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1 BEVEZETES

A mezdgazdasag termelékenységének fokozasa, illetve biztositdsa és egyuttal a vilag
rohamosan novekvd népességének ¢Elelmezése érdekében eldtérbe keriilt a jO mindségi
ont6zOvizek hasznalatira valo torekvés. Azonban a korlatozott vizkészletek és a csapadék
kiszamithatatlansaga a mikrobiologiai szempontbol nem megfeleld vizforrasok fokozodo
felhasznalasdhoz vezet, ami hozzdjarul az ¢élelmiszer-eredeti betegségek magasabb
eléfordulasahoz. Tovabba az Ujrahasznositott és mikrobiologiai szempontbdl nem vizsgalt
vizeket egyre gyakrabban alkalmazzédk Ont6zOvizként a mezOgazdasdgban, hogy
megbirk6zzanak a klimavaltozasbol adodd vizhidnnyal. A névények az élelmiszer-termelési
lanc tobb 1épésében, az elsddleges termelés soran, a feldolgozési szakaszban és az el6készités
soran szennyezddhetnek meg leggyakrabban a potencialisan karos mikroorganizmusokkal,

mivel a viz minden 1épésben hatalmas jelentéséggel bir.

A mezdgazdasagi termelést folytatd gazdasagoknal az élelmiszer-eredetii korokozok egyik 6
forrasa a nem megfelelé mindségli ontdzoviz, amely szennyezddhet a szennyviz befolyasaval,
szennyezett vihar- és mezdgazdasagi lefolydsokkal vagy akar a vadon ¢l allatok fekalis
kontaminécioja altal (Uyttendaele et al. 2015). Emellett, az olyan stilyos bakterialis korokozok,
mint a Listeria monocytogenes, a verotoxin termeld Escherichia coli, a Salmonella spp., az
Escherichia coli O157:H7, nemcsak tilélni képesek, hanem szaporodni is a szennyezett
ontozévizben (Falardeau et al. 2017). Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) szerint
az egyre tobb élelmiszer-€s viz eredetli jarvany hatdsara a korhazi kezelések ¢és haldlesetek
szintén ndvekvd tendenciat mutattak (EFSA 2019). A szennyezett vizzel ont6zott leveles
zoldségeket a mikrobialis korokozok jelenléte miatt az emberi gyomor-bélhurut gyakori
okozojanak tekintik. Az Egyesiilt Allamokban az 1998-2008 kozotti idészakban az élelmiszer
eredeti megbetegedések 22,8-46%-a volt Osszefliggésben a friss termékekkel, példaul
gylimolcsokkel, gombakkal, leveles zoldségekkel vagy csiraztatott zoldségekkel (Uyttendaele
et al. 2015). Tovabba Turner és munkatarsai (2019) az 1996-2016 kozotti idészakot elemezve
az Egyesiilt Allamokban 46 olyan jarvanyt figyeltek meg, amelynél az érintett élelmiszer
taplalékmétrix levélzoldség, romai saldta és spendt volt. Ezenkiviil az EFSA 31 zoldségekkel
¢s gyiimodlcslevekkel kapcsolatos jarvanyt irt le 2019-ben, amelyek 626 esetet okoztak (EFSA
2019, 2021). Ugyanakkor a friss termékek fogyasztasa iranti érdeklddés ugrasszerien nétt az
egeészséges taplalkozas térnyerésének koszonhetden, amely napi 5-7 adag zoldség, gyiimolcs
fogyasztasaval is jarhat (Betts 2014). Ezért az élelmiszer-eldallitdshoz hasznalt 6ntdzévizben

¢és kornyezetében jelenlévé mikroorganizmusok vagy teljes baktériumkozosségek azonositasa



¢s jellemzése segitséget nyujthat az élelmiszer-eredeti fertdzések megelézésében €s az esetek
szamanak mérséklésében. Ezen torekvésekhez elengedhetetlen az élelmiszer- és vizeredetli
baktériumok gyors és megbizhatd kimutatisa és azonositdsa. A Matrix-asszisztalt 1ézeres
deszorpcios/ionizacios id0 repiilési tomegspektrometria (MALDI-TOF MS) amelyet gyors,
pontos ¢és koltséghatékony mivolta miatt egyre szélesebb korben alkalmaznak a mikrobiologia
terliletein. Alkalmazasa elsddlegesen a klinikai bakteriolégian beliill, a mikrobiologiai
diagnosztikara dsszpontosul, de egyre inkabb alkalmazzak a kornyezeti bakterioldgiaban is az
¢lelmiszer- €és vizeredetli baktériumok azonositdsara. Emellett a modszer lehetdséget nyujt
baktériumok antibiotikum-rezisztencidjanak kimutatasara €s baktériumtorzsek tipizalasara is. A
baktériumok azonositasa foként a 16S rRNS gén szekvenalassal torténik, mely eljaras képzett
személyzetet és hosszadalmas folyamatokat igényel, nem beszélve a magas koltségekrol,
ezaltal a gyors azonositast tekintve limitalt az alkalmazhatdsaga. Ezaltal a MALDI-TOF MS
egy igéretes alternativa lehet az élelmiszertermeléshez hasznalt 6ntézdvizek €és kornyezetiik

monitorozasara.



2 CELKITUZES

Doktori disszertaciom soran célom volt, hogy atfogoé képet kapjak a magyarorszagi ontézévizek
¢s kornyezetiik bakterialis mindségérol. Ennek érdekében a MALDI-TOF MS-t hasznaltam a
kiilonbozd kornyezeti mintakbol izolalt baktériumok azonositasadra. Emellett a MALDI-TOF
MS néhany technikai jellemz6jét €s az ezen technikdval vizbdl szdrmazd baktériumok
azonositasara felhasznalhat6 taptalajokat is vizsgaltam. Munkdm soran teszteltem a MALDI-
TOF MS azonositasi hatékonysagat a Sanger szekvenalassal szemben vizbdl izolalt mikrobak

esetében. Emellett vizsgaltam az 6ntdzévizekbdl kitenyészthetd baktérium nemzetségek relativ

crer

A felsorolt célok elérése érdekében a kovetkezo6 feladatokat tiiztem ki:

- baktériumok izoladldsa ¢és azonositasa MALDI-TOF MS segitségével az
¢lelmiszerlancban el6forduld mintakbol (kut, 6nt6zéshez hasznalt folyo- és alloviz,
z0ldségek és tragya);

- MALDI-TOF MS mintaelokészitési eljarasok tesztelése kornyezetbdl szarmazod
baktériumoknal;

- taptalajok hatdsanak vizsgélata a tomegspektrumokon tobbvaltozds statisztikai modszer
segitségével;

- baktériumtorzsek elkiilonitése tobbvaltozos statisztikai modszer ¢s MALDI-TOF MS
alkalmazasaval,

- kiilonboz6 taptalajok vizsgalata vizbdl szarmazo6 izoldtumok MALDI-TOF MS-rel
torténd azonositasahoz;

- MALDI-TOF MS hatékonysaganak tesztelése Sanger szekvenaldssal szemben vizbdl
szarmazo6 baktériumok esetében;

- Ontozdvizek teljes bakterialis mikrobiomjanak vizsgalata MALDI-TOF MS-rel és

ujgeneracios szekvenalassal.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Kisérletekhez felhasznalt baktériumtorzsek

3.1.1 A taptalaj tomegspektrumra gyakorolt hatiasanak tesztelésére hasznalt
baktériumtorzsek

Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok tomegspektrumain vizsgaltam a kiilonb6zo
taptalajok hatasat. A vizsgélt Gram-negativ baktériumtdrzsek az E. coli DSM 11250 és az E.
coli ATCC 13706 voltak. Mindkét E. coli torzs a University of Natural Resources and Life
Sciences (BOKU), Vienna, Austria Elelmiszertudomany és Technoldgia Tanszékérdl
szarmazott. Az el6bbi egy human székletmintabdl izolalt, mig az utdbbi vizvizsgalatra hasznalt
baktériumtorzs. Ezenkiviill Gram-pozitiv baktériumok esetében is vizsgaltam a taptalajok
hatasat a tomegspektrumokon S. aureus ATCC 25923 és S. aureus ATCC 43300 torzsek
alkalmazasédval. Az elébbi egy azonositasra és taptalajok vizsgalatara hasznalt referenciatorzs,
mig az utdbbi egy methicillin- és oxacillin-rezisztens torzs. A S. aureus torzsek a

Mezb6gazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményébdl szarmaztak.

3.1.2 Mintavétel és baktériumizolalas

A mintavételi helyek kivalasztasdnak célja volt, hogy a munka soran lehetéleg tobbféle
ontozOviz mintat vizsgalva egy diverzebb képet lehessen nytjtani a kornyezeti mintak
mikrobidtdjarol. A dolgozatban 21 minta keriilt feldolgozasra, melybdl 2 allovizbél, 5
folyovizbdl, 8 kutvizbdl szarmazott. Olyan régidkban is tortént mintavétel, ahol az 6nt6z0éviz
szennyezddése eldfordulhatott (pl. tragyaval), vagy ahol az 6nt6zéviz vihette at a mikrobéakat
az 0ntozott novényekre (pl. kukorica, saldta, hagyma, sdska, spenot és paradicsom). Minden
helyszinrdl egy minta vétele tortént. A dolgozatban 4 trdgya minta keriilt feldolgozasra. A
karcagi, kengyeli, rdkoczifalvai és szolnoki Ont6zdvizmintdk feldolgozasa 2021 6szén a
University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna (BOKU) Elelmiszertudomanyi
Intézetében torténtek. Az Osszes tobbi mintat feldolgozé kisérletek kivitelezése a 2019-2022
kozotti idészakban, a MATE Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet Elelmiszer-

mikrobiologiai, Higiéniai és Biztonsagi Tanszékén torténtek.

A vizmintak begytiijtése steril palackokban torténtek, a mikrobidlis szennyezddés elkeriilése
érdekében, mig a zoldségmintdk steril milanyag zacskokban lettek begytijtve. A mintak hiitve
keriiltek szallitasra. A zoldségek a mintavételi helyek szerinti szarmazéasuk alapjan, két

csoportba lettek osztva. Ennek megfelelden a Zoldségl csoport Soroksarrol, mig a Zoldség2



csoport a Debrecenbdl szarmazo mintakat tartalmazott. A Zoldségek1 csoportba a hagyma, a
kukorica, a salata, a spenot, mig a Zoldségek2 csoportba a paradicsom, a spendt és a sdska

tartozik.
3.2 Taptalajok és izolatumok tenyésztése

3.2.1 Baktériumok tenyésztéséhez hasznalt taptalajok

A mintdk pufferolt peptonvizben (BPW) (Thermo Fisher Scientific Inc., Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Egyesiilt Kiralysag) lettek higitva. Legalabb 3 tizedeld higitast kovetden a minték,
a karcagi, kengyeli, rakoczifalvai, szolnoki ont6zévizmintak kivételével 3 tapagaron lettek
szélesztve: Trypticase Soy Agar (TSA) (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), Reasoner's
2A agar (R2A agar) (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), Elesztkivonat agar (Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag) ¢és Violet Red Bile Dextrose agar (VRBD) (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag). A lemezek inkubacidja 24-48 oran 4t 30 °C-on tortént. Minden
sz€lesztésbol 2 ismétlést készitve. A tragyamintak esetében 8 higitasi tag volt sziikséges, hogy

a lemezekrdl jol elkiilonithetd telepeket lehessen izolalni.

3.3 Modszerek

3.3.1 A kornyezeti izolatumok MALDI-TOF MS-rel tortén6 azonositasa

Az izolatumok azonositdsa a kiterjesztett kdzvetlen atviteli eljarassal tortént, azaz minden
izoldtum a Bruker altal biztositott acél targylemezre keriilt felvitelre steril fogvajo
felhasznalasaval, majd a mintdkhoz 1 pl 70%-0s hangyasav lett hozzdadva. Ezt kdvetden
levegdn szaritds utdan a mintdhoz 1 pl alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav  (a-cyano-4
hydroxycinnamic acid, HCCA) matrix oldat lett hozzdadva. Minden izolatum két ismétlésben
kertilt lemérésre. Az azonositds a MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH & Co, Billerica,
Massachusetts, USA) programmal tortént. A MALDI-TOF MS nemzetség vagy faj szintii

azonositasi eredményeinek meghatarozéasa a Bruker altal leirtak szerint tortént.

3.4.2 DNS-extrakcié és a vizbol izolalt baktériumok Sanger szekvenalasa

A kordbban kitenyésztett izolatumok DNS-extrakcidja a Chelex modszerrel tortént. Az
izolatumok DNS-ének kinyerése utan a 16S rRNS génspecifikus PCR futtatasa kovetkezett A
PCR-termékek kiértékelése 1%-0s agardz gélelektroforézissel tortént. A mintak tisztitdsa a
peqGOLD Cycle-Pure Kit-tel (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA) tortént, a
gyarto utasitasait kovetve. 12 ul mennyiségii tisztitott DNS-hez 3 pl 27F gén primer kertlt



hozzaadasra, a Sanger szekvenalast a Microsynth AG (Balgach, Svajc) végezte. A szekvenciak
azonositasa az NCBI BLAST funkciojaval, az NCBI RefSeq RNA szekvencia-adatbazisaval
tortént. A baktériumfajok meghatarozasara korabbi eredményeknek megfeleléen 98,65%-0s

szekvenciahasonlosagi kertilt elfogadasra (Strejcek és mtsai 2018).

3.4.3 DNS-extrakeié és az ontozovizmintak Gjgeneracios szekvenalasa

Az 6ntdz6viz mintdkbol szarmazo mikrobidlis genomialis DNS izolalasa a DNeasy PowerSoil
Pro Kit-tel (QIAGEN, Hilden, Németorszag) tortént. Az eljaras a gyartd leirasa alapjan tortént.
Az amplikon-konyvtar létrehozasa, mindség-ellendrzése €s a szekvenalas a Vienna Biocenter
Core Facilities NGS-egységében (www.vbcf.ac.at) keriilt végrehajtasra. A 16S rRNS gén V3—
protokollal, Illumina MiSeq platformon tortént (Illumina, Inc., San Diego, California, USAA
nyers szekvenciaadatok a PRIEB56665 azonositdval elérhetdek a European Nucleotide Archive

weboldalan.
3.5 Adatok elemzése

3.5.1 MALDI-TOF MS azonositasi eredmények elemzése

Az azonositasi folyamat MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH & Co, Billerica,
Massachusetts, USA) alkalmazasaval tortént. A FlexControl és FlexAnalysis (Bruker Daltonics
GmbH & Co, Bremen, Németorszag) programok felhasznalasaval tortént az adatgytijtés, illetve

az adatfeldolgozas.

3.5.2 Biomarker kimutatasi kisérletekbol nyert adatok elemzése

A MALDI-TOF MS késziilék beallitasai megegyeztek a 3.4.1-es fejezetben ismertetett
beallitdsokkal. A FlexAnalysis (Bruker Daltonics GmbH & Co, Bremen, Germany) szoftver
minden nyers spektrumokbol létrehozta az intenzitasok listdjat a megfeleld m/z adatokkal. A
két-két E. coli és S. aureus izolatumok differencialasdhoz a fékomponens analizissel (PCA),

Mass-Up program alkalmazasaval végeztem (Lopez-Fernandez et al. 2015).

A kiilonbo6z6 taptalajokon tenyésztett két E. coli torzs (DSM 11250, ATCC 13706) és S. aureus
torzsek (ATCC 25923, ATCC 43300) tomegspektrumanak differencidldsa diszkriminancia
analizissel (DA) tortént (IBM SPSS Statistics 27) tortént. A korabban mért 60, illetve 80

tomegspektrum kertilt elemzésre a DA-sel. A kiillonboz6 taptalajokon tenyésztett izolatumok



azonositasi pontszamai egytényezds ANOVA alkalmazésaval keriiltek 6sszehasonlitasra (IBM

SPSS Statistics 27, IBM Corp. 2020).

3.5.3 A taptalajokat vizsgalo Kkisérletekbol nyert adatok elemzése

A MALDI-TOF MS késziilék beallitasai és az azonositasi folyamat megegyezett a 3.4.1-es
fejezetben ismertetett beallitasokkal. A négy taptalajon tenyésztett S. aureus izolatum
azonositasi pontszimanak dsszehasonlitasa egytényezdés ANOVA alkalmazasaval tortént (IBM
SPSS Statistics 27, Armonk, New York, USA). A Ferdeség és Csucsossag értékei alapjan a
rezidumok normalis eloszldsuak voltak. A Levene-teszt alapjan a szorashomogenitas sériilt

(p<0,001), ezért a Games-Howell tesztet (Post hoc) volt alkalmazva (IBM Corp. 2020).

Az E. coli tapkozeg-kisérleteknél a Kolmogorov—Smirnov teszt (p>0,05) bebizonyitotta, hogy
a rezidumok normalis eloszldsuak, a variancia homogenitdsa pedig Levene teszttel (p>0,05)

keriilt ellendrzésre (IBM Corp. 2020).

3.5.4 A MALDI-TOF MS és a 16S rRNS génszekvenalas o6sszehasonlitasanak
adatelemzése

A MALDI-TOF MS ¢és 16S rRNS gén szekvenalas azonositasanak hatékonysaganak tesztelése
paros t-teszt alkalmazasaval tortént (IBM SPSS Statistics 27, Armonk, New York, USA) (IBM
Corp 2020).

3.5.5 Alkalmazott bioinformatika és szekvencia analizis az ujgeneracios szekvenalas
soran

A primerek eltdvolitasa a nyers szekvencidkbodl a cutadapt v2.1 hasznalataval tortént (Martin
2011). A nyers szekvencidk tovabbi feldolgozasa a dada2 v1.14.1 pipeline segitségével az R
v3.6.3 verzigjaval tortént (Callahan et al. 2016; R Core Team 2021). A szekvencidk taxondémiai
hozzéarendelése a SILVA rRNA SSU 138 adatbazissal, az ,,assign Taxonomy” paranccsal tortént
(Quast et al. 2013).

Az tjgeneracios szekvenalasbol szdrmazo adatok tovabb elemzése a MicrobiomeAnalyst
programmal tortént (Dhariwal és mtsai. 2017). Osszesen 33 alacsony abundanciaju ASV keriilt
eltavolitasra, melyek prevalencidja <20% és eléfordulasa <4 volt. Az adatsziirést kdvetden 730

ASYV tovabbi elemzése tortént €s keriiltek beépitésre az eredmények fejezetbe.
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Baktériumok azonositasa kornyezeti mintakbol MALDI-TOF MS
alkalmazasaval

Doktori munkdm soran a MALDI-TOF MS-t a kiilonb6z6 tipusu kornyezeti mintakbol
szarmazo baktériumok azonositdsara hasznaltam. Osszesen 21 mintdbol 311 baktérium keriilt
izolalasra. A mintadk tobb Gram-negativ izolatumot (225) tartalmaztak, amelyekbdl 178-at
(79,1%) nemzetségszinten, 92-t (40,9%) fajszinten sikeriilt azonositani, az azonositatlan
kategoriaba minddssze 47 (22,3%) izolatum kertilt. Ezenkiviil a 86 Gram-pozitiv baktériumbol
62-t (72,1%) nemzetségszinten, 22-t (25,6%) pedig fajszinten azonositott a Biotyper. Emellett
24 (27,9%) Gram-pozitiv izolatumot nem sikertiilt azonositani. Elmondhat6, hogy figyelembe
véve mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ kornyezeti izolatumok eredményeit, a
Biotyper 0sszesitve 77,2%-0s nemzetségszintl és 36,6%-os fajszintli azonositasi eredményt ért

el.

Mindazonaltal az itt bemutatott mérésekbdl nyert adatok arra utalnak, hogy a MALDI-TOF MS
Biotyper megbizhaté ¢és gyors eszkdz lehet a kornyezetbdl szarmazé baktériumok
nemzetségszintli azonositdsara. Azonban, amint az a dolgozatban bemutatott eredményekbdl is
lathaté ahhoz, hogy ugyanazt az eredményt fajszinten is elérjiikk, az adatbazis tovabbi

fejlesztésre szorul a kornyezetbdl szdrmazo fajok hozzaadasaval.

4.2 A MALDI-TOF MS minta-elokészitési technikainak osszehasonlitasa

Ebben a fejezetben két mintaeldkészités eljarés, kiterjesztett kozvetlen atviteli (hangyasavas
extrakcid) eljards és a kozvetlen atviteli eljards keriilt Osszehasonlitasra. A hangyasav-
extrakcioval azonositott 62 izolatum koziil minddssze kettd esetében nem volt elérhetd a
nemzetségszintli azonositas, mig a hangyasavas extrakcio nélkiil 16 izolatum esetében volt nem
megbizhatd az azonositasi eredmény. Ezen 16 izolatumbol 14-et legalabb nemzetségszinten,
kettdt pedig fajszinten sikeriilt azonositani hangyasav hozzaadasaval. A hangyasavas extrakcio
esetében 96,8%-0s nemzetségszintli, mig hangyasav alkalmazasa nélkiil mindossze 73%-0s
nemzetségszintli azonositasi eredményt sikertilt elérni. Tovabba szintén kiemelendd, hogy a 62
izolatumbol 31 (50%) keriilt azonositasra hangyasavval fajszinten, mig annak hianyaban csak

22 (34,9%).

A kiterjesztett kozvetlen atviteli eljaras alkalmazasanak eldnye az eredményekbdl szembetling.
Emellett, a kiterjesztett kozvetlen atviteli eljaras atlagos log pontszama 2 felett volt, igy elérte

a fajszintli azonositasi kiiszobértéket, mig a kozvetlen atviteli eljaras atlagos log pontszama
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csak 1,85 volt. Paros t-proba (t=16,09, p<0,001) is bizonyitotta, hogy a két mintaelékészitési
modszer atlagos logaritmikus pontszamai kozott szignifikans kiilonbség volt, tehat a
kiterjesztett kozvetlen atviteli eljaras hatékonyabbnak bizonyult kérnyezeti mikrobak MALDI-

TOF MS-rel torténd azonositasahoz, mint a kozvetlen atviteli eljaras.

4.3 A taptalajok hatasanak vizsgalata a MALDI-TOF MS azonositasara a vizbol
szarmazo izolatumok esetében

Ebben a fejezetben a TSA, a validalt tptalaj, eredményei keriiltek 6sszehasonlitisra az R2A ¢€s
az Elesztokivonat agar (YEA) eredményeivel. A mérésekhez kivélasztott 23 izolatumot
korabban kiilonboz6 vizekbdl (tavak, folyok) izolaltam. A vizsgélatban szerepld izolatumok
tobbnyire Gram-negativ baktériumok az Aeromonas, Acinetobacter, Pseudomonas,

Shewanella.

A TSA agar, a MALDI-TOF MS azonositasi technikdhoz validalt tapkdzeg, eredményei azt
mutatjak, hogy a 23 vizben taldlhatd izolatumbol 11 (47,8%) fajszinten, 19 (82,6%)
nemzetségszinten keriilt azonositasra. Négy izolatum (17,4%) nem keriilt azonositasra. R2A
agaron a 23 izolatumbol 12 (52,2%) kertiilt azonositasra fajszinten, amely érték magasabb, mint
a TSA agaron elért eredmény. Azonban az azonositatlan izolatumok szdma is magasabb, mint a
TSA agaron, mivel a 23 izolatumbol 6t6t (21,8%) nem sikeriilt azonositani nemzetségszinten
sem, szemben a TSA-n felvett négy azonositatlan izolatummal. R2A agaron nemzetségszinten
18 (78,3%) izolatumot sikeriilt azonositani. Az Elesztékivonat agar (YEA) eredményei
hasonldéak voltak a TSA-n és az R2A-n kapott eredményekhez, mivel a 23 izolatumbdl 11-et
(47,8%) fajszinten sikeriilt azonositani. Ez a taptalaj bizonyult a legjobbnak, hiszen a legkisebb

szamu, minddssze harom (13%), azonositatlan izolatumot is ezen taptalajon sikertilt elérni.

Az eredmények alapjan az R2A és az ElesztSkivonat agar is alkalmas vizbdl szarmazo
baktériumok MALDI-TOF MS azonositasara, mivel a log pontszamok atlagai k6zott nem volt
szignifikans kiilonbség, amelyet az ANOVA-val (F=0,10, p=0,90, Fcrit=3,13) igazoltam. Az
atlagos log pontszdmok azonban minden esetben a 2, azaz a fajszintli azonositasi kiiszobérték
alatt voltak (TSA, 1,97; R2A, 1,95; YEA, 1,97). igy ezen eredmények is ravilagitanak a
MALDI-TOF MS Biotyper korlataira a kdrnyezeti baktériumok fajszintii azonositasat tekintve,
tovabba az adatbazis kornyezeti izoldtumokkal torténd bovitésének sziikségességére ujfent
felhivjak a figyelmet. Az eredmények alapjan a vizbdl szdrmazd izolatumok TSA-n torténd
azonositasa mellett javasolhaté az ElesztSkivonat agaron torténd parhuzamos azonositas a jobb

fajszintii azonositasi eredmények érdekében.
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4.4 Baktériumtorzsek elkiilonitése és a taptalajok hatasanak tesztelése a torzsek
tomegspektrumain MALDI-TOF MS segitségével

4.4.1 Baktériumtorzsek elkiillonitése tobbvaltozos statisztikai modszerekkel

Ebben az alfejezetben a MALDI-TOF MS baktériumoktorzsek differencialasara kertilt
felhasznalasra, emellett a taptalajok hatdsa az egyes baktériumtorzsek PMF-ére (protein mass
fingerprint) is tesztelésre keriilt. Két Gram-pozitiv torzs, a S. aureus ATCC 25923, egy
referencia torzs és a S. aureus ATCC 43300, egy methicillin-rezisztens torzs kertilt tesztelésre
négy kiilonbozo taptalajon (TSA, YEA, R2A, Baird-Parker agar). A torzsek megkiilonboztetése
fokomponens analizis (PCA) alkalmazasaval tortént. A PCA-val nyolc egymastol jol
elkiilonitett csoport keletkezett, amelyek tartalmaztak az egyes taptalajokon felvett torzsek
kiilon-kiilon kapott tomegspektrumait. A PCA alkalmazéasa a tomegspektrumokon lehetévé tette
a S. aureus torzsek differencialasat, mivel mindegyik csoport jol elkiiloniilt egymastol.
Emellett, a S. aureus ATCC 43300 tomegspektrumaban mind a négy taptalajon egy specifikus
csucs volt megfigyelhetd m/z 5868-nal, amely cstics ezen torzs specifikus biomarkerének

tekinthetd, mivel csak a fent emlitett torzs tomegspektrumaban volt csak jelen.

Az E. coli ATCC 13706 és E. coli DSM 11250 torzsek megkiilonboztetése is fokomponens
analizissel (PCA) tortént. A TSA mellett R2A és Elesztokivonat agar keriilt felhasznalésra. Ezen
kisérleteknél a hat csoport egyértelmiien elkiiloniilt. Ezenkiviil sikeriilt két torzsspecifikus cstics
kimutatasa az m/z 6640 és m/z 8912 értéknél az E. coli ATCC 13706 tomegspektrumaban. Ezek
a csucsok lehetdvé tették a tanulmanyban hasznalt két E. coli torzs megkiilonboztetését, mivel
ezek csak az E. coli ATCC 13706 tomegspektrumaban voltak jelen mindharom taptalajon. Ezen
csucsok jelenléte a MALDI-TOF MS altal azonositott E. coli izolatumok tomegspektrumaban
az E. coli ATCC 13706 gyors azonositasahoz vezethet, igy ezek fontos biomarkereknek

tekinthetdek e faj esetében.

4.4.2 A taptalaj baktériumtorzsek tomegspektrumaira gyakorolt hatasanak elemzése

A taptalajok  baktériumtorzsek tomegspektrumara gyakorolt hatasdnak elemzése
diszkriminancia analizissel (DA), S. aureus torzsek alkalmazasaval tortént. A S. aureus ATCC
25923 tekintetében a DA egyértelmiien elvdlasztotta a Baird-Parker agaron felvett
tomegspektrumokat a tobbi csoporttol, ami az azonositasi eredményeken is lathat6 volt, mivel
a legalacsonyabb pontszam ezen a taptalajon jelent meg. Ezenkiviil mind a négy taptalaj
csoportja elkiiloniilt egymastol. A TSA, R2A és YEA csoportjai kozelebb kertiltek egymashoz,

mivel ezek a spektrumok hasonlobbak voltak egymashoz, és az azonositdsi pontszamaik is
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kozelebb alltak egymashoz. A S. aureus ATCC 43300-at illetéen a DA kimutatta, hogy a két
tapanyagban gazdag taptalajon, a TSA-n és a YEA-n felvett spektrumok hasonldéak voltak
egymashoz. Azonban nem csak a Baird-Parker Agar csoportja allt tavolabb a két magas
tapanyagtartalmu taptalaj csoporttol, hanem az R2A, egy alacsony tapanyagtartalmi taptalaj
csoportja is. A legjobb tapkozeg mindkét S. aureus torzs esetében a TSA volt, mivel a
legmagasabb azonositasai pontszamot ezen a taptalajon volt elérhetd. A S. aureus ATCC 25923
azonositasi pontszama magasabb volt a Baird-Parker Agar és Eleszt6kivonat agar esetében, de
az R2A agaron a S. aureus ATCC 43300 jobb eredményeket ért el. A négy taptalajon tenyésztett
S. aureus izolatumok azonositasi pontszamanak Osszehasonlitdsa egytényezés ANOVA-val
tortént. A statisztikai elemzés szignifikdnsnak bizonyult (F=22,164; p<0,001), ezért Games-
Howell (Post hoc) teszt, azt mutatta, hogy a Baird-Parker agaron kapott spektrumok atlagai
szignifikansan eltértek a TSA agart6l (p<0,001). Az R2A és Yeast Extract Agar spektrumainak
atlagai nem tértek el szignifikansan a TSA agar atlagatol. igy az R2A és ElesztSkivonat (YEA)

agarok alkalmasak a S. aureus MALDI-TOF MS-rel torténé azonositasara.

A két E. coli torzs (ATCC 13706, DSM 11250) esetében a DA eredményei alapjan harom
csoport alakult ki az egyes tdpagarokon felvett spektrumok fiiggvényében. Az 1. csoportban az
R2A agaron, a 2. csoportban az ElesztSkivonat agaron és a 3. csoportban TSA-n felvett
tomegspektrumok kertiltek. A DA alkalmazasaval mindkét torzs esetében egyértelmiien
elkiilonithetdvé valtak a kiilonboz6 taptalajokon generalt bakteridlis tomegspektrumok. Az
alkalmazott taptalajok altal generalt spektrumok kiilonbségeit a DA ugy jelenitette meg, hogy
a két magas tapanyagtartalmu tapkozeg (YEA, TSA) csoportjai kozelebb helyezkedtek, mig az
alacsony tapanyagtartalmi R2A agar csoportja tavolabb helyezkedtek egyméashoz. Azonban a
MALDI-TOF MS képes volt mindkét E. coli torzset fajszinten azonositani mindharom vizsgalt
tapkozegen. A legjobb taptalajnak az ElesztSkivonat agar bizonyult, mivel ennek alkalmazasa
eredményezte a legmagasabb azonositasi pontszamot. Az egytényezds ANOVA kimutatta, hogy
az azonositasi pontszamok kozott nincs szignifikdns kiilonbség, igy az E. coli izolatumok

azonositasdnak megbizhatésaga nem kiilonbozatt (p>0,05).

4.5 AMALDI-TOF MS és a 16S rRNS génszekvenalas osszehasonlitasa a vizben
terjedo baktériumok esetében

A dolgozat ezen fejezetében a MALDI-TOF MS azonositasi hatékonysagat teszteltem a Sanger
szekvenalassal szemben 42 vizbdl szdrmazd baktériumon, melyeket 6t ont6z6viz mintabol
(Kengyel, Karcag, Rékdczifalva, Szolnokl, Szolnok?2) izolaltam. A MALDI-TOF MS ¢és 16S

rRNS génszekvenalds a 42 izolatum koziil 11-et eltérd eredménnyel azonositott. Az ezen
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kisérletekben leggyakrabban el6forduld 20 Acinetobacter nemzetséghez tartozo izolatumbol
ketté esetében kiilonb6zo eredményt tapasztaltam. A MALDI-TOF MS azonositds mindkét
esetben Acinetobacter junii eredményt hozott, mig a Sanger szekvenalas ezeket az izolatumokat
Acinetobacter schindleri fajként azonositotta. Egy Rhodococcus nemzetséghez tartozo
izolatumot egyik technika sem tudott fajszinten azonositani. Az Enterobacter és Pseudomonas
izolatumok kozott is megfigyelhetdek voltak eltérések. A MALDI-TOF MS a dolgozatban #6-
tal és #9-cel jelolt izolatumokat E. hormaechei és E. cloacae fajokként azonositotta, a Sanger
szekvenalas viszont nem tudta megkiilonboztetni az elébbit, mivel az E. cloacae ¢€s az
E. hormaechei szekvenciai is 99,9%-0s hasonldsagot mutattak. Habar a #9-es izolatumot
E. cloacae fajként azonositotta a MALDI-TOF MS, a Sanger szekvenalds eredmanye 99,48%-
os hasonlésagot mutatott egy E. hormaechei szekvencigjaval. A #10 és #11 jelolési
izolatumokat a MALDI-TOF MS fajszinten Pseudomonas veronii izolatumokként azonositotta,
mig az elébbi esetében a Sanger szekvenalds 100%-os hasonldsdgot mutatott Pseudomonas
veronii/ Pseudomonas extremaustralis fajok esetében is. Az utdbbi izolatum esetében a legjobb

talalat pedig egy nem jellemzett Pseudomonas faj volt.

Az alkalmazott modszerek hasonld azonositdsi eredményeket eredményeztek, mivel mind a
Sanger szekvenalas, mind a MALDI-TOF MS a 42 vizbdl izolalt baktérium tobb, mint 60%-at
azonositotta fajszinten. MALDI-TOF MS alkalmazaséaval 95,2%-0s nemzetségszintii &s 66,7%-
os fajszintli azonositast, még Sanger szekvenalassal 90,5%-0s nemzetségszintli azonosités
mellett 64,3%-o0s fajszintli eredményt sikeriilt elérni. A paros t-proba azonban azt mutatta, hogy

a két mddszer azonositasi eredményei kozott nincs szignifikans kiilonbség t(41)=2,02; p=0,57).

4.6 16S rRNS amplikon szekvenalas a Jasz-Nagykun-Szolnok megyei ontozovizek
mikrobiotajanak jellemzésére

A MALDI-TOF MS és a 16S rRNS génszekvenalas 6sszehasonlitdsdhoz hasznalt 6t 6ntézéviz
mintat (Kengyel, Karcag, Rékoczifalva, Szolnokl, Szolnok2) felhasznélva, az Gjgeneracios
szekvenalas alkalmazasdval meghataroztam az 6nt6zdvizekbdl kitenyészthetd €s ki nem

tenyészthetd baktériumnemzetségek relativ abundanciajat.

A vizmintdk mikrobialis kozossége a nemzetségeket tekintve diverz volt, mivel az ot
leggyakrabban el6fordulé nemzetség minden mintdban eltérd volt. Az 1. mintdban a
legelterjedtebb nemzetség a Tepidimonas volt, amelyet a Flavobacterium, a Methylococcus, a
Methylophilaceae UBA6140 és a Nocardioides kovetett. A 2. mintaban a legelterjedtebb

nemzetség a Sideroxydans volt, amelyet a Brevundimonas, Terrimonas, Mycobacterium ¢€s a
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Candidatus Omnitrophus nemzetség kovetett. A 3. mintdban a legelterjedtebb nemzetség a
Nitrosomonas nemzetség volt, amelyet a Candidatus Nitrotoga €s a Permianibacter kovetett.
Gyakoriak voltak a Hydrogenophaga és a Pseudohongiella nemzetségek is. A 4. mintdban
megfigyelt nemzetségek abundancidja 6sszehasonlithato volt a 3. mintaval, mivel a nitrifikalo
baktérium nemzetségek, mint a Nitrosomonas és a Candidatus Nitrotoga voltak a masodik és a
negyedik leggyakoribb nemzetségek. A legelterjedtebb nemzetség azonban a Gordonia, a
harmadik leggyakrabban el6fordulé nemzetség a Sphingobium, mig az 6tddik a Rhodococcus
nemzetségek voltak. Az 5. mintdban a Comamonadaceae csalad dominancidja volt
megfigyelhetd, mivel az 6t leggyakrabban eléforduld nemzetségbdl négy ebbe a csaladba
tartozott. A legelterjedtebb nemzetség a Rhodoferax, majd az Acidovorax, a Hydrogenophaga,

az Aquabacterium és a Dechloromonas voltak.

Bér a Nitrosomonas nemzetség volt a legdominansabb nemzetség a relativ abundancia (11,04%)
tekintetében, egyetlen egy izolatumot sem sikeriilt kitenyészteni. Ezzel szemben az
Acinetobacter, a legdomindnsabb kitenyésztett nemzetség, relativ abundanciat (0,64%) tekintve
csak a 31. volt a teljes baktériumkozosségben. Hasonloképpen, annak ellenére, hogy ot
izolatumot sikertilt kitenyészteni a Pseudomonas és Enterobacter nemzetségekbdl, a hozzajuk
tartozo relativ abundancia értékek csak 0,24% és 0,04% voltak. Bar a Brevundimonas
nemzetség rendelkezett a legnagyobb relativ abundancia értékkel (2,18%) a kitenyészett
nemzetségek kozott, mégis csak harom izoldtuma volt kitenyészthetd. Tovabba a Rhodococcus
nemzetségbdl, amely a masodik legmagasabb relativ abundancia értékkel (0,81%) birt a
kitenyésztett nemzetségek kozott, csak két izolatumat sikeriilt kitenyészteni. Bar a
Chryseobacterium nemzetség relativ abundanciaja (0,35%) a negyedik legmagasabb volt a
kitenyésztett nemzetségek kozott, mégis csak egy hozzatartoz6é izolatumot sikerdilt

kitenyészteni és beazonositani.
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5 KOVETKEZETESEK ES JAVASLATOK

A disszertacio elsé részében a matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/repiilési id6-ionizacios
tomegspektrometriat (MALDI-TOF MS) alkalmaztam élelmiszer- és vizeredetli baktériumok
azonositasa érdekében kiilonféle matrixokbol, mint az 6nt6zéviz, folydviz, zoldségek €s tragya.
A doktori dolgozatban beazonositott 311 kdrnyezeti izolatum vizsgalataval atfogo6 képet tudtam
nytjtani a MALDI-TOF MS (Biotyper) azonositasi teljesitményérdl, kdrnyezeti mikrobioldgia
tekintetében. Az eredmények azt mutatjak, hogy a Gram-pozitiv baktériumokat nehezebb
azonositani a MALDI-TOF MS (Biotyper) segitségével, mivel alacsonyabb (25,5%) fajszintii
azonositasi eredményt értek el a Gram-negativ izoldtumokhoz képest (40,9%). A mérésekbdl
nyert adatok alapjan a MALDI-TOF MS (Biotyper) megbizhat6 technika lehet a mezdgazdasagi
kornyezetbdl szarmazd baktériumok nemzetségszintii azonositasara, de ahhoz, hogy fajszinten
is hasonl6 eredményeket lehessen elérni, elkeriilhetetlen az adatbazis kornyezeti izoldtumokkal

valo bovitése.

Kétfele MALDI-TOF MS minta-elokészitési technikat, a hangyasavas extrakciot magaba
foglalo, kiterjesztett kozvetlen atviteli eljarast és a kozvetlen atviteli eljarast hasonlitottam
Ossze, hogy meghatdrozzam, melyik a hatékonyabb moddszer kornyezeti izolatumok
azonositasdhoz. A hangysavas extrakcioval elért atlagos log pontszam 2 felett volt, igy elérte a
fajszintli azonositasi hatart, mig a hangyasav felhasznal4sa nélkiil elért atlagos log pontszdm
minddssze 1,85 volt. Emellett a paros t-proba bebizonyitotta, hogy a kiterjesztett kdzvetlen
atviteli eljaras szignifikdnsan hatékonyabb kornyezeti izolatumok esetében, mint a kdzvetlen

atviteli eljaras.

A doktori disszertacio kovetkezd részében diszkriminancia analizis alkalmazasaval vizsgéaltam
a kiillonbozd taptalajok MALDI-TOF MS azonositdsi technikara valo hatasat. Igy
diszkriminancia analizis segitségével kimutattam, hogy a MALDI-TOF MS témegspektrumai
elkiilonithetdek az alapjan, hogy melyik taptalajon volt tenyésztve az adott mikroba. Emellett
megallapitottam azt, hogy torzsgylijteményekbdl szdrmazo izolatumok esetében alkalmazhatd

az Elesztékivonat agar és R2A agar a MALDI-TOF MS azonositasi folyamathoz.

A taptalajok MALDI-TOF MS azonositdsra gyakorolt hatisat teszteltem vizekbdl izolalt
baktériumok esetében a TSA, R2A és Elesztokivonat taptalajok alkalmazasaval. ANOVA-val
igazoltam, hogy mindharom taptalaj alkalmas vizbdl izolalt baktériumok azonositasara, mivel
a log pontszamok atlagai kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. A fajszintli azonositasi

kiiszobérték azonban egyik taptalaj hasznalataval sem volt elérhetdé (TSA, 1,97; R2A, 1,95;

17



YEA, 1,97). Ezekben a mérésekben még magasabb azonositasi pontszamokat lehetett volna
elérni, ha a 2-nél alacsonyabb, >1,9 terjedd hatarérték keriil alkalmazasra, azonban ez tobb

kisérletet sziikségeltetik.

Ezen tulmenden lehetdség nyilt az E. coli baktériumok torzsszintii differencialasahoz
fokomponens analizis alkalmazasaval. Emellett ugyanezzel a moddszerrel a methicillin-
rezisztens S. aureus torzs elkiilonitése is megvalosithatd volt a nem rezisztens S. aureus torzstol.
Ezzel bizonyitva, hogy a MALDI-TOF MS technika képes kiilonb6z6 tipust vizbdl szarmazo
¢s antibiotikum-rezisztens baktériumok térzsszintli differencialdsara. A jovoben egy tovabbi, az
antibiotikum-rezisztens baktériumok torzsekre koncentrald kibdvitett vizsgalat lenne

sziikséges.

A kovetkez6 részben a MALDI-TOF MS azonositasi hatékonysagat tesztelem a 16S rRNS
génszekvenalassal szemben, vizbdl izolalt baktérium esetében. Mindkét moddszerrel sikertilt
magasabb, mint 60%-os fajszinti azonositasi eredményt elérni. A MALDI-TOF MS azonositasi
technika alkalmazasa tobb izolatum azonositdsat tette lehetdvé mind faj, mind nemzetség
szintjén, de a paros t-teszt azt mutatta, hogy a két modszer azonositasi eredményei kozott nincs
szignifikans kiilonbség. A 42 vizsgalt izolatum kozil 11 (26,2%) esetében eltérd eredményt
adott a két azonositasi technika, azonban 10 izolatum esetében fajszinten volt megfigyelhetd az
eltérés. Ezen eredményekkel sikeresen bebizonyitottam, hogy a MALDI-TOF MS (Biotyper) a
16S rRNS génszekvenalasanak alternativdjaként alkalmazhatd vizbdl szdrmazd baktérium

azonositasahoz.

A doktori disszertacid utolsé részében a MALDI-TOF MS technikat ujgeneriacios
szekvenalassal kapcsoltam 0Ossze az Ont6zéviz mindségének monitorozasara. Mivel a
baktériumok 99%-a nem tenyészthetd, eléfordulhat, hogy a mikrobialis korokozok alacsonyabb
eléforduldsuk nem izolalhatoak, ami akadalyozza ezen koérokozok meghatarozasat. Erdekes
médon a legnagyobb mennyiségben izoldlt baktérium nemzetségek (Acinetobacter,
Pseudomonas, Enterobacter, Brevundimonas) alacsony relativ abundancia értékekkel
rendelkeztek az Gjgeneracids szekvencia adatdllomanyban. Ez rdvilagit arra a tényre, hogy a
kornyezeti baktériumok tobbsége nem tenyészthetd, és hogy a természetes vizek atfogod
feltérképezéséhez tenyésztéstdl fliggetlen modszerek alkalmazéasara is sziikség van. Ezen

eredmények alapjan tobb hazai 6ntézdvizet is érdemes lenne ezekkel a mdodszerekkel vizsgalni.
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6 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Eldszor alkalmaztam a MALDI-TOF MS (Biotyper) modszert és adatbazisdt magyar
mezdgazdasagi kornyezetbdl (6ntdozdviz, folyoviz, to, tragya és zoldség mintak) szdrmazo
baktériumok azonositasara. gy az azonositott 311 izolatum eredményeivel atfogé képet kaptam
a MALDI-TOF MS (Biotyper) azonositasi hatékonysagardl. koérnyezeti mikrobiologiat
tekintve. Emellett az azonositdsok eredményei arra is ravilagitanak, hogy a Gram-pozitiv
baktériumok kornyezeti izolatumait nehezebb azonositani, mivel alacsonyabb (25,6%) fajszintii

azonositasi eredmény volt elérheté a Gram-negativ izoldtumokhoz képest (40,9%).

2. Kimutattam, hogy kornyezetbdl izolalt baktériumok esetében a hangyasavas extrakcidval
jaro kiterjesztett kdzvetlen atviteli eljaras hatékonyabb mintaeldkészitési mod, mint a kdozvetlen
atviteli eljaras. A paros t-teszt (t=16,09, p<0,001) bebizonyitotta, hogy a kiterjesztett kozvetlen
atviteli eljards alkalmazaséval szignifikdnsan jobb eredmények érhetéek el kornyezeti

izolatumok esetében, mivel az eredményeinek atlaga elérte a fajszintli azonositasi kiiszobot.

3. Diszkriminancia analizis segitségével kimutattam, hogy a MALDI-TOF MS
tomegspektrumai elkiilonithetéek az alapjan, hogy melyik taptalajon volt tenyésztve az adott
mikroba. Emellett megallapitottam azt, hogy torzsgyljteményekbdl szarmazd izolatumok
esetében kozel azonos hatékonysaggal alkalmazhaté az R2A és Elesztékivonat agar is a

MALDI-TOF MS azonositéasi folyamathoz, mint a referencia TSA agar.

4. Els6ként kertilt kimutatdsra, hogy a kdrnyezeti vizmintakbol izolalt baktériumok MALDI-
TOF MS azonositasa nem kiilonbozott szignifikdnsan attdl fiiggden, hogy a mintdk a validalt
TSA taptalajon vagy az R2A és Elesztékivonat agaron voltak inkubalva. Az azonositési
pontszamok atlagai kozott nem volt szignifikans eltérés. A fajszintli azonositasi kiiszob azonban

egyik taptalaj hasznalatdval sem volt elérhetd (TSA, 1,97; R2A, 1,95; YEA, 1,97).

5. Fékomponens analizissel olyan csticsokat sikeriilt azonositani, amelyekkel elkiilonithetéek
egymastol az E. coli ATCC 13706 (m/z 6640, 8912) és E. coli DSM 11250 baktérium torzsek.
A methicillin-rezisztens S. aureus ATCC 43300 tomegspektrumaban m/z 5868-nal megjelent
specifikus csucs detektalasaval, lehetdség nyilt az antibiotikum-rezisztens torzs elkiilonitésére
a nem rezisztens S. aureus torzstél. Igy az eredmények alapjan a MALDI-TOF fékomponens

analizissel alkalmazhat6 baktérium torzsek differencialasara.

6. Els6 alkalommal keriilt tesztelésre a MALDI-TOF MS azonositasi teljesitménye Sanger

szekvenalassal szemben magyar vizmintakbol izolalt baktériumok felhasznalasaval. A Sanger
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szekvenalas ¢s a MALDI-TOF MS alkalmazésaval kézel azonos eredmények sziilettek, mivel
az izolatumok 64,3%-a és 66,7%-a keriilt azonositasra fajszinten. MALDI-TOF alkalmazaséaval
azonban tobb izolatumot sikeriilt azonositani mind faj, mind nemzetség szinten, azonban paros
t-teszt igazolta, hogy a két modszer azonositasi eredményei kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség (1(41)=2,02; p=0,57). Ezéltal kimutattam, hogy a MALDI-TOF MS (Biotyper) gyors
¢€s pontos alternativaja lehet a 16S rRNS gén szekvenalasnak a vizbdl szarmazo6 baktériumok

azonositasa soran.

7. ElsOként alkalmaztam a MALDI-TOF MS-t és az ujgeneracidos szekvenalast kelet-
magyarorszagi ontdzévizek mikrobialis monitorozasara. Az eredmények azt mutattak, hogy a
legnagyobb mennyiségben kitenyésztett nemzetségek (Acinetobacter, 0,64%; Pseudomonas,
0,24%; Enterobacter, 0,04%; Brevundimonas, 2,18%) alacsony relativ abundancia értékekkel
birtak a szekvencia adatsorban. Ezaltal kimutattam azt, hogy az 6nt6z6vizekbdl kitenyészthetd
baktériumnemzetségek alacsony relativ abundancia értékkel birnak, mig a magasabb relativ
abundaciaval rendelkez6 nemzetségek (Nitrosomonas, 11,04%, Tepidimonas, 6,7%, Gordonia,

4,89%) nem voltak kitenyészthetok.
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