosítására leírt MALDI-TOF MS-alapú eljárás alkalmazása és tesztelése a várandós nők 

GBS szűrésére érkezett mintákból tenyészett S. agalactiae izolátumokkal. 

4. Gyors MALDI-TOF MS-alapú módszer kidolgozása methicillin-rezisztens Staphylococcus 

aureus törzsek kimutatására. Ez magában foglalja a MALDI-TOF MS-hez szükséges 

mintaelőkészítés optimalizálását az MRSA törzsek detektálásához szükséges idő lerövidítése 

céljából, valamint a MALDI-TOF MS analízis kombinálását a PBP2a fehérje kimutatására 

alkalmas latex agglutinációs teszttel. 

3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1 Klinikai minták és baktérium törzsek 

A GBS szűréshez használt MALDI-TOF MS eljárás mintaelőkészítési módszerének 

optimalizálásához használt referencia törzsek a következők voltak: S. agalactiae ATCC 13813, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 és Candida albicans ATCC 14053. Az általunk kifejlesztett, szelektív Todd-

Hewitt dúsító folyadékból végzett MALDI-TOF MS alkalmazás tesztelését 100 db, a Szegedi 

Tudományegyetem Szent-Györgyi Albert Klinikai Központ Szülészeti- és Nőgyógyászati 

Klinikájáról 2013-2014-ben várandós nők körében végzett S. agalactiae szűrésre 
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laboratóriumunkba érkezett hüvelyváladék mintából végeztük. A SZTE Szent-Györgyi Albert 

Klinikai Központ Szülészeti- és Nőgyógyászati Klinikáján gondozott gravidák hüvelyváladék 

mintáiból 2012. január és 2018. júliusa között laboratóriumunkban végzett GBS-szűrési 

eredményeit értékeltük (n=19267). A pozitív GBS-szűrés esetén a S. agalactiae izolátumok 

antibiotikum érzékenységi vizsgálatát is elvégeztük (n=3554). A 2017-2018-ban izolált GBS 

törzsek közül véletlenszerűen kiválasztottunk 260 izolátumot, melyek MALDI-TOF 

tömegspektrumát elemeztük az ST-1 és ST-17 típusok kimutatása céljából. 

A SZTE Szent-Györgyi Albert Klinikai Központ klinikáiról 2015 szeptembere és 2017 

júniusa között MRSA-szűrésre laboratóriumunkba érkezett 255 mintát vontunk be az általunk 

kidolgozott, a MALDI-TOF MS és a PBP2a latex agglutinációs teszt kombinációján alapuló 

MRSA kimutatási eljárás tesztelésére; a minták megoszlása a következő volt: 92 orrváladék, 85 

torokváladék, 34 axilla törlés, 32 inguinalis törlés és 12 egyéb minta. 

3.2 Standard tenyésztési és azonosítási módszerek 

A GBS szűrésre érkezett mintákat a CDC 2010-ben megjelent ajánlásának megfelelően 

a standardnak számító szelektív dúsítást alkalmazó tenyésztéses módszerrel dolgoztunk föl 

[21]. Az MRSA szűréseket a szintén standard módszernek számító, szelektív dúsításon alapuló 

tenyésztéses módszerrel végeztük [30,33]. 

3.3 Antibiotium érzékenységi vizsgálat 

 Az antibiotium érzékenységi vizsgálatokat az EUCAST aktuális ajánlásainak 

megfelelően végeztük korongdiffúziós, vagy MIC meghatározáson alapuló módszerrel 

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

3.4 PBP2’ latex agglutinációs teszt 

A mecA-gén által kódolt PBP2a fehérje termelő S. aureus törzsek kimutatását PBP2’ 

latex agglutinációs teszttel végeztük (Oxoid, England), a gyártó előírásainak megfelelően. 

3.5 MALDI-TOF MS analízis 

A rutin mikrobiológiai diagnosztikában alkalmazott fajszintű azonosításhoz a minta 

preparálást direkt transzfert követő, mintahordozón végzett hangyasavas extrakcióval végeztük 

mind a GBS, mind a S. aureus törzsek esetében [3]. A MALDI-TOF MS analízist Wieser és 

munkatársai [31] által leírtaknak megfelelően Microflex MALDI Biotyper készülékkel 

végeztük (Bruker Daltonics, Németország).  
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3.6 Az ST-1 és ST-17 szekvencia-típusok MALDI-TOF MS-alapú kimutatása 

Az ST-1 és ST-17 szekvencia-típusok kimutatását 260 GBS törzs tömegspektrumának 

elemzésével végzetük a Lartigue és munkatársai [6] által leírt módszernek megfelelően. A ST-

1 törzsekre jellemző 6250 Da, valamint a ST-17 törzsekre jellemző 7625 Da tömegű fehérjék 

jelenlétének detektálását a flexAnalysis 3.4 szoftverrel (Bruker Daltonics, Németország) 

végeztük. 

4. EREDMÉNYEK 

4.1 MALDI-TOF MS-alapú módszer kidolgozása várandós nők Streptococcus agalactiae 

kolonizációjának gyors kimutatására (Ábrók et al., 2015) [35] 

A várandós nők GBS-kolonizációjának kimutatására a tenyésztésen alapuló szűrési 

módszerek tekinthetők standard módszernek. Annak érdekében, hogy lerövidítsük az 

identifikáláshoz szükséges időt, a MALDI-TOF MS-t megelőző mintaelőkészítést 

optimalizáltuk, hogy a kimutatás közvetlenül a szelektív dúsító folyadékból elvégezhető 

legyen. 

A tesztekhez 18 órán át módosított Todd-Hewitt szelektív dúsítóban inkubált mintákat 

használtunk. A módszer optimalizálása során az S. agalactiae és más baktériumok ismert 

törzseit inkubáltunk a szelektív dúsító folyadékban, majd MALDI-TOF MS analízist végeztünk 

a törzsek azonosítása céljából. E kísérletek tapasztalataira építve, az alábbi minta preparálási 

eljárást javasoljuk a szelektív dúsítóból közvetlenül megvalósítható GBS szűrésre: 

1 ml mikrocentrifuga-csőbe mért szelektív dúsító folyadékot lecentrifugálunk (15 500  

g, 2 perc, 20 C), majd a baktérium üledéket 300 l desztillált ultra tiszta vízben feloldjuk. A 

baktérium szuszpenzióhoz 900 l abszolút etanolt adunk és alapos keverés után újra 

centrifugáljuk (15 500  g, 2 perc, 20 C). A felülúszó eltávolítása után a keletkezett üledékhez 

25 l 70%-os hangyasavat, majd keverés után 25 l acetonitrilt adunk és újra centrifugáljuk 

(15 500  g, 2 perc, 20 C). A felülúszóból 1 l-t viszünk fel a mintahordozó lemez 

mintahelyére. A mintát szobahőmérsékleten száradni hagyjuk, majd 1 l mátrixszal fedjük, 

száradás után elvégezzük a MALDI-TOF MS analízist. 

A fent leírt módszert 100 db hüvelyváladék mintán teszteltük és összehasonlítottuk az 

általunk kidolgozott módszerrel kapott eredményeket a standard GBS szűréssel kapott 

eredményekkel. A standard GBS szűréssel 27 minta bizonyult pozitívnak, ezek közül az 

általunk kidolgozott, szelektív dúsítóból végzett MALDI-TOF MS módszerrel 20 esetben 
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igazolódott S. agalactiae jelenléte (score value: 1,711-2,322). A 7 további, hagyományos 

szűréssel GBS pozitívnak bizonyult minta esetében az általunk kidolgozott módszer 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 inkubáció után a szelektív dúsítóban E. faecalis és S. 

aureus volt a domináns baktérium, melyek a hagyományos tenyésztéses módszerrel is 

kimutathatók voltak. Mind a 73, standard módszerrel GBS negatív minta negatívnak bizonyult 

az általunk kidolgozott gyors módszerrel is. Tehát az esetek 93%-ában a gyors MALDI-TOF 

MS módszer a standard szűréssel megegyező eredményt adott. A két módszerrel kapott 

eredmények közötti eltérés oka valamilyen B-csoportú Streptococcus-tól eltérő baktérium 

jelenléte volt a mintában. Az új MALDI-TOF MS alkalmazáson alapuló módszer pozitív 

prediktív értéke 100%, negatív prediktív értéke 91%, specificitása 100%, szenzitivitása pedig 

74,1% volt. 

4.2 Az SZTE Szent-Györgyi Albert Klinikai Központban 2012 és 2018 között várandós 

nők körében MALDI-TOF MS alkalmazásával végzett GBS szűrések eredményeinek 

összehasonlító elemzése (Ábrók et al., 2020) [36] 

Várandós nők körében 2012 januárja és 2018 júliusa között laboratóriumunkban végzett 

Streptococcus agalactiae szűrések eredményeit elemeztük. A vizsgált időszakban 19267 

várandós nő hüvely/cervix váladék mintájából végeztünk GBS szűrést a CDC 2010-es 

ajánlásának megfelelő szelektív dúsítást és tenyésztést alkalmazó módszerrel. A kitenyészett S. 

agalactiae törzsek azonosítását MALDI-TOF MS analízissel végeztük. A vizsgált 

populációban 3554 esetben mutattuk ki GBS jelenlétét a mintákban. A vizsgált időszakot 

tekintve az egyes években csak kis változások figyelhetők meg a kolonizációs rátákat tekintve, 

melyek 17,4% és 19,8% között változtak (átlag: 18,4%). A S. agalactiae-vel kolonizált terhes 

nők aránya valamennyi korcsoportban magasabb volt 10%-nál. Megemlítendő, hogy bár a 26-

30 év közötti gravidák csoportjába tartozó nőktől jóval kevesebb mintát (n=3566) teszteltünk, 

mint a 31-35 éves korcsoportba tartozóktól (n=6510), a kolonizált várandós nők aránya 

ugyanannyi (19%) volt mindkét korcsoportban, és összehasonlítva a többi korcsoporttal ez az 

érték volt a legmagasabb. 

A GBS szűrés során izolált S. agalactiae (n=3554) törzsek antibiotikum érzékenységi 

vizsgálatát is elvégeztük. Az izolátumok mindegyike érzékenynek bizonyult penicillinre, 

cefuroximra, vancomycinre és trimethoprim-sulfamethoxazolra. Az erythromycinre rezisztens 

tözsek aránya 34,9%, a clindamycinre rezisztens törzsek aránya 34,6% volt. Az erythromycinre 
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vagy clindamycinre rezisztens törzsek többsége korezisztensnek bizonyult a két antibiotikumra, 

így a GBS pozitív mintákból izolált S. agalactiae törzsek 33,2%-a rezisztens volt 

erythromycinre és clindamycinre egyaránt. Az izolátumok kis része volt rezisztens csak 

erythromycinre (1,9%), vagy csak clindamycinre (1,4%). A clindamycin rezisztencia 

többségében konstitutívnak bizonyult, csak az izolátumok 6,5 %-ánál igazolódott indukálható 

rezisztencia. A vizsgált időszakban egyértelműen emelkedett a rezisztens törzsek aránya. 2012 

és 2018 között az erythromycinre rezisztens törzsek aránya 29,2%-ról 39,7 %-ra, a clindamycin 

rezisztens törzsek aránya 30,2%-ról 38,7%-ra nőtt, a korezisztens törzsek aránya pedig 28%-

ról 35,7%-ra változott. 

4.3 A MALDI-TOF MS alkalmazása magas virulenciájú ST-1 és ST-17 S. agalactiae 

klónok kimutatására 

A Lartigue és munkatársai [6] által kidolgozott metodikát alkalmaztuk 260 

véletlenszerűen kiválasztott, várandós nők 2017-2018-ban végzett GBS szűrése során izolált S. 

agalactiae törzs vizsgálatára. Célunk a magas virulenciájú invazív ST-1 és ST-17 S. agalactiae 

klónok kimutatása a rájuk jellemző fehérje mintázat jelenlétének detektálása révén. A 260 

vizsgált törzs közül 71 (27,3%) bizonyult az ST-1, 50 (19,2%) pedig az ST-17 típusba 

tartozónak. Az ST-17 típusú törzsek 34%-a volt rezisztens erythromycinre és clindamycinre 

egyaránt. Hasonló arányt mutattak a “nem ST-1 és nem S-17” típusú törzsek is (30,9%). Ezzel 

szemben az ST-1 törzsek több, mint fele (52,1%) rezisztens volt ezen antibiotikumokra. Az ST-

1 típusba sorolt erythromycin-clindamycin rezisztens izolátumok mindegyike korezisztens volt 

e két antibiotikumra. Az ST-17 típusba tartozó törzsek 2%-a, a “nem ST-1 és nem S-17” típusú 

törzsek 2,9%-a viszont csak clindamycinre bizonyult rezisztensnek. Az indukálható 

clindamycin rezisztens törzsek aránya minhárom csoportban alacsony volt: ST-17 típusú 

klónok esetében 4%, ST-1 esetében 5,6%, “nem ST-1 és nem S-17” esetében 7,9%. A 260 

vizsgált izolátum egyike sem volt rezisztens csak erythromycinre. 

4.4 MALDI-TOF MS-alapú módszer kidolgozása methicillin-rezisztens S. aureus törzsek 

gyors kimutatására (Ábrók et al., 2018) [37] 

A tenyésztésen alapuló MRSA szűrési eljárás idejének lerövidítését szolgáló módszer 

során, a szelektív dúsításból történő közvetlen MALDI-TOF MS identifikálást kombináltuk a 

PBP2’ latex agglutinációs teszttel. Mivel a laboratóriumi diagnosztikában rutinszerűen használt 

PBP2’ latex agglutinációs eljárás csak megfelelő mennyiségű bakteriális sejt tesztelése esetén 

ad eredményt [38], az MRSA szelektív dúsítót tápközeget az inkubálást követően centrifugáltuk 
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és a baktérium pelletet használtuk a kísérletekben. A kidolgozott eljárás a következő: az MRSA 

szűrésre érkezett klinikai mintákat szelektív MRSA dúsító folyadékban inkubáljuk 18-24 órán 

keresztül, majd a dúsított mintát tartalmazó folyadékból 1.5 ml-t lecentrifugálunk (15 500  g, 

2 perc, 20 C) és az így keletkezett baktérium üledéket 50 μl ultra tiszta vízben felvesszük. A 

szuszpenziót újra centrifugáljuk (15 500  g, 2 perc, 20 C) és ezt a baktérium üledéket 

használjuk a MALDI-TOF MS azonosításhoz. A MALDI-TOF MS analízishez szükséges 

mintaelőkészítés során a target lemezre felvitt baktérium üledéket 70%-os hangyasavval 

kezeljük. Ha az így előkészített minta MALDI-TOF MS analízise S. aureus-t identifikál, akkor 

a dúsítóból nyert baktérium üledék megmaradt részéből PBP2’ latex agglutinációs tesztet 

végzünk. A dúsítóból történő gyors kimutatás kulcseleme a sejtszuszpenziót koncentrálására 

szolgáló két centrifugálási lépés a MALDI-TOF MS analízist, illetve a hangyasavas extrakciót 

megelőzően. 

A módszert 255, az intézetünkben végzett MRSA szűrések során 2015 és 2017 közt 

gyűjtött mintán teszteltük. Mind a standard módszer (azaz dúsítást követő szelektív tenyésztés 

és az így nyert telepek MALDI-TOF MS analízise), mind az általunk optimalizált, közvetlenül 

a dúsítóból végzett MALDI-TOF MS (log scores: 1,238-2,318) 49 mintában detektált S. aureus-

t. Ezen belül az antibiotikum érzékenység vizsgálattal kombinált standard módszer 18 esetben 

azonosított MRSA-t. Ugyanakkor a PBP2’ latex agglutinációs teszt 16 mintát talált MRSA 

pozitívnak. Két esetben, az üledék mennyisége nem volt elegendő a latex teszt elvégzéséhez. 

Néhány esetben a dúsító tápközeg centrifugálása olyan kevés üledéket eredményezett, hogy a 

MALDI-TOF MS identifikáció sikertelen volt: nem állapított meg spektrumot, vagy alacsony 

score értékű, azaz nem értékelhető eredményt adott. Minden ilyen esetben a standard MRSA 

szűrés ugyancsak negatív eredményt adott. Ha a közvetlenül a szelektív dúsítóból végzett 

MALDI-TOF MS S. aureus-tól eltérő baktériumot azonosított a mintában, a standard módszer 

eredménye szintén negatívnak bizonyult MRSA-ra nézve.  

A minták 99%-a esetén, a közvetlenül a dúsító tápközegből végzett és PBP2’ latex 

agglutinációs teszttel kombinált MALDI-TOF MS eljárás a standard MRSA szűréssel azonos 

eredményt adott. A valódi és a fals pozitív, valamint a valódi és fals negatív eredmények száma 

16, 0, 237 és 2 volt. A módszer érzékenysége és specificitása 89 és 100%-nak adódott, míg a 

pozitív és a negatív prediktív érték 100 és 99% volt. Amennyiben egy minta a PBP2’ latex 

agglutinációs teszttel kombinált gyors MALDI-TOF MS analízissel pozitívnak bizonyult, akkor 

a hagyományos eljárással szintén pozitív eredményt kaptunk. 
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5. MEGBESZÉLÉS 

A MALDI-TOF MS analízis az elmúlt években hatékony és megbízható eleme lett a 

baktérium identifikálás eszköztárának [22] és intézetünk rutin diagnosztikai gyakorlatának is 

részét képezi [39,40]. 

5.1 MALDI-TOF MS-alapú módszer kidolgozása várandós nők Streptococcus agalactiae 

kolonizációjának gyors kimutatására 

Pozitív GBS szűrési eredmény esetén a szülés közben megfelelő antibiotikum profilaxis 

alkalmazása javasolt [41]. A S. agalactiae törzsek identifikációjára a MALDI-TOF MS széles 

körben alkalmazott módszer, amely megbízhatóan alkalmas e baktérium azonosítására [18]. 

Mivel a MALDI-TOF MS módszerrel történő identifikálásra leginkább a tiszta 

baktériumtenyészet alkalmas, a standard GBS-szűrési metodikák 2-3 napos tenyésztési időt 

vesznek igénybe [18,22]. Mivel az általunk kidolgozott, közvetlenül a szelektív dúsító folyadék 

centrifugált üledékéből végzett, MALDI-TOF MS-alapú GBS szűrési módszer pozitív prediktív 

értéke 100%, ezért alkalmazása lehetőséget nyújt a GBS kolonizáció kimutatására már 18-24 

órával a minta laboratóriumba érkezése után. Ez az esetek zömében jelentősen lerövidíti a GBS 

szűrés idejét. 

Több tanulmány hangsúlyozza a mintaelőkészítési, illetve a tenyésztési idő 

rövidítésének szükségességét, de napjainkig csak néhány olyan alkalmazás született, amely 

hatékony megoldást kínál erre a problémára [42,43]. A szelektív dúsító folyadékból történő 

direkt azonosítás megfelelő hatásfokkal alkalmazható többek között Salmonella sp. 

kimutatására széklet mintából [44], Listeria monocytogenes jelenlétének igazolására élelmiszer 

mintákból [45] Több tanulmány szerint a MALDI-TOF MS hatékonyan alkalmazható különféle 

baktériumok azonosítására pozitívvá vált hemokultúra mintákból [46-49]. Az általunk 

kidolgozott gyors GBS szűrési módszerrel kapott eredmények 93%-ban megegyeztek a 

hagyományos GBS szűrés alkalmazásával kapott eredményekkel. Hasonló tapasztalatokról 

(92,6%-os egyezés) számoltak be Salmonella sp. szelektív dúsítóból MALDI-TOF MS 

alkalmazásával történő direkt kimutatása során [44] és számos egyéb baktérium esetében (97-

98%) [50]. Valamennyi közölt esetben a módszer kulcs lépése volt a minta előkészítés 

optimalizálása, különös tekintettel arra, hogy a MALDI-TOF MS analízisre alkalmas, 

megfelelő minőségű és mennyiségű baktériumfehérje álljon rendelkezésre, például a folyékony 

médiumok centrifugálása által [44,50].  
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5.2 Az SZTE Szent-Györgyi Albert Klinikai Központban 2012 és 2018 között várandós 

nők körében MALDI-TOF MS alkalmazásával végzett GBS szűrések eredményeinek 

összehasonlító elemzése  

A GBS kolonizációs szint átlagosan 18.4%-nak adódott a várandós nők körében a 2012 

eleje és 2018 közepe közötti időszakban [36]. Ez az érték megfelel a más európai országokban 

megfigyelteknek (6.5%-36%) [51]. Az általunk tapasztalt kolonizációs ráta valamivel 

magasabb a szomszédos Szerbiában nemrég leírt értéknél [52]. Valamennyi általunk izolált S. 

agalactiae törzs érzékeny volt penicillinre, cefuroximra és vancomycinra. A korábbi 

tanulmányok alapján közismert tény a GBS törzsek szinte kivétel nélküli érzékenysége -

laktámokra és vancomycinre [53,54]. Egyidejűleg viszonylag magas, és a vizsgálati időszak 

folyamán növekedő mértéket mutató erythromycin (34,9%) és clindamycin (34,6%) 

rezisztencia szint is megfigyelhető volt. Más tanulmányok is felhívják a figyelmet a makrolid 

és linkózamid rezisztencia terjedésére a S. agalactiae törzsek körében [24,55] és hangsúlyozzák 

a kolonizáló GBS izolátumok antibiotikum érzékenységi vizsgálatának jelentőségét a hatékony 

intrapartum antibiotikum profilaxis érdekében [23,51,52]. Vizsgálataink során az 

erythromycin, illetve clindamycin rezisztens törzsek többsége korezisztensnek bizonyult e két 

antibiotikumra és konstitutív clindamycin rezisztenciát figyeltünk meg az esetek zömében. 

5.3 A MALDI-TOF MS alkalmazása magas virulenciájú ST-1 és ST-17 S. agalactiae 

klónok kimutatására 

Az ST-1 és ST-17 GBS szekvencia-típusok közismerten gyakran asszociáltak 

újszülöttkori meningitsszel és egyéb invazív neonatális infekciókkal [51]. A Lartigue és 

munkatársi [6] által leírt módszer ezen szekvencia-típusok MALDI-TOF MS alkalmazásával 

történő azonosítását teszi lehetővé [51]. A módszer izolált törzs MALDI-TOF 

tömegspektrumának elemzése során a fenti szekvencia-típusokra specifikus fehérje csúcsok 

jelenlétének detektálásán alapul. A korábbi vizsgálatok [6] során a módszer szenzitivitása 

100%, specificitása 95% volt az ST-1 és 100%, valamint 98% az ST-17 típusú törzsek esetében. 

Az MS spektrum elemzésén alapuló rutin diagnosztikában alkalmazható ST-17 szűrés 

lehetősége a 2013-ban megrendezett európai GBS konszenzus konferencián is felmerült a S. 

agalactiae szűréssel és peripartum antibiotikummal kapcsolatos témakörben [23]. 

Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy az általunk analizált GBS tömegspektrumok 

közel felében (46,5%) detektálható volt olyan fehérje mintázat, amely az ST-1 (27,3%), vagy 

az ST-17 (19,2%) klónokra jellemző. Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a potenciálisan 
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virulens és invazív GBS törzsek prevalenciája magas a mi régiónkban. Más tanulmányok 

szerint az ST-1 szekvencia-típusba tartozó törzsek a várandós nőket kolonizáló leggyakoribb 

GBS klónok közé tartoznak, a hüvely mintákból végzett GBS szűrések esetén a leggyakoribb 

klónok egyikének bizonyultak [51]. Eredményeink az ST-17 típus prevalenciáját is magasnak 

(19,2%) jelzik a S. agalactiae-vel kolonizált várandós nők körében. Egy közelmúltban született 

tanulmány szerint Szerbiában az ST-17 klónok bizonyultak a leggyakoribbnak az általuk 

vizsgált populációban [52]. Amellett, hogy az ST-1 klónok előfordulási gyakorisága magas, az 

erythromycin és clindamycin korezisztens ST-1 törzsek prevalenciája különösen magasnak 

bizonyult (az ST-1 törzsek 52,1%-a). Az ST-1 törzsek körében előforduló magas erythromycin-

clindamycin rezisztencia szintet figyeltek meg korábban Bergseng és munkatársai [56] is. 

5.4 MALDI-TOF MS-alapú módszer kidolgozása methicillin-rezisztens S. aureus törzsek 

gyors kimutatására 

Az MRSA szűréshez szűkséges idő rövidítésére irányuló módszerek kidolgozása 

intenzíven kutatott terület [57]. Ezt a célt általában különféle fenotípusos tesztek 

kombinálásával érik el. Azonban az ilyen, a mintából történő direkt kimutatásra alkalmas 

módszerek általában meglehetősen szofisztikált hátteret igényelnek. Például Rees and Barr (58) 

módszere fág amplifikáció detektálásán alapul cefoxitin jelenlétében, illetve hiányában és ezt 

kombinálják tripszin emésztett fág fehérjék MALDI-TOF analízisével. Egy másik, eljárás [57] 

egy új aptameralapú fluorometriás assay klinikai mintákon történő alkalmazását használja 

immunomágneses szeparációval párosítva. Munkánk során egy egyszerű mintaelőkészítési 

módszert dolgoztunk ki, mely alkalmas az MRSA baktériumok közvetlenül a szelektív dúsító 

folyadékból történő MALDI-TOF MS azonosítására az ugyanazon üledékből végzett PBP2’ 

latex agglutinációs teszt kombinációjával [37]. Mivel az általunk kidolgozott módszer pozitív 

prediktív értéke 100%-nak adódott, ez a MALDI-TOF MS és a PBP2’ latex agglutinációs teszt 

kombinációján alapuló metodika hatékony alternatívája lehet a molekuláris technikáknak a 

mecA-pozitív MRSA törzsek szűréséhez szükséges idő lerövidítésére. Ezt a módszert 

alkalmazva az MRSA hordozás már 18-24 órával a minta levétele után megállapítható, további 

előnye, hogy könnyen beilleszthető a tenyésztésen alapuló laboratóriumi rutin MRSA-szűrés 

munkafolyamatába. 

6. KÖVETKEZTETÉSEK 

Munkánk célja az volt, hogy a MALDI-TOF MS módszer alkalmazásán alapuló, a S. 

agalactiae és methicillin-rezisztens S. aureus szűrések során alkalmazható új módszereket 
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dolgozzunk ki és ezeket értékeljük, valamint elemezzük a GBS szűrés során izolált S. 

agalactiae törzsek prevalenciáját és antibiotikum érzékenységi mintázatát. Főbb eredményeink 

a következők: 

1. Várandós nők S. agalactiae szűrése során alkalmazható gyors MALDI-TOF MS-alapú GBS 

kimutatási módszer dolgoztunk ki. Le tudtuk rövidíteni a GBS kimutatásához szükséges időt a 

MALDI-TOF MS közvetlenül a GBS szelektív dúsító folyadékból történő kivitelezése által. A 

standard tenyésztésen alapuló GBS szűrési eljárás 2-3 napot vesz igénybe, az általunk 

kidolgozott eljárással a kolonizáció tényét már 18-24 órával a mintavétel után megállapíthatjuk. 

2. 2012 és 2018 között laboratóriumunk által várandós nők körében végzett GBS szűrési 

eredmények összehasonlító elemzése során a GBS kolonizációs ráta 18,4%-nak adódott. Ez a 

kolonizációs szint illeszkedik az Európában mért adatokhoz. A kolonizáció mértéke 

valamennyi korcsoportban meghaladta a 10%-ot, a legmagasabb értékeket a 26-30 és 31-35 

éves korcsoportban találtuk. 

3. A várakozásoknak megfelelően a 2012-2018 közötti időszakban izolált valamennyi GBS 

törzs érzékeny volt -laktám antibiotikumokra és vancomycinre. Az erythromycinre és 

clindamycinre rezisztens törzsek aránya viszonylag magasnak bizonyult: átlagosan 34,9% és 

34,6% volt a vizsgált időszakban. Továbbá a rezisztens törzsek aránya egyértelműen növekedett 

és elérte a 40%-ot az utolsó két évben. Tudomásunk szerint ez a vizsgálat az első olyan elemzés 

a régiónkban, amely a várandós nők körében végzett GBS szűrési és antibiotikum érzékenységi 

vizsgálatok eredményeit összegzi. A makrolid és linkózamid típusú antibiotikumokkal 

szembeni rezisztencia előfordulásának magas aránya ismételten felhívja a figyelmet arra, hogy 

a GBS kolonizáció megállapításán túl szükség van a kolonizáló törzsek antibiotikum 

érzékenységének tesztelésére a megfelelő intrapartum antibiotikum profilaxis érdekében. 

4. Várandós nők GBS szűrése során 2017-2018-ban izolált 260 S. agalactiae törzs MALDI-

TOF tömegspektrumának elemzését végeztük el az invazív ST-1 és ST-17 GBS szekvencia-

típusokra jellemző fehérjecsúcsok detektálása céljából. A vizsgált izolátumok között nagy 

arányban fordultak elő a magas virulenciájú típusok: ST-1 27,3%-ban, ST-17 19,2%-ban. 

Ismeretink szerint a magas virulenciájú ST-1 és ST-17 klónok előfordulási gyakoriságával 

kapcsolatos általunk közölt eredmények az első magyarországi adatok e témában. 

Eredményeink megerősítik a MALDI-TOF MS azonosítás értékét a S. agalactiae szűrésben és 

demonstrálják, hogy a MALDI-TOF tömegspektrum vizsgálata hatékony módszer a magas 

virulenciájú ST-1 és ST-17 GBS klónok azonosítására. Az általunk vizsgált populációban a 
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GBS-pozitív várandós nők közel fele bizonyult kolonizáltnak e magas virulenciájú klónokkal, 

ami ugyancsak kiemeli a minél alaposabb, korszerű módszereket alkalmazó és nemzetközi 

ajánlásokat figyelembe vevő GBS-szűrés jelentőségét. 

5. MALDI-TOF MS-alapú alkalmazást dolgoztunk ki az MRSA gyors kimutatására közvetlenül 

a szelektív dúsító folyadékból. Módszerünk magában foglalja a MALDI-TOF MS 

identifikációhoz szükséges mintaelőkészítés optimalizálását és a PBP2’ latex agglutinációs 

teszt alkalmazását az azonosított S. aureus törzsek methicillin rezisztenciájának kimutatására. 

Metodikánk előnye, hogy egyszerű, megbízható és könnyen beilleszthető a rutin mikrobiológiai 

diagnosztikában alkalmazott MRSA-szűrés munkafolyamatába. Az általunk kidolgozott eljárás 

szenzitivitása és specificitása összemérhető más, komplexebb technikákéval, alkalmazásával a 

standard tenyésztésen alapuló MRSA szűréshez szükséges 2-3 nap 18-24 órára csökkenthető. 
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