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1. Roviditések jegyzéke

BAL Bronchoalveolaris lavage

BenA Beta-tubulin gén

BG 1-3-B-D-gliikan

CaM Kalmodulin gén

CDCA Centers for Disease Control Antibiotic

Cq Valos idejii PCR késziiléken, a kimutatasi hatar tallépéséhez sziiksége ciklusok szama
CT Szamitogépes tomografia

CV Variacios koefficiens

ECMM European Confederation of Medical Mycology

ELISA Enzimhez kapcsolt immunoszorbens teszt (,,Enzyme-linked immunosorbent assay”)
EORTC European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasie Fungal Infections
Cooperative Group

ERS European Respiratory Society

ESCMID European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

FDA Food and Drug Administration

GE Genomi ekvivalens

GM Galaktomannan

HIV Human immundeficiencia virus

HRM Nagyfelbontast olvadasi gérbe analizis

IgM Immunoglobulin M

ISHAM International Society for Human and Animal Mycology

ITS Internal transcribed spacer génrégio

LoD Detektacios hatar (,,Limit of detection”)

Lol Megbizhato fajazonositas als6 hatara (,,Limit of identification”)

MALDI-TOF Matrix asszocialt 1ézer deszorpcids ionizacid-repiilési idd

MRI Magneses rezonancia interferencia

MSG Mycoses Study Group

NCBI National Center for Biotechnology Information

PCR Polimeraz lancreakcio

PET Pozitronemisszios tomografia

SDS Natrium dodecil szulfat

SPECT Egyfoton kibocsatasos szamitogépes metszeti képalkotas (,,Single photon emission
computed tomography”)

Tm Olvadéspont

UV Ibolyan tali sugarak

WHO World Health Organization



2. Bevezetés

Az opportunista humanpatogén gombafajok altal okozott invaziv megbetegedések ¢és a
rezisztens gombatdrzsek egyre novekvé szama egyarant vilagméretii gondot jelentenek, amelynek
kovetkeztében tobb mint 1.6 millio ember hal meg évente (Bongomin és mtsai. 2017). Kiemelten
veszélyeztetett csoportba tartoznak a vérképzdszervi daganatos megbetegedésekben szenvedok, az
Ossejt- vagy szervtranszplantacion atesettek és a HIV fertézottek (Brown és mtsai. 2012). Az
egyebként is sulyos alapbetegségek szovodményeként fellépod szisztémas gombainfekciok idében
megkezdett hatékony antifungalis terdpia nélkiil a betegek életkilatasait jelentésen rontjak, tovabba

novelik a korhazi ellatas idétartamat illetve annak koltségeit (Ramana és mtsai. 2013).

Az invaziv mikdzisok f6 okozoi az Aspergillus fumigatus és Candida albicans gombafajok
(Pagano és mtsai. 2006), azonban az immunszuppressziv terapids gyogyszerek, a széles
spektrumu antibiotikumok egyre elterjedtebb alkalmazasanak, illetve olyan egyéb tényez6k, mint
a klimavaltozas kovetkezményeként a két nemzetség mas tagjainak eléforduldsa egyarant
novekszik (Holzheimer és Dralle 2002; Lass-Florl 2009). A névekvé tendencia mellett aggaszto,
hogy az utobbi idében a klinikumban megjelent gombatdrzsek bizonyitottan eltérd virulenciaval
¢és antifungalis rezisztencia profillal rendelkeznek (Zmeili és Soubani 2007; Alcazar-Fuoli és
mtsai. 2008; Szigeti és mtsai. 2012), emiatt az Egyesiilt Allamokban illetve a dél-amerikai
régiokban is szamoltak mar be antimikotikum rezisztens nozokomialis jarvanyokrol, melyek igen
magas mortalitdst mutattak a rizikdcsoportba tartoz6 betegek korében (Benedict és mtsai. 2017;
Thomaz ¢és mtsai. 2018). Mindezeket figyelembe véve a faji szintli diagnozis és a
rezisztenciasziirés egyarant kulcsfontossaguak, és hozzajarulhatnak a megfelel6 antifungalis szer
megvalasztasahoz (Balajee és mtsai. 2007). Az elsddleges prophylaxis, illetve az empirikus
terapias stratégiak csokkenthetik a mortalitast, ugyanakkor fennall annak az esélye, hogy
sziikségteleniil terhelik a betegek szervezetét a sulyosan citotoxikus antifungélis gydgyszerekkel
(Dib és mtsai. 2018). Az invaziv gombafert6zések korai felismerése a gyakran aspecifikus tiinetek
miatt (kohogés, mellkasi fajdalom, 1az) kihivas. Legmegfelelobb klinikai indikatorok k6zé tartozik
az antibiotikumos kezelésre sem sz{iné neutropénias laz. Ennek soran a 38°C feletti testhémérséklet
mellett az abszolut neutrofilszam tartésan 500 sejt/mikroliter hatarérték ald csokken (Heinz és

mtsai. 2017).



A rutin gombadiagnosztikaban hasznalt képalkotd6 modszerek sem specifikusak, igy nem lehet
nagy biztonsaggal kijelenteni, hogy a képi elvaltozas hatterében gombafert6zés all (Hayes és
Novak-Frazer 2016). A gombak tenyésztése idOigényes, ¢és a kozeli rokonfajok
megkiilonboztetése az atfedd morfoldgiai jegyek miatt ugyancsak kihivas (Pfeiffer és mtsai. 2011;
Barton 2013; Safavieh és mtsai. 2017). Annak ellenére, hogy a molekularis antigén alapt
modszerek szenzitiv és gyors diagnozist tesznek lehetévé, sem az Aspergillus fert6zések
kimutatasara kifejlesztett molekularis ,,gold standard” galaktomannan ELISA tesztek, sem a
panfungalis 1-3-B-D-gliikkdn tesztek nem szolgaltatnak faji szinti eredményt (Delaloye és
Calandra 2014). A gombafajok genetikai azonositasara legelterjedtebben a riboszomalis RNS
kodolo géneket (18S, 28S) és a koztiik elhelyezkedd ,,internal transcribed spacer” (ITS) régiokat
hasznaljak (Liu és mtsai. 2012; Vu és mtsai. 2019). Az ITS gének alkalmasak az Aspergillus
alnemzetségek elkiilonitésére, de a kiillonbozé Aspergillus fajszekciokon beliil sokkal pontosabb
fajmeghatarozast tehetnek lehetévé, amennyiben olyan fehérjekodold, részben konzervalt géneket
hasznalnak, mint a béra-tubulin, aktin vagy kalmodulin (Balajee és mtsai. 2007). Az Gj-generacios
szekvenalas mellett a polimeraz lancreakcion (PCR) alapulé modszerek is alkalmazhatok
diagnosztikai célokra, de a kiilonb6z6 laborok altal fejlesztett esszék és protokollok nagyfoku
heterogenitasa miatt a standardizacié tovabbra is megoldatlan. Ebbdl kifolydlag e technologiak
rutin gombadiagnosztikai felhasznalasa még mindig kihivast jelent, tovabba a kereskedelmi
forgalomban 1évé PCR tesztek tobbnyire csak a f6 gombapatogének (Aspergillus fumigatus,

Candida albicans) faji szintii kimutatasara 6sszpontositanak.

A fentebb taglalt tényezdket figyelembe véve igény mutatkozik a klinikai mikologiaban olyan
nukleinsav alapu diagnosztikai médszerek kidolgozasara, melyek az Aspergillus illetve Candida
nemzetségbe tartozo patogének széles spektrumat képesek faji szinten kimutatni. A HRM PCR
modszert eredetileg genetikai variansok kimutatasara fejlesztették ki, viszont egyre elterjedtebben
alkalmazzak kiilonb6z6 baktériumok, virusok, illetve gombak genetikai azonositasara is (Stephens
és mtsai. 2008; Steer és mtsai. 2009; Slany és mtsai. 2010; Somogyvari és mtsai. 2012).
Szakirodalmi adatok alapjan a gombadiagnosztikai HRM tesztek jelentds tobbsége az ITS génekre
specifikus (Mandviwala és mtsai. 2010; Nemcova és mtsai. 2015; Libert és mtsai. 2017).
Kutatasunk 6 célja olyan HRM PCR esszék kifejlesztése és optimalizalasa volt, amelyek a gomba
S-tubulin gének szekvenciaeltérései alapjan lehetévé teszik tobb klinikailag relevans Aspergillus

¢s Candida gombafaj egyszerti, gyors €s koltséghatékony elkiilonitését.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Kilinikai szempontbdl jelentés Aspergillus és Candida opportunista
humanpatogén gombak rovid jellemzése

Az Aspergillus nemzetség tagjai olyan kozmopolita, szaprofita gombafajok, amelyek egyarant
kiemelkedé mez6gazdasagi, biotechnologiai és klinikai jelentGséggel birnak (Samson és mtsai.
2014). Elséként Pier Antonio Micheli olasz botanikus irta le 6ket 1729-ben. Neviiket az
aszpergillumrol (szenteltvizhinté) kaptak (1. abra), mivel konidioféruk alakja ahhoz hasonlit
(Tsang és mtsai. 2018). A nemzetség nagyon Szerteagazd, mar a kortilbeliil 350 Aspergillus faj

rendszertani besorolasa sem egyszer(i feladat (Kocsubé és mtsai. 2016; Samson és mtsai. 2014).

'.,-..-m Aspergi”us

1. abra: Bal oldalon: David Ludwig altal készitett kiallitott Aspergillus modell a griefswaldi
botanikai muzeumban (Németorszag). Jobb oldalon: Az Aspergillus fumigatus mikroszkdpos

képe. (forras:  http://geoffreye-reedlife.blogspot.com/2013/02/microscopic-morphology-of-
aspergillus.html)

Az Aspergillus ubikviter gombasporak gyakorlatilag mindenhol el6fordulnak a
kornyezetiinkben. Minden ember meglepden nagy mennyiségli gombasporat 1élegez be naponta,
¢és az Aspergillus sporak 2-5 um-es méretiikbdl adodoan az alveolusokba is képesek bejutni
(Richardson és mtsai. 2019). Ezek azonban a teljesen egészséges egyénekre tObbnyire
artalmatlanok, mivel az alveolaris makrofagok bekebelezik és eliminaljak a sporakat (Filler és
Sheppard 2006). Mindazonaltal nagy mennyiségli gombaspora tartos belélegzése allergias eredetii
betegségeket okozhat. Ebbdl is kovetkezik, hogy a mezégazdasagi dolgozok és bizonyos esetekben
er6s dohanyosok korében gyakrabban fordul el6 az tgynevezett ,,farmer’s lung”, amely az

immunrendszer tulzott aktivitasatol kialakulé tiidégyulladas (Mitsui és mtsai. 2012). Ilyen jellegii
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megbetegedés a foként asztmdasokat vagy cisztikus fibrézisban szenveddket érintd allergids
bronchopulmonaris aszpergillozis (Knutsen és Slavin 2011). A tiidéaszpergillozis nem invaziv
formaja az aszpergilloma, amely leggyakrabban a tuberkul6zis kisérobetegsége. A kavitacid
(sejtnekrozis miatt kialakulo tiregesedés) kovetkeztében a gombasporak a tiiddiiregekben képesek
megtapadni, és a fejlodé gombahifak az erételjes nekrotikus folyamatok eredményeként keletkezo
sejttormelékkel Osszetapadva egy gdmb formaja képzodményt alkotnak (Moodley és mtsai. 2014).
A tiidéaszpergillozis legsulyosabb formaja az akar életet is veszélyeztetd, és idében megkezdett

terapia nélkiil magas mortalitasu invaziv tiidéaszpergillozis.

Az invaziv tiidGaszpergillozis kialakulasa foként sulyos immunhianyos allapothoz kothetd,
éppen ezért kiemelten veszélyeztetett csoportba a vérképzoszervi daganatokban szenveddk, az
Ossejt- €s szerv transzplantaltak, a HIV fertdzottek és a hosszu tava szteroid kezelés alatt allok
tartoznak (Sacarlal és Denning 2018). Legf6bb rizikotényezOk az immunszuppresszio,
neutropénia, lymphopénia és a T-sejt deplécid (Kaya és mtsai. 2017; Lauruschkat és mtsai.
2018).

Megfeleld immunvalasz nélkiil a tiidébe bekeriild spordkat az alveoldris makrofagok nem
képesek maradéktalanul semlegesiteni, ezért azok képesek megtelepedni. A novekvé hifak a
kornyez6 szovetekbe hatolnak és erdteljes sejtnekrozis kovetkezik be. Ezt koveti a fertdzés
angioinvaziv szakasza, amely soran az elére nyomulo hifak miatt az érfalak integritasa sériil. Végiil
az ereken athatolo hifakrol gombasejtek valnak le (disszeminalnak), melyek a véraram tjan mas
szervekhez (maj, vese) jutnak el, és ott megtelepedve rontjak azok funkcidit (Aimanianda és
mtsai. 2009). Fontos megemliteni, hogy a hifadarabok képesek a vér-agy gaton is atjutni, melynek
kovetkeztében kozponti idegrendszeri aszpergillozis alakulhat ki, amely az Aspergillus
angioinvaziv képessége miatt akar olyan sulyos és életet fenyegeté szovédményhez vezethet, mint

példaul az agyvérzés (Anciones és mtsai. 2018; Neyaz és mtsai. 2018).

Az aszpergillozis kialakulasaért leggyakrabban az Aspergillus fumigatus felelds, melyet az
Aspergillus lentulus, a nagyfoku gyogyszerrezisztenciat mutatd Aspergillus terreus, a tropusi €s
szubtropusi vidékeken gyakran eléforduld Aspergillus flavus és Aspergillus niger kovetnek
(Howard és mtsai. 2009; Alastruey- Izquierdo és mtsai. 2012; Steinbach és mtsai. 2012;

Sharma és mtsai. 2018).



Bongomin és mtsai. altal 2017-ben végzett epidemioldgiai becslés alapjan, az évente regisztralt
allergids bronchopulmondris aszpergilldzisos esetek szdma 5 millid, a kronikus pulmondris
aszpergillozisos eseteké 3 millid, és az invaziv aszpergillozisos betegeké tobb mint 300 000.
Ugyanakkor a szerzok feltételezik, hogy az invaziv aszpergillozis tekintetében a veszélyeztetettek
szama meghaladhatja az évi 10 milliot (Bongomin és mtsai. 2017). Szamottevé epidemiologiai
adatokrol szamolnak be a Candida gombak altal okozott fert6zések kapcsan is. Az invaziv
candidiazissal diagnosztizaltak szama eléri a 750 000-et, a HIV pozitiv betegek korében 2 millio
szajiiregi candididzisos esetet irtak le és a vulvovaginalis candidiazisban szenveddk szama

koriilbeliil 134 millié évente (Bongomin és mtsai. 2017).

A Candida opportunista humanpatogén gombafajok rendszertanilag az élesztégombafélék
csaladjaba tartoznak. Ezek a gombak szerves részét képezik a human holobiomnak, az egészséges
emberek 60 szazalékaban a boron, belekben, genitalis régiokban illetve a szajiiregben fordulnak
el6. Kommenzalizmusban élnek a tobbi mikrobaval, de amennyiben a testkornyezet megvaltozasa
a gombanak kedvez, intenziv kolonizacio kovetkezik be, az asztalk6zosség megbomlik, és igy a

gomba patogénné valik (Tang és mtsai. 2016).

A Candida gombak szaporodasa pleiomorf jellegii (2. abra), vagyis kornyezeti koriillményektol
fliggéen haromféle szaporodasi forma érvényesiilhet: 1) a penészgombakra jellemzdé valodi
hifaképzés, 2) pszeudohifa képzés, 3) az élesztdgombakra jellemz6 sarjadzas (Sudbery és mtsai.
2004). Feltételezik, hogy a reverzibilis fenotipusvalté képességiik fontos szerepet jatszik a
patogenitasukban, penetranciajukban és a biofilm képzésiikben (Veses és Gow 2009; Tsui és

mtsai. 2016).

Pseudohyphae — _f

Chlamydospore
Pseudohyphae

Budding
yeast

Germ tube
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Source: Warren Levinson: Review of Medical Microbiology
and Immunology, 14th Edition, www.accessmedicine.com
Copyright @ MeGraw-Hill Education. All rights reserved.

2. abra: A Candida gombak szaporodasi formai (forras: Warren Levinson: Review of
Medical Microbiology and Immunology, 14th Edition, McGraw-Hill Education, 2016)



A Candida gombafajok tulzott elszaporodasa a szervezetben talalhato fizikai barrierek
sériilésének, a mikrobiom Osszetétel megvaltozasanak ¢és a megfelelé immunvédekezés hianyanak
kovetkezménye (Pappas és mtsai. 2018). Mindezek velejardja szamos Candida eredetli betegség
lehet, melyek koziil legsulyosabb az invaziv candidiazis, amelynek leggyakoribb formaja a

candidémia.

Candidémia soran az invaziv aszpergillézishoz hasonléan a gombasejtek a véraramba jutnak, és
olyan életveszélyes szovodményt okozhatnak, mint példaul a szeptikus sokk, melynek mortalitasa
akar a 87%-ot is elérheti (Guzman és mtsai. 2011). A gombasejtek ugyanakkor a véraram utjan
tobb szervet és szovetet is megtamadhatnak (vese, maj, tid6, szem, szivizomzat, csontszovetek,
gerincveld), és mivel képesek atjutni a vér-agy gaton, igy a kdzponti idegrendszert is karosithatjak,
ezaltal olyan tovabbi stilyos komplikaciok alakulhatnak ki, mint az endocarditis, endopthalimitis,
osteomyelitis vagy meningitis (Yapar 2014). F6 rizikotényezok a centralis vénakatéterezés, a
hastireget érinté mutéti eljarasok, a hosszutava szélesspektrumu antibiotikumos kezelések és a
vérképzOszervi daganatos megbetegedések (Kullberg és Arendrup 2015). A candidémia

incidenciaja 0sszefliggésbe hozhat6 az életkorral.

Legalabb 15 kiilonb6z6 Candida fajt irtak mar le, amelyek valamilyen human megbetegedéshez
kothetok, de az invaziv candidiazis kialakulasa az esetek 95%-aban az alabbi 6t fajhoz kothetd:
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis és Candida krusei
(McCarty és Pappas 2016). A Candida opportunista humanpatogén gombafajok megoszlasa a
klinikumban az elmult id6ben jelentésen megvaltozott, és az eddig dominans Candida albicans
mara csak a fertdzések kozel felénél figyelhetd meg (Guinea és mtsai. 2014; Cleveland és mtsai.

2015).

Az észak-eurodpai, egyesiilt allamokbeli és kanadai régiokban a Candida albicans mellett fontos
korokozonak szamit a Candida glabrata, mig a dél-eurdpai, azsiai és latin-amerikai orszagokban
a Candida parapsilosis és Candida tropicalis altal okozott fertézések eléfordulasa mutat novekvo
tendenciat (Andersen és mtsai. 2016; Lamoth és mtsai. 2018). Ezek a fajok eltér6 virulenciaval
rendelkeznek, amely eredendéen hatassal van a terapia kimenetelére és a betegek tulélési esélyeire
(Arendrup és mtsai. 2002). Habar a Candida parapsilosis altal okozott candidémia alacsony
mortalitast mutat, azonban a kiilonb6z6é orvostechnikai eszk6zokon €s implantatumokon képes

biofilmeket képezni, amely akar stlyos korhazi infekcidkhoz vezethet (Vaz és mtsai. 2011). Mas
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fajok, mint a Candida dubliniensis vagy Candida guilliermondii altal okozott fertézések foként
meghatarozott betegcsoportoknal figyelhetéek meg. A Candida dubliniensis (amelyet elsdként egy
HIV pozitiv betegbdl izolaltak az 1990-es években) altal okozott szajiiregi fertézések igen
gyakoriak HIV fert6zotteknél (Sullivan és mtsai. 1995; Livério és mtsai. 2017). Mindezeken tal
jelentds aggodalomra ad okot a multidrog rezisztens Candida glabrata és Candida auris patogén

torzsek egyre novekvo szama is (Healey és mtsai. 2016; Osei Sekyere 2018).

Intenziven kutatott teriilet a mikroorganizmusok biofilm képz6 tulajdonsaga, melynek fontos
szerepe van a gombak talélésében, ellenalloképességében illetve a gyogyszerrezisztenciaban. A
folyamat alapvetden harom fazisra bonthato: I) A korai fazisban a gombasejtek megtapadasa
torténik, amelyet jellemzdéen az adhezin sejtfelszini fehérjék segitik, amelyek révén a gombak a
gazdasejtekhez, kiillonbozé baktériumokhoz, abiotikus feliiletekhez és egymashoz kapcsolodnak.
I1) A kdzépso szakaszban a gombak poliszacharidokat és fehérjéket szekretalnak az extracellularis
térbe. Ezek a folyamatok morfologiai valtozasokat idéznek el6 a biofilmben, és egy zselé allagn
haromdimenzids struktara alakul ki, amely megvédi a gombasejteket a fagocitozistol és az
antifungalis szerek sem képesek hozzaférni a sejtekhez. Ill) Az utolsé szakaszban torténik a
maturacio, és a biofilm darabok levalasaval metasztazis alakul ki (Cavalheiro és Teixeira 2018).
A biofilm képzés az Aspergillus és Candida gombakra egyarant jellemz6, azonban a két
nemzetségen beliil eltérés mutatkozik az egyes fajok altal kialakitott biofilm matrix dsszetételében
¢s annak vastagsagaban. A betegség tipusatol fliiggben a gomba szintén eltéré Osszetételii
biofilmeket képez, példaul aszpergilloma esetén az Aspergillus fumigatus jellemzdéen a-1,3-
gliikanokat és melanint valaszt ki az extracellularis térbe, amely példaul invaziv aszpergillozisnal

egyaltalan nem jellemzo6 (Beauvais és Latgé 2015).

3.2 Alkalmazott diagnosztikai modszerek a klinikai mikologiaban

Az invaziv mikézisok korai fajalapt diagnoézisa napjainkban is nagy kihivast jelent a
mikrobiologiai laboratoriumok szamara. A betegekbdl izolalt gombak gyakran nem megszokott
morfologiat mutatnak, ezért a fenotipus alapjan torténd fajazonositds nehézkes. Emellett a
kornyezeti kontaminacié okozhat alpozitiv eredményeket, ugyanakkor bizonyos mintatipusok
(nyak, kopet) esetén a gombakat in vitro talndvo baktériumok alnegativitashoz vezethetnek (Jones

és mtsai. 2014). A tenyésztés mellett az elmult évtizedekben fokozatosan el6térbe keriiltek a
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molekularis diagnosztikai modszerek, és ugyancsak egyre tobb 11j innovativ technoldgia jelent meg
a piacon. Ezek, beleértve a PCR gombadiagnosztikai teszteket is, gyakran nem standardizaltak és
kivitelezésiik, kiértékelésiik kiilon szaktudast igényel, ezért nehezen illeszthetok be a rutin

diagnosztikaba.

3.2.1 Nemzetkozileg egységesitett betegkategoriak

2002-ben az ,,European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal
Infections Cooperative Group” (EORTC) és a ,,National Institute of Allergy and Infectious
Diseases Mycoses Study Group” (MSG) csoport egy 3 fokozati betegkategorizalasi rendszert
hatdrozott meg. Ez a kategdria rendszer alkalmazhaté az immunszupprimalt hematoldgiai
daganatokban szenvedok, Ossejt-transzplantaltak és cisztikus fibrozisos betegek esetében, igy
segitve a kiilonb6z6é klinikai és epidemioldgiai tanulmanyokat. A harom csoport: ,,proven”
(bizonyitott), ,,probable” (valdszinii) és ,,possible” (lehetséges) (Ascioglu és mtsai. 2002; De
Pauw és mtsai. 2008). Emlitésre mélto, hogy a nukleinsav alapu diagnosztikai modszerek csak

2019 ota szerepelnek a hivatalos EORTC/MSG ajanlasban (Donelly és mtsia. 2019).

e proven”: A fert6zés igazolasahoz sziikséges az érintett szovetrészbdl steril mintavételt
kovetden hisztologiai uton, vagy kozvetlen vérbdl tenyésztéssel a gomba jelenlétének
bizonyitasa. A gombastrukturdk hisztopatologiai kimutatasa a fert6zott szovetben Grocott-
Gomori féle eziistimpregnacioval vagy perjodsav-Schiff festéssel torténik. Ezt kiegészitéen
sziikséges tenyésztéssel a korokozo nemzetség vagy faji szintli azonositasa. Ezek hianyaban
a fert6zés eredete nem hatarozhaté meg egyértelmiien. A legfrissebb 2019-es iranymutatas
kiegészitése alapjan igazolhatd a fertézés, amennyiben a betegbdl izolalt formalin fixalt
paraffinba dgyazott szoveti mintaban PCR modszerrel sikeresen detektaljak a patogént, és
Uj-generacios szekvenalassal fajszinten azonositjak a gombat. Ez azonban kizarolag csak
abban az esetben ajanlott, amennyiben a gomba jelenlétét hisztopatologiai vizsgalat mar
elézetesen igazolta.

e _probable”: A neutropénias laz megjelenik és ismert olyan koérel6zmény, amely
rizikotényezonek tekinthetd (6ssejttranszplantacio, szteroid kezelés). Emellett sziikséges
valamilyen képalkoté diagnosztikai eljarassal (CT, MRI) kimutatott elvaltozas, és a
gombafertézés megerdsitése antigén alapt molekularis diagnosztikai  teszttel

(galaktomannan, B-D-gliikan) vagy tenyésztéssel. A PCR moddszert Onmagaban is
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alkalmasnak talaltak abban az esetben, ha: a) Plazma, szérum vagy teljes vérmintabol mért
két vagy tobb egymast kdvetd pozitiv PCR teszt, b) bronchoalveolaris lavage (BAL)
folyadékbol igazolt két vagy tobb pozitiv PCR teszteredmény, €) legalabb egy pozitiv PCR
eredmény plazma, szérum, teljes vérmintan €s egy pozitiv PCR BAL folyadékon.

e possible”: A beteg rizikdcsoportba tartozik és a klinikai tényez6k (neutropénias 1az és
képalkotassal kimutatott szervi elvaltozas) is megjelennek, de a gombafertézést bizonyitd

mikoldgiai tényezok (tenyésztés és antigén alapu tesztelés eredménye negativ) hianyoznak.
3.2.2 Konvencionalis gombadiagnosztikai modszerek

A hisztopatoldgiai vizsgalatok, a klasszikus mikrobiologiai- (mikroszkopia és tenyésztés), és a
képalkotdé mddszerek egyarant szerves részét képezik a rutin diagnosztikanak (Ruhnke és mtsai.

2012).

Hisztopatologiai vizsgalatok a fert6zott szovetrészrdl torténd steril biopszids mintavételt
kovetden a gomba jelenlétére specifikus festési eljarason alapulnak. A klinikai mikologidban
mikroszkopos vizsgalatokhoz legelterjedtebben hasznaljak a perjodsav-Shiff, illetve Grocott-
GOmori féle methamin-eziist festési modszereket, amelyek sordn a gomba sejtfalaban talalhato
poliszacharidok oxidacidja kovetkeztében keletkez6 aldehid csoportokat mutatjak ki (Rickerts és
mtsai. 2007; Vyzantiadis és mtsai. 2012; Heaton és mtsai. 2016). Emellett fluoreszcens
mikroszkopiaban optikai erésitoként mar régota alkalmazzak a ,,calcofluor white” festéket, amely
gombak sejtfalaban talalhato kitinhez kotodik (Monheit és mtsai. 1984; Hamer és mtsai. 2006;
Kingsbury és mtsai. 2012). Sajnos ezek a modszerek gyakran még nemzetség szinten sem képesek
elkiiloniteni a gombdkat, tovabba a mintavételi eljards modja jelentdsen befolyasolja a

szenzitivitast (Shen és mtsai. 2017).

Mikrobiologiai laboratoriumokban a gombak tenyésztéséhez altalanosan Saboraud agar taptalajt
alkalmaznak (Gadea és mtsai. 2007). Az alap taptalajt gyakran egészitik ki kloramfenikol
antibiotikummal a bakterialis kontaminacio kizarasara (Cuenca-Estrella és mtsai. 2011;
Swoboda-Kope¢ és mtsai. 2017). A tenyésztés altalaban 30 °C hémérsékleten torténik, amelynek
emelésével bizonyos gombafajok elkiilonithetdk. Példaul 50 °C-os inkubacio mellett a Candida
gombak nem képesek novekedni, de az Aspergillus fumigatus igen (Ullmann és mtsai. 2018). A
kromogén szubsztratokat tartalmazo taptalaj (CHROMagar) alkalmazasa (3. abra), lehet6vé teszi

harom Candida faj megkiilonboztetését. A szubsztratok a fajok altal termelt enzimekkel reakcioba

13



Iépve a Candida albicans esetén zo6ld, C. tropicalis jelenlétében kék, C. krusei fajoknal pedig
rozsaszin gombatelepeket eredményeznek (Willinger és Manafi 1999; Nadeem és mtsai. 2010).
A fajmeghatarozas ezzel a modszerrel 24-72 o6rat vesz igénybe, és a C. glabrata esetében
megfigyelhetd rozsaszin telepképzédmény sok esetben nem kiilonithetd el egyértelmiilen mas

hasonl¢ elszinez6dést eredményez6 gombafajoktol (Odds és mtsa. 2000).

3. abra: Candida fajok elkiilonitése CHROMagaron torténé tenyésztéssel (forras: Mudhigeti és
mtsai. 2014)

A betegekbdl izolalt gombafajok rezisztencia vizsgalatara leggyakrabban a Kirby-Bauer féle
korong diffuziés modszert hasznaljak, amely soran a taptalajra kiilonb6z6 hatéanyag tartalmu
antimikotikum korongokat helyeznek és a novekedésgatldo hatasuk alapjan kovetkeztetnek a
gombatelepek érzékenységére és dozisfiiggésére (Tulasidas és mtsai. 2018). A tenyésztésen
alapuld modszerek legnagyobb hatranya, hogy iddigényesek, a kozeli rokon gombafajok

fenotipusos elkiilonitése nem lehetséges, €s nagy a kdrnyezeti kontaminécid veszélye.

Ugyancsak az elsédleges diagnosztika részét képezi a mellkas rontgen vagy a szamitogépes
tomografia (CT), de ezek a modszerek nem képesek minden kétséget kizardéan Kimutatni a
gombafertézéseket (Panse és mtsai. 2016). Az EORTC/MSG iranyelvek alapjan invaziv
aszpergillozisra utal6 jel lehet, ha a beteg CT felvételén megjelenik az tgynevezett ,,halo sign”

vagy az ,,air-crescent sign” (De Pauw és mtsai. 2008). A pozitiv CT felvételen megjelend tomor,
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jol koriilhatarolt, fehér, tejiiveg-szerti holdudvar képlet (,,halo sign™) a nekrotikus folyamatok és
szoveti bevérzések kovetkezménye is lehet, illetve bakterialis eredetii fert6zésre is utalhat.
Brodoefel és mtsai. (2006) leirtak, hogy az aszpergillozis kialakuldsanak elsé napjan a
neutropénias betegek 88-96%-nal jelenik meg ez a képi elvaltozas, majd a fertézést kovetd 72
oraban a betegek egyharmadanal, és két hét elteltével szinte az Osszes betegnél eltiinik. Szamos
tanulmany hivatkozik a radioaktivan jeldlt (99mTc, ®3Ga) Aspergillus specifikus kontrasztanyagok,
mint példaul MORF oligomerek, szideroforok vagy monoklonalis antitestek diagnosztikus értékére
a SPECT, PET/CT képalkotasban (Petrik és mtsai. 2010; Wang és mtsai. 2013; Davies és mtsai.
2017; Thornton 2018).

3.2.3 Molekularis diagnosztikai modszerek

A molekularis gombadiagnosztikai modszerek harom f6 tipusa kiilonitheté el a detektalt
biomarkerek alapjan: 1) antigén alapti szerologia (pl. ELISA), olyan sejtfalalkoto poliszacharidokat
mutat ki, melyek megtalalhatok a gombakban, 2) nukleinsav alapt diagnosztikai modszerek (PCR,
szekvenalas), 3) modszerek, melyek a patogénre jellemz6 fehérje mintazat alapjan azonositjak a

gombat (pl. tomegspektrometria).

3.2.3.1 Antigén kimutatason alapulé diagnosztikai médszerek
3.2.3.1.1 A galaktomannan ELISA teszt

A galaktomannan (GM) az Aspergillusok sejtfalat alkoto poliszacharid, amely egy manndz
gerincb6l és az ahhoz kapcsolodd galaktofuran oldallancokbol all. Ezt a 35-200 kDa
molekulatomegli biopolimert a gomba az aktiv novekedési fazisdban szekretalja az extracellularis

térbe, és jelentds szerepet tolt be a biofilm képzésben (Latgé és mtsai. 1994).

A ,,gold-standard” Platelia™ Aspergillus antigén teszt (Bio-Rad, Franciaorszag) a patkany EB-
A2 monoklonalis IgM antitesten alapul, amely szelektiven kotddik a galaktomannan B-1-5
galaktofuranozil alegységéhez. Az antigén ¢€s a jelolt antitest kotédése fotometriasan mérhetd, és a
GM mennyisége a kapott optikai denzitasi értékekb6l meghatarozhatdo (Mennink-Kersten és
mtsai. 2004). A teszt szérum és bronchoalveolaris lavage (BAL) mintakon lett optimalizalva, de
mas testfolyadékokon (gerincveldi folyadék, plazma, vizelet) is sikerrel alkalmazzak (White és

mtsai. 2013; Chong és mtsai. 2016a; Reischies és mtsai. 2016). A forgalmazé altal javasolt
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pozitiv hatarérték a 0,5-6s optikai denzitas, de mivel BAL mintak esetében gyakran tapasztaltak
magas alpozitivitast, igy az EORTC/MSG csoport ajanlasa alapjan ilyen jellegli mintakon az 1.0-
es abszorbancia feletti érték tekinthetd pozitivnak. Mindemellett a modszer érzékenysége és a
pozitiv hatarérték fligg a fotometrias késziilék tipusatol (De Pauw és mtsai. 2008; Maschmeyer
és mtsai. 2015).

Bronchoalveolaris lavage folyadékbol még azeldtt diagnosztizalhato a fert6zés, mielétt a tiido-
aszpergillozisra utalo elvaltozasok megjelennének a CT felvételen, ellenben GM a vérkeringésben
feltehet6en csak az angioinvaziv szakaszban mutathato ki, vagyis miutan az Aspergillus hifak az

alveolaris kapillarisokon athatolnak (Hope és mtsai. 2007; Zhuang és mtsai. 2017).

A béta-laktam antibiotikumos kezelés novelheti a vér GM szintjét, melynek kovetkeztében

ugyancsak alpozitiv eredményekrdl szamoltak be (Aubry és mtsai. 2006; Pfeiffer és mtsai. 2006).

3.2.3.1.2 Lateral Flow teszt

Invaziv aszpergillozis soran GM antigének a vizeletbe is kivalasztodnak, melyek JF5-746
monoklondlis antitesttel kimutathatok. Ez a modszer a terhességi tesztek mintdjara késziilt, 15
perces inkubaciot kovetéen az eredmény a kapott savintenzitasokbodl leolvashatod, amely lehet
negativ (-), pozitiv (+) vagy erdsen pozitiv (++). A modszer legnagyobb eldnye, hogy non-invaziv
modon szinte azonnal diagnosztizalhaté a beteg, ellenben nincs lehetdség fajmeghatarozasra,

valamint a modszer keresztreagal Penicillium fajokkal (Heldt és Hoenigl 2017).

3.2.3.1.3 Az 1-3-p-D-gliikan panfungalis biomarker

Az 1-3-B-D-gliikkdn (BG) szamos gombaban megtalalhato sejtfalalkotd, ezért még nemzetség
szinten sem képes diszkriminalni a gombak kozott. A teszt nem specifikusan mutatja ki az
Aspergillus spp., Candida spp., Fusarium spp., Trichosporon vagy Pneumocystis jirovecii eredetii
fert6zéseket. JelentGsen eltérd szenzitivitast allapitottak meg egyes Candida fajoknal (Candida
albicans: 72%-os szenzitivitas, Candida parapsilosis: 41%-os szenzitivitas), illetve a korabban
candidémiaval kezelt betegek esetében gyakori az alpozitivitas (Naselli és mtsai. 2015). Egyes
baktériumokkal, mint a Streptococcus pneumoniae, és Pseudomonas aeruginosa keresztreakcio
tapasztalhatd (Lehrnbecher és mtsai. 2018). Bizonyos esetekben egészséges embereknél is

emelkedett BG szintet tapasztaltak (Oz és Kiraz 2011), ugyanakkor a piperacillin-tazobaktam
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antibiotikumos kezelés is emelheti a vér BG szintjét (Koltze és mtsai. 2015). Mindemellett
egészséges gyermekek BG szintje magasabb, mint a felnétteké, ezért az invaziv candidiazis pozitiv
hatarértékét 125 pg/ml-ben hataroztak meg a felnéttek esetén érvényes 80 pg/ml helyett (Goudjil
és mtsai. 2013).

3.2.3.2 Nukleinsav alapti molekularis diagnosztikai médszerek

Az atfedo telepmorfologiai jegyek miatt a pontos fajazonositas tenyésztéssel sok esetben nem
lehetséges, az eredményeket ilyen esetekben fajkomplexként kozlik, ami az egyes taxondmiai
szekcidkon beliili kozeli rokon fajokat foglalja magaba (Powers-Fletcher és Hanson 2016;
Wickes és Wiederhold 2018). Emiatt a fajmeghatarozashoz gyakran sziikséges valamilyen
kiegészité molekularis diagnosztikai teszt elvégzése. Hivatalosan a gombak génszekvencia alapu
azonositasara a riboszomalis RNS gének ,,internal transcribed spacer” (ITS) régioit, az ITS-1, 5.8S
¢és ITS-2 szakaszokat hasznaljak (Schoch és mtsai. 2012). Bizonyos kozeli rokonfajok esetében
azonban nem talalhatdo meg az ITS szekvenciakban olyan mértékii diverzitas, ami lehetévé tenné
az elkiilonitésiiket. Emiatt az ,,International Society for Human and Animal Mycology” (ISHAM)
szervezet a fajkomplexek meghatarozdsdhoz az ITS régiokat, mig azokon beliili pontos
fajazonositashoz a fehérje kodolo, részben konzervalt 10kuszokat (S-tubulin, kalmodulin) javasolja
(Raja és mtsai. 2017). A kombinalt diagnosztika hatékonysagat tobb tanulmany is igazolta,
kiilonosen a PCR diagnosztikai modszerek, és a GM szerologiai tesztek estében (Aguado és mtsai.

2015; Paholcsek és mtsai. 2015; Loeffler és mtsai. 2017).

Az elmult évtizedek soran a kutatolaboratoriumok szamos fajalapi gombadiagnosztikai PCR
tesztet fejlesztettek ki vilagszerte. A nagyfoku heterogenitasbol kifolyolag jelenleg is nagy kihivas
ezen a teriileten a standardizalds, és nincs egyezményes irdnyelv a mintatipus, kiindulési
mintatérfogat, DNS izoldl6 modszer, PCR késziilék tipusa, illetve a gomba kimutatasahoz hasznalt
PCR esszék tekintetében (Moazeni és mtsai. 2013). Bar szamos kereskedelmi forgalomban 1évo
PCR teszt 1étezik a kiemelt fontossdgi gombafajok kimutatasara, ezek koziil egy sem kapott ,,Food
and Drug Administration” (FDA) mindsitést az Egyesiilt Allamokban (Powers-Fletcher és
Hanson 2016).

Tovabbi probléma, hogy a kornyezeti kontaminaciora visszavezethetd alpozitiv eredmények
gyakoriak, mivel ezek szenzitiv modszerek, igy mar nagyon kis mennyiségii DNS szennyezést is

kimutatnak (Zarrinfar és mtsai. 2013). A terapias szerek magas koltsége és stulyos mellékhatasai
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miatt az alpozitiv eredmények komoly kovetkezményeket vonhatnak maguk utan (Harrison és
mtsai. 2010). Az adekvat diagndzishoz sziikséges ugyanakkor PCR reakci6 inhibicios kontrollok
beiktatasa is, kiilondsen vérmintdknal, amelyek esetén a hemoglobin és az immunglobulin G a két
f6 komponens, melyek a polimeraz enzim aktivitasanak csokkentésével vagy a fluoreszcens jel
kioltasa révén gatolhatjak a PCR reakciot (Sidstedt és mtsai. 2018). Czurda és mtsai. (2016)
igazoltak, hogy szamos kereskedelmi forgalomban 1évé PCR reagens gyakran szennyezett
valamilyen gomba DNS-el. Hasonlokat irtak le liofilizalt oligonukleotidok esetén is. Ezek a
panfungalis DNS markereken alapuld PCR esszék esetében kiilonosen nagy gondot okoznak, és a

modszer megbizhatoagat jelentésen csokkentik.

3.2.3.2.1 Kereskedelmi forgalomban hozzdférheté PCR gombadiagnosztikai tesztek

A kereskedelmi forgalomban kaphatdo PCR tesztek a szenzitivitasuk, reakciotérfogatuk, az
alkalmazott PCR platformok és az azonositott fajok szempontjabol nagyon sokfélék lehetnek.
Bizonyos tesztek alkalmasak antimikotikum rezisztencia vizsgalatara is. A legtobb ilyen modszer
szekvenciaspecifikus  fluoreszcensen jelolt probakat alkalmaz, amelyek nem atfedo
hullamhosszokon emittald fluoreszcens festékekkel teszik lehetové tobb gombafaj egyidejii
azonositasat. A tobbszords jelolés a tesztek koltségét megnoveli. A legelterjedtebb gomba

diagnosztikai PCR tesztek a kovetkezok:

e A MycAssay Aspergillus® (Microgen Bioproducts Ltd., Camberley, Egyesiilt Kirdlysag)
18S riboszomalis RNS génre specifikus hibridizaciés probakkal az Aspergillusokat
nemzetség szinten képes kimutatni. A modszer érzékenysége kevesebb, mint 50 génkopia
(Guinea és mtsai. 2013).

e Az AsperGenius® multiplex esszé, a 28S riboszomalis RNS gén alapjan mutatja ki az
Aspergillus fumigatust és az A. terreust, illetve az Aspergillus nemzetséget. A modszer
alkalmas az A. fumigatus Cyp51A génben négy azol rezisztencia marker (L98H, TR34,
T289A, Y121F) azonositasara (Chong és mtsai. 2016b).

e A MycoGenie® PCR esszé (AdemTech Pessac, Franciaorszag), az AsperGenius-hoz
hasonloan foként szérum mintakbol 28S riboszémalis RNS-t kodold génrégiot célozva
azonositja az A. fumigatus fajkomplexet, illetve egy azol rezisztenciaért felelés mutaciot
(TR34/L98H) a Cyp51A génben (Dannaoui és mtsai. 2017).
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e A SeptiFast® multiplex PCR szepszis kit (Roche, Rotkreuz, Svajc), amely teljes vérbol
patogén baktériumok és gombak széles korét detektalja. Szamos Candida faj (C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata) mellett kimutatja az Aspergillus
fumigatus-t (Dark és mtsai. 2012).

3.2.3.2.2 Nagyfelbontasu olvadasi gorbe analizis

A nagyfelbontasu olvadasi gorbe analizis (HRM) poszt-PCR alkalmazast eredetileg genetikai
variansok érzékeny elkiilonitésére fejlesztették ki. A modszer 2002 ota ismert, és azdta szamos
klinikai teriileten alkalmazzak (Tamburro és Ripabelli 2017). Gyorsan és konnyen kivitelezhetd,
koltséghatékony, az analizis kozvetleniil az amplifikacidt kovetden zart csében elvégezhetd, és
szemben az Uj-generdcids szekvenalason alapuldé modszerekkel, a genetikai eltérések az
amplikonok pontos szekvenciajanak ismerete nélkiil kimutathatok. Idealis alternativa lehet olyan
Klinikai felhasznalasok esetén, ahol az id6 kulcsfontossagi tényez6. A diagnosztikai
laboratoriumokban rutinszeriien végzik daganatok mutacié térképezését ezen modszerekkel, de
széles korben alkalmazhatéak patogén mikroorganizmusok genetikai azonositasara, kiilonb6z6
gyogyszerrezisztenCidhoz kothetd génmuticiok kimutatasra, élelmiszervizsgalatokhoz, ¢és
novényvaltozatok meghatarozasahoz (Tong és Giffard 2012; Druml és Cichna-Markl 2014;
Simok 2016).

A HRM soran a reakcidkozeget az amplikonok duplex allapotatdl a teljes denaturéacios
homérsékletig melegitve, a szalak szétvalasaval a duplaszali DNS interkalalo festék felszabadul.
Ez a fluoreszcencia intenzitas csokkenését eredményezi, amelynek a folyamatos mérésével egy
olvadasi gorbe irhat6 le, amelybdl az amplikonok olvadasi hdmérséklete (vagyis az a hdmérsékleti
pont, amelynél a DNS molekulak fele van duplaszalu allapotban) meghatarozhat6 (Erali és mtsai.
2008). A PCR termékek hddenaturacioja soran altalaban el6szor egy mérsékelt fluoreszcencia szint
csokkenés figyelhet6 meg, majd az olvadasi hdmérséklet kornyékén hirtelen esés tapasztalhato,
végezetiil az olvadasi hdmérsékletet atlépve, az amplikonok teljes denaturdcidja kdvetkeztében a
fluoreszcens jelintenzitas a nullahoz kozelit. Az olvadasi gorbék lefutasabol, a fluoreszcencia
intenzitas csokkenés és a hdmérséklet viszonya alapjan (-AF/AT) meghatarozhat6 az amplikonokra

jellemz6 olvadasi cstics (Ruskova és Raclavsky 2011).
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Az olvadasi homérsékletet elsGsorban az amplikonok hossza és a GC bazisok aranya
befolyasolja. A DNS kettds szalban a GC bazisok harom, az AT bazisok pedig két hidrogénkotést
1étesitenek egymassal, ezért eltérd termikus energia sziikséges a kotések felbontasahoz. Mindezek
alapjan az olvadasi gorbék alakja és az olvadasi hémérsékletek alkalmasak lehetnek kiilonboz6
mikroorganizmusok genetikai ujjlenyomatainak meghatarozasara. Azok a duplexek amelyek GC
tartalma 0% atlagosan 41 °C-al alacsonyabb olvadasi hdmérséklettel rendelkeznek, mint a 100%
GC tartalmu amplikonok. Rovidebb amplikonokra jellemzéen egy olvadasi domén, és az ahhoz
tartozo egy olvadasi csucs figyelhetd meg, mig hosszabb PCR termékek komplexebb olvadési

mintazattal és tobb olvadasi csticesal rendelkeznek.

Az alkalmazott dupla szalit DNS-be kot6do festék mennyisége és a denaturacios hémérséklet
emelésének dinamikaja egyarant hatassal vannak az olvadasi gorbe lefutasara. Az olvadasi reakcio
soran a hémérséklet kis 1éptékii emelésével jobb felbontas érheté el (Ririe és mtsai. 1997).
Bizonyitott, hogy azonos gyartotol szarmazo6 kiilonboz6 PCR tipusmodellek esetén is szignifikans
kiilonbségek tapasztalhatok az olvadasi gorbékben, annak ellenére, hogy a bedllitott olvadasi
program megegyezett. Ez feltételezhetden a miiszerek kozti technoldgiai eltérések miatt lehetséges

(Herrmann és mtsai. 2007).

A HRM PCR reakciok soran harmadik generacios, ugynevezett szaturalo fluoreszcens festéket
hasznalnak, mint példaul a ResoLight, SYTO9 vagy LCGreen (Li és mtsai. 2010). Ezek a festékek
nagy koncentracioban alkalmazhatok, igy teljes szaturaci6 érhetd el, ezért hasznélatukkal a HRM
reakcid soran felszabadul6 festékmolekuldk nem képesek visszakotddni a még nem denaturalodott
DNS szakaszokba (4. abra). Ez pontosabb olvadasi gorbe meghatarozast tesz lehetévé, mint a nem
szaturald festékek haszndlata. Tovabba a szaturdlod festékek a magas koncentracid ellenére sem
befolyasoljak a PCR reakcio hatékonysagot, stabilabbak, igy er6sebb jelintenzitas érhetd el, mint
a nem szaturald festékek (SYBR™ Green) esetében, amelyeket a konvencionalis olvadaspont

analizishez hasznalnak (Wittwer és mtsai. 2003).
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Nem szaturalé festékek: SYBR Green Szaturalo festékek: ResoLight, SYTO9

A festék részlegesen A festék teljesen
teliti a DNS szalat teliti a DNS szalat
DA UX DX DA
A felszabadulé A felszabadulo
festékmolekulak Hoédenaturacio festékmolekulak
visszakotédnek nem képesek
a DNS molekulaba visszakotédni

f‘?il"l"lﬁ“ |l"|"I|

IDID 1 X D[P ‘
'{%JI|I|I|%SJ’>}< 8 oy

i Olvadasgorbe ¢
analizis

A két faj (A, B) olvadasi gorbéje nem valik A két faj (A, B) olvadasi gorbéje elvalik

4. abra: A nem szaturalo- és szaturalo festékek kozti kiillonbség. A szaturald festékek nagy
koncentracioban alkalmazhatok, ezért teljesen telitik a DNS szalat, igy az olvadasgdrbe analizis soran
végbemend denaturacio kovetkeztében felszabadulo festékmolekuldk nem kotddnek vissza a DNS kettds
szalba. Ez jobb felbontoképességet biztosit, mint a nem szatural6 festékek alkalmazasa.

A HRM-PCR alapt diagnosztikai modszerek konnyen kivitelezhetok, de az esszék
optimalizaldsa nagy koriiltekintést igényel, mivel az olvadasi gorbék kinetikajat szdmos paraméter
befolyasolja. Slomka és mtsai. (2017) 6sszegezték azokat a nehézségeket, amelyek ronthatjak az

analizis mindségét, és a mdodszer megbizhatosagat:
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1. Sejtfeltaras: A feltaras hatékonysagat illetden jelentds kiilonbségek figyelheték meg a
sejtfeltaréd modszerek kozott. A gombak vastag sejtfalanak megbontasara a keramia gyongy
alapt mechanikai sejtfeltar6 modszereket tartjak a leghatékonyabbnak (Klimek-Ochab és
mtsai. 2011).

2. A DNS izolalas: Az extrakcios protokoll jelentds hatassal van a kinyert DNS extraktum
mindségére ¢és mennyiségére. A fenol-kloroform-izoamilalkoholos (25:24:1) DNS
precipitacion alapuld modszerrel szemben a kereskedelmi forgalomban 1év6 szilika
membranos vagy magnesgyongyos izolalason alapulod kiteknek alacsonyabb a DNS
kihozataluk, de jobb mindségli nukleinsav nyerheté ki, csokkentve a PCR inhibicid
kockazatat.

3. Az izolalt DNS tisztasaga és mennyisége: Az inhibitorok jelenléte a mintaban, mint
példaul kiilonb6z6 sok (NaCl, KCl), fehérjék vagy detergensek (SDS, etanol, izopropanol)
egyarant rontjak az amplifikacids hatékonysagot. Egyrészt kotédésiik az egyszalu vagy
duplaszala DNS-hez gatolja a polimeraz enzim kotddését a templathoz, valamint a
festékmolekulak beépiilését a DNS kettds szalba. Tovabba ezek az anyagok csokkentik a
DNS polimeraz aktivitasat azaltal, hogy a sziikséges kofaktorok (példaul Mg?*) kotédését
megakadalyozzak. Az inhibicid az olvadasi analizis soran az eltéré szekvenciaval
rendelkez6 amplikonok esetében is atfedd olvadasi gorbéket eredményezhet, és
torzulhatnak olvadasi csticsok is. Bizonyos esetekben inhibitorok eléfordulhatnak a DNS
molekulahoz kototten is, amelyek csak a PCR reakcid denaturdcids szakaszdban
szabadulnak fel, ezért elengedhetetlen az exogén inhibicids kontrollok beiktatasa. Extrém
magas DNS templat mennyiség ugyancsak csokkenti az amplifikacios hatékonysagot
azaltal, hogy elvonja a magnézium ionokat a reakciokdzegbdl, csokkentvén a polimerdz
enzim aktivitasat.

4. Az amplikonok hossza, primerek specifikussaga: Rovidebb amplikonok esetén jobb
felbontoképesség érheté el a HRM analizis soran, ezért a primereket altalaban a diverz
szekvenciaju génrégiok kozvetlen kozelébe tervezik, azonban a primer kétéhelyeken beliili
baziseltérések akadalyozhatjak a primerek betapadasat a célszekvencidhoz (Stomka és
mtsai. 2017).

5. A PCR master mix osszetétele (MgClz, primer koncentracid): A magnézium ionok

sziikségesek a DNS polimeraz enzim megfeleld mikodéséhez, igy azok mennyisége a
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reakciokozegben hatassal van az enzim aktivitasara. Mindemellett a magnézium ionok
befolyasoljak az amplikonok olvadasi hdmérsékletét. A HRM analizishez éltaldban 0,5-3
mM MgClI, koncentracio tartomany alkalmazasa ajanlott. Tal magas MgCl, koncentracid
csokkenti a PCR reakcio specificitasat, mig tal alacsony koncentracié esetén csak Kis
mennyiségben vagy egyaltalan nem képzodik PCR termék (Schmidt és mtsai. 2014). Az
optimalis primer koncentracio tartomanya altalaban 0,1-1 uM kozotti. Tul magas primer
mennyiség primer-dimer képzédéshez vezethet, ami rontja az anellacios homérséklet
hatékonysagat, és megné az aspecifikus PCR termékképzédés esélye. Rovid amplikonok
esetén azonban indokolt a magasabb primer koncentraci6 az amplifkacios hatékonysag
novelése érdekében (Debode és mtsai. 2017).

6. Anellacios hémérséklet: A primerek olvadasi hdmérsékletét az oligonukleotidok hossza
¢s GC aranya befolyésolja. Hosszabb és magas GC tartalmt primerek magasabb anellacios
hémérséklettel rendelkeznek. Amennyiben til magas az anéllacios homérséklet, tgy a
primerek nem képesek betapadni, ellenben tul alacsony anellacio mellett aspecifikus
termékképz6dés tapasztalhatd. Az optimalis anellacios homérséklet meghatarozasat

altalaban gradiens PCR programmal végzik.

A szakirodalomban leirt HRM esszék tobbnyire az ,,internal transcribed spacer” (ITS1, 1TS2)
vagy az ITS1-5.85-ITS2 génrégiokat alkalmazzak a fajmeghatarozashoz (Didehdar és mtsai.
2016; Xanthopoulou és mtsai. 2018). Duyvejonck és mtsai. a kiilonb6z6 Candida fajok
azonositasara Kifejlesztett 1TS2 géntargeten alapulo HRM PCR modszeriik diagnosztikai
hatékonysagat hasonlitottdk Ossze a tenyésztésen alapulé MALDI-TOF tomegspektrometrias
fajazonositassal. Arra a megallapitasra jutottak, hogy a HRM PCR modszerek szenzitivitasa
megfelelé lehet a patogének direkt kimutatasara kiilonb6z6 bioldgiai mintakbol, és a nem
tenyészthetd Kriptikus gombafajok azonositasara, illetve a kozeli rokonfajok elkiilonitésére. A
modszer legnagyobb eldnye a gyorsasaga, hiszen akar egy napon beliil azonosithato a patogén, és
a mintdban 1évé gombasejtek mennyisége a detektdlasi hatdr fluoreszcencia intenzitdsanak
atlépéséhez sziikséges ciklusszam (Cq) alapjan akar pontosan meghatarozhatd. A szerzok
ugyanakkor emlitik, hogy tobb korokozo (kevert jellegii fert6zés) esetén a modszer kevésbé
megbizhatd, mivel a primerek eltéré affinitassal kotddnek a  kiilonbozé Candida

célszekvenciakhoz.
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3.2.3.2.3 Uj-generdciés szekvendlason alapulé diagnosztikai médszerek

Az 10j-generacids szekvenalason alapuld modszerek alkalmasak a kiilonboz6 mikrobak faji
szintli meghatarozasara a rajuk jellemzd szekvenciak alapjan, és emellett kiilonb6zo komplex
vizsgalatok elvégzésére. Akadnak, akik ugy gondoljak, hogy a jovében ez a technoldgia lehet az
0j molekularis ,,gold standard” a gombadiagnosztikaban (Summerbell és mtsai. 2005).
Fajmeghatarozasra legelterjedtebben a célzott amplikon szekvenalast alkalmazzak, melynek soran
a célgént PCR modszerrel felsokszorozzak, majd azok pontos szekvenciajat meghatarozzak, és a
szekvencia olvasatokat egy referencia adatbazishoz illesztve meghatarozzak a szazalékos
homologiat (Balajee és mtsai. 2009). Célszekvenciaként tobbnyire a gombéak kis- és nagy
riboszémalis RNS-eket kodold régiok kozott elhelyezkedd ITS1 és ITS2, illetve a 18S riboszomalis
RNS-t kodold géneket hasznaljak (Hibbett és mtsai. 2011; Zoll és mtsai. 2016; Wagner és mtsai.
2018). A szekvenciaillesztéshez hasznalt referencia adatbazis lefedettsége és mindsége jelentdsen
befolyasolja a fajmeghatarozas sikerességét (Gdanetz és mtsai. 2017), emiatt 2003-ban
megalkottak a UNITE elnevezésti ITS szekvencidkat 6sszegylijté adatbazist (Kéljalg és mtsai.
2013).

A teljes genom szekvenalas révén lehetdség nyilik a betegbdl izolalt klinikai gombatorzsek
teljes rezisztencia profiljanak feltérképezésére, amelyre csak szamos rezisztencia marker
specifikus PCR esszé kivitelezésével lenne mod (Biswas és mtsai. 2017). Tovabba a modszerrel
olyan 1j hibrid torzsek azonositésa is lehetséges, amelyeket a konvencionalis modszerek altalaban
nem képesek elkiiloniteni (Schroder és mtsai. 2016). Habar a gombak csekély szédzalékban vannak
jelen a human holobiomban, ugyanakkor fontos szerepet toltenek be a kommunak kozti egyensuly
megtartasaban (Botschuijver és mtsai. 2017). Az immunszupprimalt betegekben a mikobiom
elénytelen megvaltozasa opportunista gombafertdzések kialakuldsdhoz vezethet (Zoll és mtsai.
2016). Az uj-generacios szekvenaldson alapulé metagenomikai vizsgalatok lehetdvé teszik a
komplex mikréba kommunak Osszetételének feltérképezését (Caporaso és mtsai. 2010; Cuomo
2017). Annak ellenére, hogy az elmult évtizedben a szekvenalas koltsége jelentésen csokkent, rutin
diagnosztikai alkalmazasuk még mindig csak a nagyobb egészségiligyi kdozpontokban megoldott
(Weymann és mtsai. 2017).

24



3.2.3.3 Tomegspektrometria a klinikai mikolégiaban

A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids ionizacido (MALDI) repiilési id6 (TOF) mérésen alapuld
tomegspektrometriai (MS) vizsgalat lehetové teszi a gombatenyészetek pontos faji szintl
azonositasat a mikrobioldgiai laboratériumok szamara. A MALDI soran a mintat valamilyen
organikus matrixba (alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav, dihidroxi-benzoesav) agyazzak, amely az
ionizalo 1ézer (nitrogén 1ézer) energiajat képes atadni az analit molekulainak, amelyek ezt kvetéen
a deszorpcid soran a matrixszal komplexet képezve felszabadulnak, és nagyvakuumban
gyorsitofesziiltség hatasara az analizatorba keriilnek. Az analizatorban az eltéré méretii vegyiiletek
a toltésegységre esd tomegik (m/z) alapjan szétvalasztodnak, és a vakuumcsovon keresztiil
haladva a detektorba repiilnek (Nagy és mtsai. 2014). A repiilési id6 egyenesen aranyos a molekula
méretével. Bizonyos esetekben lehet6ség van tobb MS késziilék tandem alkalmazaséara, vagy
reflexios tlikrok hasznalatara, amelyek megndvelik a repiilési ut hosszat, és jobb
felbontoképességet biztositanak. A detektoregységbdl érkezo jelet ezt kdvetéen normalizaljak,
amely soran a mintdkbdl eredd jelintenzitdsokat szamitdégépes algoritmusok segitségével
elvalasztjak a hattér jelinterferenciaktol, majd a mikroorganizmust fehérjespektrum alapjan faji
vagy nemzetség szinten azonositjak (Coombes és mtsai. 2007). A modszer alkalmas olyan kozeli
rokon gombafajok elkiilonitésére (példaul Candida parapsilosis komplex tagjai), amelyek
morfologiai jegyek alapjan identikusak (Hof és mtsai. 2012; De Carolis és mtsai. 2014). A
klinikai mikoldgidban jelenleg négy késziilék alkalmazhatd rutin diagnosztikdra: Andromas
(Andromas SAS, Périzs, Franciaorszag), MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Bréma,
Németorszag), Axima@Samaris (Shimadzu/AnagnosTec, Duisburg, Németorszag), Vitek MS
(bioM¢érieux, Marcy-1’¢toile, Franciaorszag) (Cassagne és mtsai. 2016). Baktériumok esetében
lehetdség van kozvetlen felvitelre, de gombak komplex és ellenalld sejtfala miatt a mintafelvétel
elétt sziikséges protein extrakcids mddszer alkalmazasa. Fonalas gombak esetében a tenyészet
kora, és a taptalaj tipusa egyarant befolydsolja a vizsgalat sordn kapott fehérjespektrumot

(Cassagne és mtsai. 2013).
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3.3 Terapias stratégiak és antifungalis rezisztencia

Az ESCMID-ECMM-ERS (European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases-European Confederation of Medical Mycology-European Respiratory Society)
nemzetkézi konzorcium 2017-es kozleménye szerint, a onkohematologiai betegek invaziv
aszpergillozis gyanuja esetén alkalmazandd terapids stratégiak (amelyek kiterjeszthetok mas

szisztémas gombafert6zésekre is) a kovetkezok:

1. Elsédleges prophylaxis: A rizikocsoportba tartozd betegnél megkezdik a megel6z6
antifungalis terapiat, kivaltképp, ha a neutropénids laz megjelenik.

2. Empirikus stratégia: Neutropénias laz megjelenésekor széles spektrumu antibiotikumos
kezelésben részesiil a beteg. Amennyiben a kezelés hatasara a neutropénias 14z nem sziinik,
ugy a kezelést antifungélis terdpiaval egészitik ki. Ez a megkozelités csokkentheti a
morbiditast és mortalitast.

3. Pre-emptiv stratégia: Amennyiben a gombafertézés meglétét valamely diagnosztikai
modszerrel (GM-ELISA vagy PCR) sikeriil igazolni, megkezdik a terapiat. A GM-ELISA
helyett hasznalhat6 1-3-B-D-gliikan teszt, de ez utobbi nem Aspergillus specifikus.

4. Masodlagos prophylaxis: Az eldzetesen invaziv aszpergillozissal diagnosztizalt és
sikeresen kezelt betegeken prevencios jelleggel antifungalis kezelést alkalmaznak az
ismételt immunszuppresszalas kritikus fazisaiban, amikor fennallhat az Gjra fert6z6dés
kockézata (példaul allogén dssejt-transzplantaciot kovetd felépiilés korai szakaszaban, vagy

ha kemoterapia alatt megjelenik a neutropénias 14z).
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3.3.1 A fajalapu diagnoézis és célzott terapia jelentdsége

A gyogyszerrezisztencia egyre sulyosbodd globalis probléma (5. abra). A gombak kétféle
rezisztenciaval rendelkezhetnek: a) elsédleges rezisztencia, mikor a gomba természetes ellenalld
képeséggel rendelkezik az adott gyogyszertipussal szemben, b) szerzett rezisztencia, mikor hosszt
expoziciot kovetden masodlagos rezisztencia mechanizmusok (génexpresszid és bioszintetikus
utvonalak megvaltozasa, horizontalis géntranszfer) altal alakit ki rezisztenciat (Perlin és mtsai.

2017).

Plants Humans

0 5 10 15 22
||

| [TFENSENNNEEEE |

5. abra: Azol rezisztens gombatorzsek eléfordulasanak idérendbeli valtozasa vilagszerte. A kék
szinskala az azol-rezisztens novényfertozéseket leird publikaciok szamara utal, mig a piros szinskala az
azol- rezisztens A. fumigatus, C. albicans, C. auris, C. glabrata human gombapatogénekrdl szolo
egészségligyi jelentések szamat mutatja. (forras: Fisher és mtsai. 2018)
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A Candida krusei fluconazol, az Aspergillus terreus pedig amphotericin B elleni elsddleges
rezisztenciaval rendelkezik (Arendrup 2014). Szerzett rezisztencia a gombakra gyakorolt
szelekcids nyomas kovetkezménye. Ehhez hozzajarult, hogy a jelenleg engedélyezett antifungalis
szerek koziil az amphotericin B-t human gyodgyaszatban mar az 1950-es évektol kezdve hasznaljak
gombafertdzések kezelésére (Hokken és mtsai. 2019). Az elsddleges profilaxis szintén noveli a
rezisztencia kialakulasanak esélyét. Emellett a mez6gazdasagban alkalmazott fungicid vegyszerek
gyakran azonosak a humangyogyaszatban hasznaltakkal, ez jelentésen novelte példaul a
kornyezetben eléforduld azol rezisztens gombak szamat az elmult évtizedekben (Perlin és mtsai.
2017; Berger és mtsai. 2017). A multidrog rezisztens gombatdrzsek, mint példaul a Candida auris
vagy Candida glabrata kezelése nagy kihivast jelent a klinikusok szamara (Healey és mtsai. 2016;
Forsberg és mtsai. 2019). A humangyogyaszatban alkalmazott antifungalis gyogyszereknek négy
f6 tipusa ismert (echinocandinok, azolok, poliének, pirimidin analogok) amelyeket az 1. tablazat
0sszegzi (Roilides és losifidis 2019).

1. tablazat: Gombainfekciok kezelésére leggyakrabban hasznalt gyogyszerek

Leirt reziszt
Gyogyszercsoport Antifungalis szer neve Hatasmechanizmus Rezisztencia mechanizmus e f:??liz ens
. - Muticié az ERG3 A, terreus
Ampbhotericin B . brin alteracis | b I sick A. flavus
Poliének Nystatin sejtmembran a te.r.a?n? az ergosztero genben, ?me y csokkent A nidulans
Natamycin megkotésével membran ergoszterol Candida spp.

tartalmat eredményez o
- C. lusitaniae

C. auris
Aspergillus spp.
A. fumigatus
.., A. terreus
* Mutaci6 az ERGI1I A flavus
génben, vagy a gén A. nidulans
Azolok I}: luconazoll citorkém P450 140-lanoszterol demetiliz enzim . t;lef((pressi]laa(s‘a Candida spp.
zol0 osaconazo gatldsa az ergoszterol bioszintetikus utvonalban oxozott AS L C. albicans
Voriconazol transzporter aktivacio C. parapsilosis
amely csokkenti az azol C. tropicalis
felvételt C. glabrata
C. krusei
C. guilliermondii
C. quris
C. albicans
: C. tropicalis
Echinocandinok ii?f:f?mm;? B(1,3)-glikan szjntéz _st_lp vagy Fks2p gatlasa ¢ Mutacid az FKSI és C gi:bmm
. . a sejtfal bioszintézisben FKS?2 génekben C. krusei
Anidulafungin C. lusitaniae
C. guilliermondii
C. quris
* Enzimdeffektusok az 5-
FC metabolikus C. albicans
Pirimidin analog Flucitozin DNS/RNS szintézis gatlasa utvonalban (mutaci6 az C. tropicalis
FCAI, FURI, FCY21, C. glabrata
FCY22 oénekben) C. lusitaniae
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4. Célkitiizés

Alapveté célunk olyan nagyfelbontasu olvadasi gorbe analizisen alapulé nukleinsav

gombadiagnosztikai PCR esszék beallitasa volt, amelyek alkalmasak az Aspergillus és

Candida nemzetségekhez tartozé szamos klinikai jelentdségii fontos gombafaj azonositasara.

A témafelvetéshez kapcsolddoan az alabbi célokat tliztiik ki:

Aspergillus és Candida gombafajok kimutatasara tervezett f-tubulin génekre specifikus
primerek in silico validalasa, amely soran referencia adatbazisok szekvencial alapjan
vizsgaljuk az esetleges keresztreakcidkat.

HRM PCR reakcioparaméterek bedllitdsa: optimalis MgClz-, primer koncentracio és
anellacios hdmérséklet meghatarozasa a PCR reakciohatékonysag maximalizalasahoz.
Amplikonok validalasa szekvendlassal és agardz gélelektroforézissel.

Aspergillus (A. fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. welwitschiae, A.
tubingensis) és Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,
C. guilliermondii, C. dubliniensis) fajokra specifikus olvadasi homérséklet tartomanyok
meghatarozasa.

PCR hatékonysag mérése: analitikai szenzitivitas (Limit of detection: LoD) és a megbizhat6
faji szintii azonositas (Limit of identification: Lol) tartomanyanak meghatarozasa.

Esszék reprodukalhatosaganak vizsgalata, inter- és intraessz¢ variancia meghatarozasa.
Esszék  keresztreakcidjanak  kisérletes  vizsgéalata egyéb  klinikailag relevéns
mikroorganizmusokkal.

Jovobeni terveink kozott szerepel az essz€k klinikai validdlasa. Ehhez kapcsolddoan egy
olyan szoftver fejlesztése, amely gyors és egyszerl kiértékelést tesz lehetévé a klinikai

laboratoriumok szamara.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Referencia torzsek és klinikai izolatumok

A modszerek optimalizalasa soran Osszesen 104 db gomba- és 16 db baktériumtdrzset
vizsgaltunk (2. tablazat). A klinikai izolatumok a szegedi (SZMC) és a debreceni (DMC)
mikrobiologiai gylijteményekbdl, a referencia térzsek pedig kiilonb6z6 nemzetk6zi mikrobioldgiai
gyljteményekbdl szarmaznak: Fungal Genetics Stock Center (FGS); Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Fungal and Yeast Collection (CBS); Northern Regional Research Laboratories
(NRRL); American Type Culture Collection (ATCC). A penészgombik koziil dsszesen 43
Aspergillus klinikai izolatumot, és 6 db Aspergillus referencia torzset, az élesztdgombak esetében
pedig 38 db Candida Klinikai izolatumot és 5 db Candida referencia torzset teszteltiink.
Keresztreakciokat vizsgaltunk mas, klinikumban ugyancsak el6forduld Fusarium, Scedosporium,
Lichtemia, Rhizopus gombafajokkal, illetve kiilonboz6 Gram-pozitiv (Staphylococcus,
Enterococcus) és Gram-negativ (Enterobacter) baktériumokkal.

2. tablazat: Alkalmazott referencia torzsek és klinikai izolatumok

Mintaazonosité ‘ Torzsszam ‘ Mikroorganizmus ‘ Eredet
Penészgombak
Referencia FGSC Al1156 Aspergillus terreus -
1 SZMC 2414 Aspergillus terreus India
2 SZMC 2424 Aspergillus terreus India
3 SZMC 2460 Aspergillus terreus India
4 SZMC 22546 Aspergillus terreus India
5 SZMC 22547 Aspergillus terreus India
6 SZMC 22548 Aspergillus terreus India
7 SZMC 22549 Aspergillus terreus India
Referencia CBS 101355/AF 293 Aspergillus fumigatus -
8 SZMC 2504 Aspergillus fumigatus India
9 SZMC 2490 Aspergillus fumigatus India
10 SZMC 2486 Aspergillus fumigatus India
11 SZMC 22550 Aspergillus fumigatus India
12 SZMC 22551 Aspergillus fumigatus India
13 SZMC 22552 Aspergillus fumigatus India
14 SZMC 22553 Aspergillus fumigatus India
15 SZMC 22554 Aspergillus fumigatus India
16 SZMC 3111 Aspergillus fumigatus India
17 SZMC 3109 Aspergillus fumigatus India
18 SZMC 3100 Aspergillus fumigatus India
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19 SZMC 3117 Aspergillus fumigatus India

20 SZMC 3106 Aspergillus fumigatus India

21 SZMC 3104 Aspergillus fumigatus India
Referencia CBS 117885 Aspergillus lentulus -

22 SZMC 3118 Aspergillus lentulus India

23 SZMC 3123 Aspergillus lentulus India

24 SZMC 20911 Aspergillus lentulus Magyarorszag
Referencia NRRL 11611 Aspergillus flavus -

25 SZMC 22583 Aspergillus flavus India

26 SZMC 22582 Aspergillus flavus India

27 SZMC 22581 Aspergillus flavus India

28 SZMC 22580 Aspergillus flavus India

29 SZMC 22579 Aspergillus flavus India

30 SZMC 22578 Aspergillus flavus India

31 SZMC 22577 Aspergillus flavus India

32 SZMC 22575 Aspergillus flavus -
Referencia CBS 113.46 Aspergillus niger -

33 SZMC 3119 Aspergillus niger India / keratitis

34 SZMC 3108 Aspergillus niger India / keratitis

35 SZMC 2402 Aspergillus welwitschiae | Magyarorszag

36 SZMC 23407 Aspergillus welwitschiae | Magyarorszag

37 SZMC 23406 Aspergillus welwitschiae | Magyarorszag

38 SZMC 23408 Aspergillus welwitschiae -
Referencia CBS 134.48 Aspergillus tubingensis -

39 SZMC 2758 Aspergillus tubingensis Magyarorszag

40 SZMC 3127 Aspergillus tubingensis Hollandia

41 SZMC 2040 Aspergillus udagawae kornyezeti

42 SZMC 2041 Aspergillus udagawae kornyezeti

43 SZMC 21694 Aspergillus viridinutans kornyezeti

44 SZMC 13F Fusarium sacchari nem ismert

45 SMC 90/11 Fusarium napiforme nem ismert

46 SZMC 173/11 Fusarium delphinoides nem ismert

47 SZMC 394/11 Fusarium oxysporum nem ismert

48 SZMC 11525 Fusarium solani nem ismert

49 SZMC 11487 Fusarium verticillioides nem ismert

50 SZMC 11481 Fusarium incarnatum nem ismert

Lichtemia nemzetség
Rhizopus nemzetség
Scedosporium nemzetség
53 SZMC Sce Scedosporium aurantiacum nem ismert
54 CBS 116910 /136046 Scedosporium aurantiacum nem ismert
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Eleszt6gombak
Candida nemzetség

Referencia ATCC 10231 Candida albicans
1 DMC 14134 Candida albicans nem ismert
2 DMC 3666 Candida albicans nem ismert
3 DMC 40678 Candida albicans nem ismert
4 SZMC 22801 Candida albicans nem ismert
5 SZMC 22800 Candida albicans nem ismert
6 SZMC 1523 Candida albicans nem ismert
7 SZMC 1422 Candida albicans nem ismert
Referencia ATCC 90030 Candida glabrata
8 SZMC 1353 Candida glabrata nem ismert
9 SZMC 1362 Candida glabrata nem ismert
10 SZMC 1370 Candida glabrata nem ismert
11 SZMC 1374 Candida glabrata nem ismert
Referencia ATCC 22019 Candida parapsilosis
12 DMC 6378 Candida parapsilosis nem ismert
13 DMC 6403 Candida parapsilosis nem ismert
14 DMC 16879 Candida parapsilosis nem ismert
15 SZMC 23640 Candida parapsilosis nem ismert
16 SZMC 8114 Candida parapsilosis nem ismert
17 SZMC 1593 Candida parapsilosis nem ismert
Referencia ATCC 750 Candida tropicalis
18 DMC 10776 Candida tropicalis nem ismert
19 DMC 2696 Candida tropicalis nem ismert
20 DMC 3403 Candida tropicalis nem ismert
21 SZMC 1351 Candida tropicalis nem ismert
22 SZMC 1364 Candida tropicalis nem ismert
23 SZMC 1366 Candida tropicalis nem ismert
24 SZMC 1368 Candida tropicalis nem ismert
Referencia ATCC 6258 Candida krusei
25 DMC 26513 Candida krusei nem ismert
26 DMC 23697 Candida krusei nem ismert
27 DMC 22910 Candida krusei nem ismert
28 SZMC 1352 Candida krusei nem ismert
29 SZMC 1414 Candida krusei nem ismert
30 SZMC 1447 Candida krusei nem ismert
31 SZMC 1450 Candida guilliermondii nem ismert
32 SZMC 0808 Candida guilliermondii nem ismert
33 SZMC 1536 Candida guilliermondii nem ismert
34 SZMC 1357 Candida guilliermondii nem ismert
35 SZMC 1469 Candida dubliniensis nem ismert
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36 SZMC 1470 Candida dubliniensis nem ismert
37 SZMC 1471 Candida dubliniensis nem ismert
38 SZMC 1472 Candida dubliniensis nem ismert
Gram-pozitiv baktériumok
ald OCO oL
Referencia ATCC 25923 Staphylococcus aureus
39 ATCC 2913 Staphylococcus aureus nem ismert
40 ATCC4300 Staphylococcus aureus nem ismert
41 SZMC 14529 Staphylococcus aureus nem ismert
42 SZMC 14530 Staphylococcus aureus nem ismert
43 SZMC 14532 Staphylococcus aureus nem ismert
44 SZMC 14531 Staphylococcus epidermidis nem ismert
eroco - A0
Referencia ATCC 29212 Enterococcus faecalis
45 SZMC 14538 Enterococcus faecalis nem ismert
Referencia ATCC 8043 Enterococcus hirae
Gram-negativ baktériumok
eronacte Co
Referencia ATCC 13048 Enterobacter aerogenes
46 SZMC 6222E Enterobacter gergoviae nem ismert
47 SZMC 6223 Enterobacter gergoviae nem ismert
48 SZMC 6224 Enterobacter gergoviae nem ismert
49 SZMC 21890 Enterobacter cloacea nem ismert
50 SZMC 21892 Enterobacter cloaceae nem ismert

A mikroorganizmusok tenyésztése a Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobioldgiai Tanszékével,
illetve a Debreceni Egyetem Mikrobialis Biotechnologiai és Sejtbioldgiai Tanszékével

egylittmiikddésben tortént.

5.2 Tenyésztési médszerek

Az Aspergillus gombatdrzseket eldszor standard minimal nitrat taptalajra szélesztettilk, majd a
sporaképzését kovetden, a sporakat folyékony, minimal tapoldatba oltottuk at. Az Aspergillus
fumigatus és Aspergillus niger fajoknal 37 °C-o0s, az Aspergillus lentulus, Aspergillus terreus,
Aspergillus flavus, Aspergillus tubingensis esetében 25 °C-os, mig az Aspergillus welwitschiae
gombanal 30 °C-os tenyésztési homérsékleteket alkalmaztunk. A kultarakat 18 oran keresztiil
novesztettiik 220 rpm-es razatassal. A Candida gombatorzseket két napig tenyésztettiik élesztd
pepton D-gliikdz tapoldatban. A baktériumfajokat Miiller-Hinton agar taptalajon tenyésztettiik

aerob koriilmények kozott.

33



5.3 Sporaszuszpenzios oldatok készitése

Aspergillus és Candida gombatorzsek feliileti tenyészeteibdl tomény sporaszuszpenzios
torzsoldatokat készitettiink, mig a Candida torzsek tenyészeteibdl sejtszuszpenzidt allitottunk eld
(Balazs és mtsai. 2010). A spora- és sejtszamot Biirker kamras sejtszamlaloval hataroztuk meg.
Az oldatokbol 7 osztat, 10x-es higitasi sorokat készitettiink (108-1 spora/ml) steril nukledz mentes
vizzel (Ambion™, Thermo Fisher Scientific, Maryland, USA).

5.4 Sejtek feltarasa

A gombasejtek lizise mechanikai feltarassal tortént, Green Beads keramiagyongyok (Roche
Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc), és MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz,
Svajc) késziilék alkalmazasaval (5000 rpm, 50 masodperc).

A log fazisban 1évd baktérium kultarakbol pelletalast kovetéen egy milliliternyi 108
baktériumsejtet tartunk fel. A Gram-pozitiv baktériumok esetében a sejtfalat lizozim enzimet
tartalmazo lizis koktéllal (20mg/ml enzim 20 mM-os TrisHCI oldatban, pH 8,0; 2 mM EDTA,
1,2% TritonX100) emésztettiik.

5.5 Genomi DNS extrakcio

Az el8kisérletekhez, és a keresztreakcio vizsgalatdhoz a gombak esetében Masterpure ™ Yeast
DNA purification kittel (Epicentre Biotechnologies, Madison, USA) izolaltunk genomi DNS-t, mig
baktériumoknal a DNS extrakciot E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kittel (Omega Biotechnologies,

Norcross, Georgia, USA) végeztiik a gyarto utasitasai szerint.

A HRM-PCR kisérletekhez a High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume (Roche Diagnostics,
Risch-Rotkreuz, Svajc) szilika membranos kitet hasznaltuk, amely nagy kiindulasi mintatérfogattal
(3-4 ml) hasznalhato, ez fontos tényezé a vérbdl torténd patogén kimutatas esetén. A DNS kinyerést
a gyarto utasitasai szerint végeztiik, azzal a kiegészitéssel, hogy egy keramiagyongy6s mechanikai
sejtfeltarast iktattunk be. A mechanikai lizishez Green Beads gyongyoket (Roche Diagnostics,
Risch-Rotkreuz, Svajc) és MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) késziiléket
hasznaltunk 5000 rpm 30 masodperc paraméterekkel.

Az izolalt DNS mennyiségét €s mindségét minden esetben NanoDrop-1000 spektrofotométerrel

(NanoDrop Technologies Inc., North Carolina, USA) ellenériztiik. Abban az esetben tekintettiik az
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elutumot megfeleldnek, amennyiben az izolalt DNS 260/280 abszorbancia aranya >1,6 a 260/230
arany pedig >1,8.

5.6 PCR reakcioparaméterek optimalizalasa

A PCR reakciok kivitelezéséhez LightCycler® 480 High Resolution Melting Master mixet
(Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) hasznaltunk, amely szaturalo dupla szalG DNS
interkalalé LightCycler® 480 ResoLight festéket tartalmazott. Az reakcidparaméterek
optimalizalasa az Aspergillus fumigatus (AF293) ¢s Candida albicans (ATCC 10231) referencia
torzseken tortént, LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) valos ideji
kvantitativ PCR késziiléken. A Candida HRM PCR esszét LightCycler® 2.0 illetve LightCycler®
Nano (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) késziilékeken is optimalizaltuk. A megfeleld

PCR reakciohatékonysag eléréséhez a kovetkezd paramétereket allitottuk be:

e Primer koncentracio: A HRM primereket 0,2uM-1,5uM végkoncentracié tartomanyban
teszteltiik.

e Anelliacios homérséklet: Gradiens PCR reakcidkat végeztiink 55-72 °C hémérséklet
tartomanyban.

e Optimalis MgCl2 koncentracié meghatarozasa: A kalibralast 1-3,5 mM koncentracio

tartomanyban végeztiik a gyart6 utasitasai szerint.

5.7 PCR inhibicios kontroll (SPUD esszé)

PCR inhibicio vizsgalatara a Nolan és mtsai. (2006) altal leirt SPUD external inhibicios kontroll
esszét alkalmaztuk, amelyet a Solanum tuberosum (burgonya) phyB gén (GenBank ID: Y14572)
kimutatasara terveztek. A SPUD esszével torténd vizsgalatot a Candida- és Aspergillus HRM
modszereinknél hasznalt PCR homérsékleti paraméterekkel végezziik, de az interferencia
elkeriilése végett a fajazonositastol kiilon reakcioban. A SPUD templat és primerek pontos

szekvenciait az alabbi tablazat mutatja:

35



Oligonukleotid Szekvencia (5°-3°)

SPUD temolat AACTTGGCTTTAATGGACCTCCAATTTTGAGTGTGCACAAGCTATGGAA
empla
P CACCACGTAAGACATAAAACGGCCACATATGGTGCCATGTAAGGATGAATGT
SPUD forward primer AACTTGGCTTTAATGGACCTCCA
SPUD reverz primer ACATTCATCCTTACATGGCACCA

A PCR reakciok soran 0,4 uM primer koncentraciot alkalmazunk, a meghatarozott optimalis
templat mennyiség 200 000 kopia, amely esetében a mért atlag Cq értékek 21,68 + 0,29 voltak. A
SPUD esszéhez tartozo amplikonok olvadasi hémérséklete 80,8 °C (6. abra).

SPUD esszé optimalizalasa

200 000 képia
(3 pM)
NS 200 képin

G f kopis |
S = x 03V |

80,8°C

20 000 kopia
(300 fM)

2000 kopia » I —— ==
(30 fM) g

Amplifikacios gorbék Olvadaspont analizis
6. abra: Optimalis SPUD templat mennyiség meghatirozasa. A higitasi soron a kovetkez6 atlag Cq
értéket mértiik: 200 000 kopia: 21,68 Cq; 20 000 kopia: 26,54 Cq; 2 000 kopia: 31,08 Cq; 200 kopia: 35,83
Cq; 20 kopia: 41,30 Cq.

5.8 A HRM PCR amplikonok validalasa

5.8.1 Aspergillus HRM PCR amplikonok validalasa kapillaris szekvenalassal

Konvencionalis PCR reakciokat végeztiink Aspergillus referenciatorzsekbdl kinyert 20 ng
mennyiségii templat DNS jelenlétében. Az amplifikaciohoz Phusion High-Fidelity PCR Master
mix-et (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) alkalmaztunk a gyarto utasitasai szerint.
A PCR késziiléken az altalunk meghatarozott HRM amplifikécios protokollt (V.7: 4. tablazat)
allitottuk be. A keletkezett amplikonok méretét gélelektroforézissel vizsgaltuk (1% agardz tartalma
gél, Tris-acetat-EDTA (TAE) pufferben), a DNS festéshez pedig etidium-bromid duplaszala
interkaldlo festéket alkalmaztunk. Az egyenirdnyiton 90V felsziiltséget, és 55 mA aramerdsséget
hasznaltunk a futtatdshoz. A fragmenseloszlast az agar6z gélen UV transzilluminator késziilékkel
vizsgaltuk. A kapott DNS savokat a gélbdl steril szike segitségével kivagtuk, és a géldarabokbol
visszanyertiik a DNS-t QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden Németorszag) segitségével a
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gyartd utasitasai szerint. A DNS molekulakat ezt kdvetéen SigmaSpin™ Sequencing Clean-Up
kittel (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) tisztitottuk a gyarto eldirasai szerint. Kapillaris szekvenalast
végeztiink BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kittel (Thermo Fisher Scientific,
Maryland, USA) a gyarté utasitasai szerint, ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer késziiléken
(Applied Biosystems, USA) mindkét irdnyban.

5.8.2 Candida HRM PCR amplikonok validalasa agaroz gélelektroforézissel

Candida torzsekbdl izolalt 20 ng mennyiségli genomi DNS jelenlétében végeztiink
konvencionalis PCR reakciokat LightCycler® Nano (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc)
késziiléken. Az amplifikaciohoz Phusion High-Fidelity PCR Master mix-et (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint. A PCR késziiléken az
altalunk meghatarozott HRM amplifikacids protokollt (V.7: 4. tablazat) allitottuk be. Az
amplikonokat agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk (2% agardz tartalmu gél, Tris-borat-EDTA
(TBE) pufferben). A jeloléshez etidium-bromid duplaszala DNS kot6 festéket hasznaltunk. Az
egyeniranyiton 90 V fesziiltséget, és 55 mA aramerdsséget allitottunk be. A DNS savokat UV

atvilagitassal tettlik lathatéva.

5.9 Genomi ekvivalens meghatarozas

A genomi ekvivalens (GE) azt a DNS mennyiséget fejezi ki, amely egy teljes genom méretét
reprezentalja. Ennek meghatarozasaval olyan DNS panelek készithetok, melyeken vizsgalhato a
PCR reakciok hatékonysaga, ¢és azok érzékenysége. A DNS relativ molekulatomegébdl ¢és az

Avogadro allandobol a genomi ekvivalens a kdvetkezd egyenlet alapjan szamolhat6 ki:

izolalt DNS mennyisége (ng) * 6,022 * 1023
DNS molaris tomege * 10°

genomi ekvivalens (GE) =

A fent leirtak alapjan az NCBI Genome adatbazisban talalhatoé Aspergillus fumigatus (Af293) és

Candida albicans (SC5314) referenciatorzsek genomi ekvivalenseit hataroztuk meg:

Gombatorzs Genom méret (Mb) | G-C arany (%) 1GE
Aspergillus fumigatus (AF293) 28,7591 49,5 29,5 fg
Candida albicans (SC5314) 14,6768 33,7 15,055 fg
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5.9.1 PCR reakciok kinetikaja, dinamikus tartomanyok

Az Aspergillus és Candida genomi DNS paneleken (10°-1 GE/PCR reakcié) PCR méréseket,
majd linedris regresszids analizist végeztiink. A kapott Cq értékeket a DNS koncentraciok
fliggvényében abrazoltuk, és a pontokra egyenest illesztettliink. Az igy kapott egyenes egyenletébol
meghataroztuk a meredekséget illetve az R? értékét (amely annak jellemzésére szolgal, hogy az
amplikonok mennyisége ciklusonként exponencialisan emelkedik-e). Az egyenes meredekségébil

a PCR hatékonysag az alabbi egyenlet alapjan szamithato ki:

-1
Hatékonysag (E%) = (10Qmeredekség-1) x 100

A vizsgalatok soran meghataroztuk a detektalasi hatart (LoD), vagyis azt a legkisebb gomba
genomi DNS mennyiséget, amelyet a modszeriink képes kimutatni. EI6fordulhat ugyanakkor, hogy
torténik amplifikacio, de a mintdban talalhaté DNS mennyisége mégsem elegendé ahhoz, hogy
azonositsuk a gombafajt, emiatt meghataroztuk azt a legkisebb DNS mennyiséget is, amelynél az

olvadasi gorbe és csucs alapjan egyértelmiien azonosithaté a faj (,,Limit of identification”: Lol).

5.9.2 Intra- és interesszé variancia

A kisérletek soran Aspergillus és Candida genomi DNS paneleket allitottunk 6ssze, melyek
harom technikai parhuzamosban tartalmaztdk a kiilonb6zd gombatorzseket. A méréseket
LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) késziiléken végeztiik, és a kapott Cq
értékekbdl meghataroztuk a variacios koefficienst (CV). A PCR esszék esetében kétféle koefficiens
kiilonithet6 el: a) intra- és b) interessz¢ variancia. Az elsé megmutatja a parhuzamosok kozti, azaz
egy PCR panelen beliili technikai varianciat, amely optimalis esetben nem haladhatja meg a 10%-
ot. Az utobbi ezzel szemben a kiillonbozé PCR futdsok kozti varianciat fejezi, azaz a mérés
reprodukalhatosagat, melynek értéke optimalis esetben 15% alatti. A variacios koefficiens (CV%)

a mérések kozotti szorasok atlagaval hatarozhatd meg:

Standard deviacod
CV(%) = Atlag x 100
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6. Eredmények

6.1 Az Aspergillus és Candida HRM primerek

Publikus adatbazisokban (EMBL/GeneBank) hozzaférheté annotalt Aspergillus és Candida f-
tubulin génszekvenciakban (benA, TUB2) kerestiink in silico vizsgalatokkal olvadasi doméneket.
A tobbszords szekvenciaillesztést Clustal Omega szoftverrel végeztilk. A primerek tapadasi
helyének a variabilis szakaszokat atfogd 30-40 bazis hosszusagu, részben konzervalt génrégidkat
valasztottunk, amelyek lehetdvé teszik az Aspergillus és Candida gombafajok univerzalis
kimutatasat. A megtervezett HRM PCR primerek (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) jellemzéit a 3.

tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat: A HRM primerek szekvenciaja és jellemzoi

Hossz Tm GC arany

Szekvencia (5°-3°) (bp) (°C) (%)

Aspergillus HRM primerek

(ASP1_FW) CCAAGATCCGTGAGGAGTTC 20 58,10 55
(ASP1_REV) GTCTCGCGGAGTGCTCAA 19 58,47 58
(ASP2_FW) CAGCTGGAGCGCATGAACGTCTA 23 67,51 57
(ASP2_REV) ACGGCACGAGGTACATACTTGTTACCG 27 67,39 52

Candida HRM primerek

CTAAAATCAGAGAAGAATTCCCCTGATAGAATGATGGC 37 73,2 37,8

CAATTGACCTGGGATAACGTAAAGAAGTAGTAACACCAGA
CAT

43 74,2 38

crer

(ASP1, ASP2), igy az olvadasgorbe analizis soran két olvadéasi cstcs alapjan torténik a
fajazonositas. Az Aspergillus HRM amplikonok kozti in silico vizsgalattal meghatarozott
szekvencia eltéréseket a 7. abra mutatja. A Candida fajok kimutatdsahoz egy primerpart
hasznalunk (8. abra). Mindkét nemzetségnél a két f6 faj (A. fumigatus, C. albicans) biztos
azonositasat tartottuk a legfontosabbnak, ezért az abrdkon a tobbi faj esetében megfigyelt

szekvencia eltérések ezekhez mérten kiemeltiik.
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>Afulgl0910| tubA COORDS:Chrl A fumigatus Af293:2848155-2850137C

CCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGG
CAACATCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCEGT TCTGGTCGA
TCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTC
GTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGAGGGCGCCGAGTTGGTCG
ACCAGGTTATCGATGTCGTCCGTCGTGAGGCTGAAGGCTGTGACTGCCTCCAGGGCTTCCAGGTCACCCA
CTCTCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACTCTTCTGATC TCCARGATCCCTCACCAGTTCCCC
GACCGTATGATGGCGACCTTCTCCGTTGTTCCCTCCCCCAAGGTTTCCGACACTGTCGTTGAGCCTTACA

ACGCTACCCTCTCCGTTCACCAGCTCGITCAGCACTCCEATCAGACCTTC

>XM 001210373.1 Aspergillus terreus NIH2624 tubulin beta chain (ATEG_00287)
CCTCCAGCTEGAGCGEATGAACGTCTARTTCAACGAGCHUNGCCEINACAAETATCGTTCCTCGTGCCETC
CTCGTTGACCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCG
ACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGTAACAACTGGGCCARGGGTCATTACACCGAGGGTGCCGA
GCTCGTCGACCAGGTTGTCGATGTTGTTCGTCGCGAGGCTGAGGCTTGCGACTGCCTCCAGGGTTTCCAG
ATCACCCACTCTCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTTATC TECARGATCCETCACE
AGTTCCCCGACCGEATGATGGC@ACCTTCTCCGTEGTTCCCTCHCCCAAGGTTCCGACACHGTEGTTGA
GCCTTACAACGCEACCCTHTCCGTCcACCAGCTCCIERENIERSERERE T T TTGTATCGACAAC

>M38265.1 A.flavus beta-tubulin gene, complete cds
TACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTAMTTCAACGAGGT GECTINGETEAARRT
THCAGCACHINT Rl A ARIBC T T TGCAACTCIT GASCIEC TS TS CINEIEISWNG SEle » 2/ OV CTTN e et
EEEEEEEECCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCT
TCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGA
GGGTGCCGAACTTGTTGACCAGGTTGTCGATGTTGTCCGTCGCGAGGCTGAGGGCTGCGACTGCCTCCAG
GGTTTCCAGATTACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACTCTCCTGATCTCCARGA
TCCGTGAGGAGTTCCCCGACCGTATGATGGCEACCTRCTCCGTTGT@CCCTCCCCCAAGGTETCCGACAC

BeTlcTTGAGCCETACAACGCEACHCTITCCGTECACCAGC THGCICECORSICEEREEREAS T TCTGT

>MG701893.1 Aspergillus niger culture CBS:513.88 beta-tubulin gene
AAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGT TACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGEATGAA
CGTCTAMTTCAACGAGGT GRCINISINNEEINS C T TG/ T i TilC I CRA [ CAATGTCCTAATC
ACTTCAGCAGGCTAGECCHNACAAETATETTCCTCETCEEETCCTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATG
GACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTG
CTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTGCCGAGTTGGTCGACCAGGTTGTCGACGTTGT
CCGCCGTGAGGCCGAGGCTTGCGACTGCCTCCAGGGTTTCCAGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACC
GGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTGATCTCCARGATCCCTCACGGAGTTCCCCGACCGTATGATGGCEACCT
TCTCCGTTGTTCCCTCCCCCAAGGT@TCCGACACEGTIGT TGAGCCTTACAACGCEACHCTCTCCGT@CA
CCAGCTCCIERE IO AEAEAE C T TCTGTATCGACAACGAGGTATGATTCCAGACCCAGCACAAG

>FJ608381.1 Aspergillus tubingensis strain 2126 beta-tubulin mRNA, partial
GAGTTGGTCGACCAGGTTGTCGACGTTGTCCGCCGTGAGGCCGAGGCTTGCGACTGCCTCCAGGGTTTCC
AGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTGATC TCCARGATCCGTGA
GGAGTTCCCCGACCGTATGATGGCEACCTTCTCCGTTGTECCCTCCCCCAAGGTTCCGACACHGTHGTT
GAGCCTTACAACGCEACHCTCTCCGTECACCAGCTCClCREORSIESEASEABAS  TTCTGTATCGACA
ACGAGGCTCTGTACGACATCTGCATGCGCACCCTCAAGCTCTCCAACCCCTCTTACGGTGACCTGAACCA
CCTGGTCTCTGCCGTCATGTCCGGTGTGACCACTTGCCTCCGTTTCCCTGGCCAGCTCAACTCCGACCTC
CGCAAGCTGGCTGTCAACATGGTTCCTTTCCCTCGT

7. abra: Aspergillus HRM amplikonok in silico vizsgalata Az NCBI adatbazisban az Aspergillus
fumigatus, A. terreus, A. flavus, A. niger és A. tubingensis szekvencidkat voltak megtalalhatoak. Az
Osszehasonlitasok soran az A. fumigatus (Af 293) tekintettiik referencia szekvencianak. A forward primerek
pozicidjat zold, a reverz primerek pozicidit piros szin jelzi. Az amplikonokban fellelheté szekvencia
eltéréseket fekete alapon fehér betiiszin emeli ki. Az A. tubingensis referencia szekvenciaban csak az egyik
primerpar (ASP1) volt azonosithato.
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>XM 019475058.1 Candida albicans SC5314 beta-tubulin (TUB2), partial mRNA

GGTGGTACTGGTTCTGGTATGGGTACTTTGTTGATTTCTAAAATTAGAGAAGAATTCCCTGATAGAATGA
TGGCCACTTTTTCTGTTGTCCCATCACCAAAAGTTTCCGATACCGTTATTGAACCATATAACGCTACTTT
ATCAGTCCATCAATTGGTTGAAAACTCTGATGAAACTTTCTGTATTGATAATGAAGCCTTGTACAATATT
TGTCAAAACACTTTGAAAT TACCACAACCATCTTATGCTGAATTGAACAATTTGGTTTCTTCTGTC-

OO NOORGEORRINNG . . ™ T CCGATTTAAGAAAAT TGGCAGTCAATTT

>XM 002550030.1 Candida tropicalis MYA-3404 tubulin beta chain (CTRG_04373),
partial mRNA
ATGGGTACCTTGTTAATTTCTAAAATCAGAGAAGAATTCCCAGATAGAATGATGGCHACTTTTTCTGTTG
THCCATCHCCAAAAGT@TCHGATACHGT TAT[§GAACCATATAARGCEACETTATCHGTICATCAATTRGT
TGAAAACTCEGATGAAACRTTCTGTATTGATAAGGAAGCHT TGTAWAATATTTGTCAAAARACETTGAAA

TTACCACAACCATCRTASGHTGAATTAAACAAQTTGGTTTCTCTGT C HICECTCCICTCACTACTTCOT
TGCGTTACCCAGGTCAATTG

AACTCTGATTTGAGAAAATTGGCTGTCAACTTGGTTCCATTCCCAAGATT

>CR380957.2:1253221-1253761 Candida glabrata strain CBS138 chromosome K
complete sequence
AACCATGAAGAAATGCAGTCTTGGGAAAGGAACCAAGTTGACGGCCAGTTTCCTCAGATCGGAGT T MR
FCACCTCEE AT AACAE (e TARCACCACACATR . C S 282 CIE~ TTRT THAEET C ARET
AAGATGGTTCENSA AT TCAAAGTINET TTCECAAATHTEGT ANAGAGCETCET TATCEATACAGARAGT
TTCATCHGAGTINYT CEACHAATTGETGRACRGASAEAGTEGCGTTATATGGTTCEABAACRGTETCRGAA
Eie T T TGCRGATGCEAINEA CHGABAATGTIGCCATCATTCTATCAGGAAATTCTTCTCTGATTCTAGATA

>XM 002416698.1 Candida dubliniensis CD36 beta tubulin, putative (CD36_00640),
GGTGGTACTGGTTCTGGTATGGGTACTTTGTTGATTTCTAAAATTAGAGAAGAATTTCCTGATAGAATGA

TGGCHACRTTTTCTGTTGTCCCHTCACCARAAAGT TTCHGATACRGT TATTGAACCATATAACGCTACRTT
ATCAGTHCATCAATTGGTTGAAAANTCTGATGAAACTTTCTGTATTGATAATGAAGCCTTGTARAAGATT
TGTCAAAACACTTTGAAATTACCACAACCATCTTATGCTGAATTGAANAATTTGGT TTCRATCTGT CREEH

SO RGGOARINI /. ™ ™C AT TTAAGAAAATTAGCCGTCAATT

8. abra: Candida HRM amplikonok in silico vizsgalata Az NCBI adatbazisban a Candida albicans, C.
tropicalis, C. glabrata és C, dubliniensis szekvenciakat talaltuk meg. Az Gsszehasonlitast az C. albicans

crcr

(SC5314) szekvenciahoz viszonyitva végeztiik. A forward primerek pozicidjat zold, a reverz primerek
pozicioit piros szin jelzi. Az amplikonokban talalhato szekvencia eltéréseket fekete alapon fehér betiiszinnel
emeltiik ki.

Az Aspergillus fumigatus (Af293) esetében 80- (ASP2) illetve 100 bazispar (ASP1)
hossziisaguak az amplifikalt szakaszok. Ehhez viszonyitva, az adatbazisban elérhet6 tobbi
Aspergillus fajnal nem csak magaban a szekvenciaban, de az amplikonok hosszaban is jelentds
kiilonbségek lathatok. A Candida albicans (SC5314) referencia gombatorzs S-tubulin génjének
egy 202 bazisparos szakaszara terveztiik a primereket, amelyet in silico vizsgalattal azonositottunk
a C. glabrata, C. tropicalis és C. dubliniensis fajokban. Legnagyobb szekvencia eltérés a C.
glabrata szekvenciajaban volt megfigyelhetd. Az adatbazis lefedettsége hianyos volt, ezért tobb a
HRM PCR médszeriinkkel kimutatott Candida faj (C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii)

génszekvenciajarol nem volt talalhaté informacio.
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6.2 Optimalis HRM PCR reakcioparaméterek

A HRM PCR reakcioparaméterek optimalizalasa A. fumigatus (Af293) illetve C. albicans
(ATCC 10231) referencia torzsekkel tortént. A kisérletek soran meghataroztuk a megtelel6 MgCl»
¢s primer koncentraciokat, illetve az anellaciés homérsékletet, amelyek eredményét a 9. abra

szemlélteti.

A MgCl; koncentracio kalibralasakor elsddleges szempont volt, hogy az amplifikacios gorbék
alacsony Cq értéket és magas platd fazist mutassanak, ugyanakkor a HRM analizis soran az
olvadasi csticsok fluoreszcencia intenzitasa is a lehetd legmagasabb legyen. Alacsony MgCl» (0,5-
1,5 mM) jelenlétében nem tapasztaltunk amplifikaciot. Az Aspergillus HRM esszé esetében 2-2,5
mM MgCl; alkalmazasakor a tobbi koncentracidhoz (3-3,5 mM) mérten alacsonyabb amplifikacios
hatékonysagot ezaltal magasabb Cq értékeket figyeltiink meg. Az Aspergillus HRM kisérletek
soran megallapitottuk, hogy mind az amplifikdcios gorbék, mind pedig az olvaddsi gorbék
tekintetében a 3 mM MgClz bizonyult a legmegfelelébbnek. A Candida HRM esszé vizsgalatakor
szintén 3,5 mM MgCl> jelenlétében kaptuk a legmagasabb olvadasi csucsot, azonban az
amplifikaci6 2 mM MgCl2-ndl volt a leghatékonyabb, mert itt kaptuk a legalacsonyabb

ciklusszamot, ezért végiil ezt tekintettiik optimalisnak.

Az anellacios hdmeérsekletet tekintve szintén az amplifikacios gorbék voltak a mérvadok. Az
Aspergillus gombafajokkal végzett kisérletek soran az 58 °C-os anellacios hémérséklet tiint
optimalisnak, de keresztreakciot tapasztaltunk mas gombafajokkal, igy azt 62 °C-ra megemeltiik.
A két anellacios hdmérséklet kozott kevesebb, mint 1 ciklus kiilonbség volt, ezért az amplifikacios
hatékonysagra ez a valtoztatds nem volt jelentds hatassal. Emellett az olvadasi gorbék lefutasa
mindkét esetben szinte teljesen megegyezett, ezért feltételezziik, hogy az olvadasi csucsokban sem
mérhetd jelentds eltérés. A Candida HRM esszé vizsgalatakor alkalmazott anellacids
homérsékletek az 55-68 °C-os tartomanyban egymashoz kozeli amplifikacios gorbéket mutattak,
azonban 55-58 °C mellett keresztreakciot tapasztaltunk, ezért a 60 °C-os anellacios hémérsékletet
tekintettiik megfelelének. A HRM analizis soran kapott olvadasi gorbékben nem talaltunk olyan

kiilonbségeket, mint amelyet az Aspergillus HRM esszé vizsgalatakor tapasztaltunk.

A primer koncentracid valtoztatdsa nem volt jelentds hatassal az olvadasi gorbékre, kozel
azonos olvadasi homérsékleteket meértiink, ellenben az amplifikacios gorbék fluoreszcencia

intenzitdsaban (platd fazis) figyeltiink meg kiilonbségeket. Ez alapjan megallapitottuk, hogy az
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Aspergillus essz¢é hatékonysaga 0,2-0,2 uM koncentracioja primerek 1:1 aranya alkalmazasakor

volt a legjobb. A Candida essz¢é esetén 0,4 uM primer koncentracid bizonyult optimalisnak.

Asperqillus HRM PCR optimalis reakciéparaméterek
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9. abra: A HRM PCR esszék reakcioparamétereinek optimalizalasat osszefoglalo PCR Kisérleteket
(Roche LightCycler® 96 ) eredményei
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Az Aspergillus- és Candida HRM PCR reakciokhoz hasznalt optimalis reagens mennyiségeket és
PCR hoémérsékleti protokollokat a 4. tablazat foglalja Ossze. Az amplifikacid extenzids
szakaszaban végpontos mérést végziink, ezzel lehetdséglink van az amplikonok és a mintaban
talalhaté gomba DNS mennyiségének meghatdrozasara. Az olvadaspont analizisre az amplifikaciot
kovetden kertil sor, a reakciokozeget fokozatosan melegitve folyamatos méréssel monitorozzuk a
az Aspergillus kisérleteknél kizardlag LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz,
Svajc) szoftverrel, a Candida PCR kisérletek esetében pedig mindig az aktualis PCR késziilék
(LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler® Nano) dedikalt kiértékelé programjaval

végeztik.

4. tablazat: HRM PCR reakciok dsszetétele és alkalmazott h6mérsékleti paraméterek

HRM PCR reakciok osszetétele

PCR reagens Aspergillus HRM PCR Candida HRM PCR
Roche
LightCycler® 480
high resolution 10 pl 5ul
melting master
mix
MgCl, 2.4 ul (3mM) 1 ul 2mM)
Primerek 0,5-0,5 ul (0,5-0,5uM) 1 ul (0,5uM)
DNS templat 6,6 pl (5ng/ ul) 3 pl (5ng/ pl)
Reakcio 20l 10 pl

végtérfogat

HRM PCR hémérsékleti protokollok
Aspergillus Candida
PCR program HRM PCR protokoll HRM PCR protokoll

Hémérséklet | 1d6 | Hofokvaltas | Hsmérséklet | 1d6 | Hofokvltas
Kezdeti denaturacio

95 °C 0 1 44ecmp | 95°C 10 1 4 4 Cimp
perc perc
Amplifikacio (50 ciklus)
Denaturacid 95 °C 10mp | 4,4 °C/mp 95 °C 10mp | 4,4 °C/mp
Anellacio 62 °C 15mp | 2,2°C/mp 60 °C 10mp | 2,2 °C/mp
EXtenZ‘l") (e 72°C [ 10mp | 4,4 °C/mp 72°C |10 mp | 4,4 °C/mp
Olvadasi program
Denaturacid 95 °C 60 mp 95 °C 15 mp
DNS duplex 40°C | 60 mp 40°C | 15mp
képzés
Olvadas (mérés 2) | 65-95 °C 45-97 °C
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6.2.1 HRM PCR amplikonok validaldsa a meghatarozott reakciéparaméterekkel

A Candida HRM PCR primerek target régidhoz vald specifikus kotédését agardz
gélelektroforézissel igazoltuk (10. abra). A gélképen mind a hét vizsgalt Candida fajhoz tartozo
PCR termék esetében egy jol koriilhatarolt DNS savot kaptunk, és méretiik a 300 bazisparos
fragmenshossz tartomanyba esett, hasonléan az in silico analizis soran meghatarozott

amplikonhosszokkal (281 bp). Aspecifikus termékképzddés a gélképen nem volt lathato.

C. parapsilosis (ATCC 22019)
C. tropicalis (ATCC 750)

C. krusei (ATCC 6258)
C. guilliermondii (SZMC 1450)

C. dubliniensis (SZMC 1469)

Non-templat kontroll
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C. glabrata (ATCC 90030)

10. abra: Candida HRM PCR amplikonok agaroéz
gélképe. Minden faj esetén a 300 bp-0S
fragmenshossz tartomanyban egy jol lathatd savot
kaptunk, aspecifikus termékképzodés nem volt
tapasztalhato.

Az Aspergillus HRM PCR reakcioban két primerparral (ASP1, ASP2) egyidejiileg szaporitunk
fel két p-tubulin génszakaszt, ezért indokoltnak tartottuk a modszerrel kimutatott Aspergillus
fajokhoz tartozd6 PCR termékek szekvencidjdnak meghatarozasat. Ezt kapillaris szekvenalassal
végeztiik, melynek eredményét a 11. abra foglalja 6ssze. Az ASP1 primerekkel amplifikalt DNS
szakaszok atlagos hossza 139,5 + 1,05 bazispar volt a detektalt Aspergillus fajtol fiiggden. A PCR

reakciok soran keletkezd amplikonok becsiilt olvadasi homérséklete 83,8 — 85,3°C kozotti
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hémérséklettartomanyba esett. Az ASP2 primerek esetében megfigyelt PCR termékek atlagos
hossza 132 + 5,97 bazispar volt, és azok becsiilt olvadasi hdmérséklete 79 — 82,2°C kozé esett. A
meghatarozott szekvencidk megegyeztek az NCBI adatbazisban fellelhetd referencia
szekvenciakkal, igy igazoltuk, hogy az alkalmazott primerparok specifikusak a felsokszorozni
kivant p-tubulin génrégiokra. Eredményeink alapjan ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a
vizsgalt Aspergillus fajokhoz tartozé célszekvencidk kelléen diverzek ¢és azok olvadasi
hémérséklete megfelelé mértékii eltérést mutat ahhoz, hogy a HRM PCR modszerrel faji szinten

elkiilonithetéek legyenek.

ASP1 HRM PCR amplikon szekvenciak 5'-3° orientacioban
BCCCGACCGTA-NGATGGCGACCTTCTCCETIGTTCOCICCCCOARGGTTICCGACACTGTCGT TOAGCCTTACAACGCTAG - CTOTCCETTCACCAG - CT!
CEACCGTA-NGANGECGACCTTCTCTEICGTTCCCTCCCCCARGGTT ICCOACACTGTCGT TGAGCCTTACAACGCTACCCTOTCCETT CAGCAG -CTC!
CEACCGCA-TEATEECCACCTTCTCCEICGTTCCCTCTCCCARGGTC TCCOACACCGTGET TGAGCCTTACAACGCCACCCTTTCCETCCACCAG -CTC!
CEACCGTACGAGTEECCACCTTCTCCETIGTCCCCTCCCCCARGGTC TCCOACACCGTTGT TEAGCCCTACARCGCCACTGT TTCCETCOACCAG -CTTG
CGACACCETTGT TGAGCCTTACARCECCACTCTCTCCGTCCACCAGCCTCE
CGACACC CTTACAACGCCACTCTCTCOGTGCH TQGILE

A. furnigatus (AT293) CC.

A. fenfulus (CBS 117885)

A, terreus (FGSC A1158)

A. flavus (NRRL 11611)

A. iger (CBS 11.348)

A tubingensis (CBS 134.48) CCu

CCEACCGTASIGATEGCCACCTTCTCCGTIGTTCCCTCCCCCARGS'

CCCOGACC CACCTTCTCCGET 2CCTCCCC

AECACLT

A, fumigatus (Af293) CRECTEG
A lontulus (CBS 117885)

A terrous (FGSC A1156) €

A flavus (NRRL 11611)

A, niger (CBS 11.346)

A. tubingensis (CBS 134.48) ¢ 351

ASP1 primer ia 5-3' orientaciob. Primer hossz (bp) Primer olvadési hdmérséklet (°C) | Primer G-C arény (%)
ASP1 forward primer szekvencia CCAAGATCCGTGAGGAGTTC 20 58,10 55
ASP1 reverse primer szekvencia GTCTCGTCGGAGTGCTCAA 19 58,47 58
Aspergiltus referenciatorzs Amplikon hossz (bp) | Becsillt olvadasi hémérséklet (°C) | Amplikon G-C arény (%)

Aspergiius fumigatus (AT293) 138 83,8 -84,1 58 - 59

Aspergillus fentulus (CBS 117885) 139 84 -845 58 - 60
Aspergillus terreus (FGSC A1156) 140 85,3 61
Aspergilius flavus (NRRL 11611} 140 85 61
Aspergillus niger (GBS 11.346) 141 84,8 60
Aspergillus tubingensis (CBS 134.48) 139 84,8 60

ASP2 HRM PCR amplikon iak 5'-3' orientacib

ASP2 primer ia 6'-3' ori 8b. Primer hossz (bp) Primer olvadasi hémérséklet (°C} Primer G-C arany (%}

ASP2 forward primer szekvencia | CAGCTGGAGCGCATGAACGTCTA 23 67,51 57

ASP2 reverse primer szekvencla [ACGGCACGAGGTACATACTTGTTACCG 27 67,39 52
Aspergiflus referenciatorzs Amplikon hossz (bp} | Becsiilt olvadasi hdmérséklet (°C) Amplikon G-C arany (%)

Aspergillus fumigatus (Af293) 130 79 47

Aspergilius lentulus (CBS 117885) 131 81 52

Aspergillus terreus (FGSC A1156) 144 82,2 53

Aspergiilus flaviis (NRRL 11611) 128 80,5 51

Aspergillus niger (CBS 11.346) 129 79,7 49

Aspergillus tubingensis (CBS 134.48) 130 79,9 49

11. abra: Aspergillus HRM PCR amplikonok szekvencidi. A PCR reakciok soran sokszorositott
célszekvenciak fajonként kiilon szinnel jelolve a kovetkezok: A. fumigatus (piros), A. lentulus (kék), A.
terreus (zo6ld), A. flavus (narancs), A. niger (sarga), A. tubingensis (sziirke). A fajok kozotti
szekvenciaeltéréseket fekete hattérszin jelzi.
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6.3 Az Aspergillus HRM PCR olvadasi gorbék jellemzése

A HRM analizis sordn az ASPI1-ASP2 amplikonokat jellemz6, egymassal nem atfedd
fajspecifikus kettds olvadasi cstcsokat azonositottunk, melyek alapjan képesek vagyunk
megkiilonboztetni az A. fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. tubingensis és A.
welwitschiae gombafajokat. Az ASP2 olvadasi doménre kisebb fluoreszcencia intenzitds ¢€s
alacsonyabb olvadasi hémérséklettartomany (81-85,60°C) jellemz6, Osszehasonlitva az ASPI

olvadasi doménnel (85,61-89°C) (12. abra).

ASP2 domén A. terreus (@)
—— / ASP2 domén A. lentulus @) Klaszter 3
: — / ASP2 domén A. flavus
ASP2 domén A. welviitschize  |(@)———— e
Klaszter 1 ASP2 domén A. fumigatus ://' i pes e | ASP2 domén A. niger | Klaszter 2 |
i ASP1 domén A. fumigatus .—»
e Klaszter 4 ASP1 domén A. lentulus |./
” ASP1 domén A. flavus \ ‘
Klaszter 5 ASP1 domén A. niger ) \
ASP1 domén A. welwitschiae ./ \
Klaszter 6 | ASP1 domén A. terreus |./\/'\\
\ kI
e O
B wi Csﬁcs_Z Csiics_2 87,55°C—— _ o "
Aspergillus fumigatus @ W ‘ 88,17°C
Aspergillus lentulus @ 86.72°C 86.80°C
Aspergillus terreus @
Aspergillus flavus
Aspergzlllfs niger 84,05°C
Aspergillus welwitschiae @
gosc  (B413C ,
82 15°C [8310°C | (ShI2C
@ Ceies 1 @
'
\ \ ‘ \
w|ASP2 domének |~ ASP1 domének |

12. abra: Olvadasi gorbe mintazatok az Aspergillus tipustorzseken. 12/A: ASP1-ASP2 olvadasi gorbék,
12/B: A vizsgalt Aspergillus fajokra jellemz6 heteroduplex olvadasi csticsok.

Az Aspergillus fajokra jellemzd teljes olvadasi spektrum (81-89°C) &sszesen hat olvadasi
klaszterre oszthatd, melyek koziil harom klaszter foglalja magéba az ASP1 domén olvadasi csucsait

(Tm: 85,61 — 89°C), tovabbi harom klaszter pedig az ASP2 doménhez tartoz6 olvadasi csucsokat
(Tm:81.00 - 85.60°C) (13. abra).
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ASP2: A. tubingensis (CBS 134.48)
ASP2: A. tubingensis klinikai torzsek
ASP2: A. welwitschiae Klinikai torzsel
ASP2: A. niger (CBS 113.46

ASP2: A. niger klinikai térzsek-
ASP2: A. flavus (NRRL 11611
ASP2: A. flavus Klinikai térzsek:
ASP2: A. terreus (FGSC A1156
ASP2: A. terreus klinikai térzsek:
ASP2: A. lentulus (CBS 117885)
ASP2: A. lentulus Klinikai térzsek.
ASP2: A. fumigatus (Af293)

ASP2: A. fumigatus Klinikai térzse
ASP1: A. tubingensis (CBS 134.48)
ASP1: A. tubingensis Klinikai torzsek-
ASP1: A. welwitschiae klinikai torzse
ASP1: A. niger (CBS 113.46)
ASP1: A. niger klinikai torzse|
ASP1: A. flavus (NRRL 11611)
ASP1: A. flavus Klinikai térzsek:
ASP1: A. terreus (FGSC A1156)
ASP1: A. terreus klinikai torzsek-
ASP1: A. lentulus (CBS 117885)
ASP1: A. lentulus klinikai térzse
ASP1: A. fumigatus (Af293)

ASP1: A. fumigatus klinikai térzsek:

ASP2 olvadasi hdmérséklettartomany

Klaszter_1
81,00 - 82,72

81

Klaszter_2
82,73 - 83,61

a4

Klaszter_3
83,62 - 85,60

85

ASP1 olvadasi hémérséklettartomany

Klaszter_4
85,61 -87,10

26

Olvadasi hémérséklet (°C)

Klaszter_5

Klaszter_6

87,11 - 87,60 87,70 - 89,00

s 25th s 75th -y

Szinkéd Aspergillus gombatérzs Mm; érték percentilis Midlan percentilis Max(; érték
(W) ©C) ©C) ©C) (0
ASP1 | A. fumigatus (Af293) 86,63 86,68 86,73 86,81 86,83
INSERN A fumigatus klinikai izolatumok 86,46 86,56 86,67 86,78 86,84
ASP1 A. lentulus (CBS 117885) 86,74 86,74 86,78 86,86 86,88
ASP1 A. lentulus klinikai izolatumok 86,72 86,80 86,85 86,97 87,09
ASP1 | A. terreus (FGSC A1156) 87,83 87,86 88,05 88,17 88,23
ASP1 A. terreus klinikai izolatumok 87,80 87,84 87,89 88,13 88,21
A. flavus (NRRL 11611) 87,22 87,28 87,42 87,57 87,61
A. flavus Klinikai izolatumok 87,07 87,10 87,16 87,37 87,44
A. niger (CBS 11.346) 87,36 87,40 87,43 87,47 87,49
A. niger klinikai izolatumok 87,42 87,44 87,50 87,53 87,55
A. welwitschiae klinikai izolatumok 87,28 87,35 87,43 87,49 87,50
A. tubingensis (CBS 134.48) 83,02 83,05 83,08 83,10 83,13
A. tubingensis klinikai izolatumok 83,00 83,01 83,06 83,15 83,27
A. fumigatus (Af293) 82,12 82,43 82,56 82,61 82,67
A. fumigatus klinikai izolatumok 81,92 82,08 82,15 82,53 82,58
A. lentulus (CBS 117885) 84,21 84,25 84,31 84,35 84,36
A. lentulus klinikai izolatumok 84,23 84,30 84,33 84,37 84,48
A. terreus (FGSC A1156) 84,20 84,47 84,64 84,80 84,90
A. terreus klinikai izolatumok 84,04 84,28 84,50 84,70 84,81
A. flavus (NRRL 11611) 83,97 84,04 84,15 84,41 84,46
A. flavus klinikai izolatumok 83,99 84,06 84,22 84,40 84,46
A. niger (CBS 11.346) 82,70 82,79 82,90 82,97 83,00
ASP2 A. niger klinikai izolatumok 82,97 83,03 83,10 83,17 83,29
A. welwitschiae klinikai izolatumok | 82,28 82,33 82,41 82,48 82,52
ASP2 A. tubingensis (CBS 134.48) 87,71 87,72 87,74 87,75 87,81
ASP2 A. tubingensis klinikai izolatumok 87,66 87,68 87,72 87,76 87,85

13. abra: A vizsgalt Aspergillus fajokra jellemz6é ASP1-ASP2 olvadasi hémérséklettartomanyok. Hat
kiilonbo6z6 klasztert kiilonitettiink el az ASP1-ASP2 amplikonokhoz tartozo olvadasi homérsékletek alapjan.
Klaszter_1: A. fumigatus, A. welwitschiae; Klaszter_2: A. niger, A. tubingensis; Klaszter_3: A. terreus, A.
lentulus, A. flavus; Klaszter_4: A. fumigatus, A. lentulus; Klaszter 5: A. flavus, A. welwitschiae, A.
tubingensis; Klaszter_6: A. terreus.
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Az egyes klasztereket jellemzé homérséklettartomanyok a kovetkezdk: klaszter 1 (81,00-
82,72°C); klaszter 2 (82,73-83,61°C); klaszter 3 (83,62-85,60°C); klaszter 4 (85,61-87,10°C);
klaszter 5 (87,11-87,64°C); klaszter 6 (87,65-89,00°C). Az ASP1-ASP2 klaszterck kombinacidja
alapjan egyedi kétszamjegyli kod rendelhet6 az egyes Aspergillus fajokhoz, amely alkalmas azok
elkiilonitésére: A. fumigatus (1,4), A. lentulus (3,4), A. terreus (3,6), A. flavus (3,5), A. niger (2,5),
A. wewitschiae (1,5) és A. tubingensis (2,7) (5. tablazat).

5. tablazat: Az ASP1-ASP2 doméneken beliili klasztermegoszlasok, és az olvadasi klaszterek
hémérséklettartomanya alapjan az Aspergillus fajokhoz rendelt kétszamjegyii azonosité kodok

Atlag Tm (+SD)
Vizsgalt Aspergillus klinikai ASP2 olvadasi tartomany (81,00 — 85,50°C) ASP1 olvadasi tartomany (83,61 —89,00°C)

ombatérzsek Klaszter_1 Klaszter_2
g 81,00- 82.73- Klaszter_3 Klaszter_4 Klaszter_5 Klaszter_6

82.72°C 83,61°C 83,62-85,60°C | 85,61-87,10°C | 87,11-87,64°C 87,65-89,00°C

A. terreus (SZMC 2414) 84,13+0,04 88,10+0,04
A. terreus (SZMC 2424) 84,35+0,04 87,8440,04
A. terreus (SZMC 2460) 84,60+0,13 87,8440,04
A. terreus (SZMC 22546) 84,0440,05 88,19+0,04
A. terreus (SZMC 22547) 84,90+0,07 87,8440,06
A. terreus (SZMC 22548) 84,88+0,06 87,8140,05
A. terreus (SZMC 22549) 84,79+0,05 88,17+0,04
A. fumigatus (SZMC 2504) 82,1840,07 86,81+0,05
A. fumigatus (SZMC 2490) 86,75+0,07
A. fumigatus (SZMC 2486) 86,84+0,07
A. fumigatus (SZMC 22550) 86,77+0,06
A. fumigatus (SZMC 22551) 86,72+0,03
A. fumigatus (SZMC 22552) 86,77+0,05
A. fumigatus (SZMC 22553) 86,75+0,09
A. fumigatus (SZMC 22554) 86,79+0,08
A. fumigatus (SZMC 3111) 86,40+0,09
A. fumigatus (SZMC 3109) 86,71+0,06
A. fumigatus (SZMC 3100) 86,63+0,14
A. fumigatus (SZMC 3117) 86,66+0,12
A. fumigatus (SZMC 3106) 81,99+0,10 86,60+0,05
A. fumigatus (SZMC 3104) 81,98+0,04 86,58+0,03
A. lentulus (SZMC 3118) 84,3640,11 86,82+0,08
A. lentulus (SZMC 3123) 86,79:+0,06
A. lentulus (SZMC 20911) 84,10+0,05 87,03+0,06
A. flavus (SZMC 22583) 84,1240,07
A. flavus (SZMC 22582) - - 84,12+0,07
A. flavus (SZMC 22581) - - 84,16+0,10
A. flavus (SZMC 22580) - - 84,10+0,06
A. flavus (SZMC 22579) - - 84,0610,10
A. flavus (SZMC 22578) - - 84,03+0,06
A. flavus (SZMC 22577) - - 84,1640,11
A. flavus (SZMC 22575) - 84,05+0,12
A. niger (SZMC 3119) - 83,01+0,06 -
A. niger (SZMC 3108) 83,07+0,10 -
A. welwitschiae (SZMC 2402) 82,26+0,30 - -
A. welwitschiae (SZMC 23407) 82,3740,11 - -
A. welwitschiae (SZMC 23406) 82,48+0,05 - -
A. welwitschiae (SZMC 23408) 82,48+0,05 - -
A. tubingensis (SZMC 2758) - 83,05+0,03 -
A. tubingensis (SZMC 3127) - 83,11+0,02 -

Kéd

W W w R e I—“H = e I—“I—‘ H‘I—“H H‘I—‘ [ w‘w w‘w‘w [

87,24+0,08 -
87,24+0,08 -
87,27+0,05 -
87,47+0,07 -
87,12+0,09 -
87,45+0,05 -
87,58+0,06 -
87,48+0,14 -
87,52+0,06 -
87,35+0,12 -
g735:0.12 [
g73e:011 [N !
8748:004 NN |
87.45:005 [ ENEEEE

87,77+0,06
- 87,71+0,06

L NN wW|wW|w(w|w|w|w

1
2
2
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Vizsgaltuk a fajokhoz tartoz6 ASP1-ASP2 olvadasi doméneket a heteroduplexeken beliili
csucstavolsagok fiiggvényében (14. abra). A grafikonon két nagyobb csoport kiilonithetd el. Az
elsé csoportba (Csoport 1) az Aspergillus fumigatus, A. niger, A. welwitschiae és A. tubingensis
fajok tartoznak, melyek olvadasi csucshOomérsékleteit leirdé pontok szemmel lathatéan jol
elkiiloniilnek egymastol. A masodik csoportot (Csoport 2) az Aspergillus terreus, A. flavus és A.
lentulus fajok alkotjak, melyek kozott kisebb tavolsag figyelhetd meg. Az A. lentulus gombafaj
esetében néhany kiugr6 érték atfedést mutatott az A. flavus gombatorzsekkel. Ennek feltehetéen

mérési hiba lehetett az oka, mert az A. lentulus csoport kdzéppontja egyértelmiien elkiiloniil az A.
falvus értékeitdl.

Aspergillus fumigatus (Af293)
Aspergillus fumigatus Klinikai térzsek
Aspergillus lentulus (CBS 117885)
Aspergillus lentulus klinikai torzsek
Aspergillus terreus (FGSC A1156)
Aspergillus terreus klinikai torzsek
Aspergillus flavus (NRRL 11611)
Aspergillus flavus klinikai torzsek
Aspergillus niger (CBS 113.46)
Aspergillus niger Klinikai térzsek
Aspergillus welwitschiae klinikai térzsek
Aspergillus tubingensis (CBS 134.48)
Aspergillus tubingensis klinikai térzsek

(oezelezexoanl Rk NOX )

Asp1 olvadasi csucs (°C)

14, abra: Az Aspergillus olvadasi csticsok haromdimenziés megoszlasa az olvadasi homérsékletek és
az ASP1-ASP2 domének tavolsaga alapjan. Az Aspergillus HRM esszé sajatossaga, hogy két olvadasi
gorbe alapjan torténik a fajazonositas, ezaltal szamitasba vehetd a két olvadasi cstcs abszolut tavolsaga is,
igy valamelyest novelhet6 a modszer megbizhatosaga. Ez kiilonsen hasznos lehet olyan esetekben, amikor
az olvadasi homérsékletek eltolodnak, emiatt az eredmény bizonytalan. Az &bran ugyanakkor
megfigyelhetd, hogy a fajokat reprezentald pontok két f6 csoportra oszlanak, igy redukalhato a lehetséges
fajok szama. Példaul, amennyiben a kapott olvadasi hémérsékletek az elsé csoportban foglalnak helyet
(Csoport 1), biztosan kizarhato, hogy A. lentulus, A. flavus vagy A. terreus talalhato a mintaban.
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6.4 A Candida HRM PCR olvadasi gorbék jellemzése

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a Candida HRM PCR esszé alkalmas hét Candida faj
genetikai azonositasara az amplikonok kozotti olvadasi homérséklet-kiilonbségek alapjan (15.
abra). Legalacsonyabb olvadasi hdmérsékletet a Candida dubliniensis esetében figyeltiink meg,
melyet novekvo sorrendben a C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C.
guilliermondii és C. glabrata kovettek. A HRM analizis soran meghatarozott normalizalt olvadasi
gorbék kinetikaja (15/A. abra) és az olvadasi csucsok (15/B. abra) fajspecifikusnak bizonyultak,

amely eredményt a differencia grafikon is alatimasztotta (15/C. abra).

[CIC. albicans
W C. glabrata
[Cc. tropicalis
[Jc. krusei

[Jc. parapsilosis
W C. guilliermondii

“*\ B C.dubliniensis. | S N S N NN W
i

7650 7700 7750 7.00 750 7900 7950 8000 8050 8100 8150 8200 8250 83.00 8350 8400
Temperat:

7650 7700 750 7.00 7850 79.00 7950 80.00 3050 81.00 8150 8200 8250 83.00 8350 3400
Temperature

15. abra: Candida fajokhoz tartozoé olvadasi gorbe mintazatok (Roche LightCycler® 96 késziilék). A
normalizalt olvadasi gorbék kinetikaja (A), az olvadasi csucsok (B) és a differencia gorbék (C) 7 db
elkiiloniilé fajspecifikus olvadasi klasztert mutattak. A fajonként meghatarozott olvadaspontok névekvo
sorrendben: C. dubliniensis, C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C.
glabrata.
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A Candida HRM esszét harom PCR késziilékre (Roche LightCycler® 96, Roche LightCycler®
Nano, Roche LightCycler® 2.0) optimalizaltuk. Mindhdrom PCR platformon sikertilt reprodukalni
a fajokra jellemz6 Candida olvadasi mintazatokat. A késziilékek kozti technoldgiai kiilonbségek
miatt negativ (LightCycler® 2.0) vagy pozitiv (LightCycler® Nano) irdnyt homérséklet eltolodast
tapasztaltunk, ezért sziikséges volt a HRM analizis soran meghatdrozott referencia értékek

ujrakalibralasa (16. abra).

Roche

LightCycler 96 | ‘I} HE‘ ’_ﬂ-l M

o vandl B (Bt
LightCycler Nano il |
Candida albicans
I Candida glabrata
[ Candida krusei
= Candida tropicalis

Roche | )l : S

oz Hil UMY W HE | S e
B Candida guilliermondii
76 7l7 7I8 7l9 8l0 8l1 8l2 83
Tm (°C)
Olvadasi hémérséklettartomanyok PCR késziilékenként
Faj
Light Cycler® 2.0 LightCycler® 96 LightCycler® Nano

C. glabrata 80,02-80,34°C 81,30-81,61°C 81,60-81,92°C

C. guilliermondii

79,76-79,97°C

80,98-81,28°C

81,19-81,49°C

C. parapsilosis

78,65-79,04°C

79,92-80,29°C

80,08-80,38°C

C. krusei 78,17-78,41°C 79,17-79,43°C 79,70-79,96°C
C. albicans 77,61-77,76 °C 78,46-78,82°C 79,03-79,30°C
C. tropicalis 77,10-77,50°C 77,97-78,16°C 78,77-78,98°C

C. dubliniensis

76,45-76,82°C

77,59-77,90°C

78,39-78,61°C

16. abra: Candida olvadasi homérséklettartomanyok a harom PCR késziilék esetében. Az abrahoz
tartozo tablazat Gsszefoglalja a kiilonbozé Candida tipustorzsek és klinikai izolatumok esetében mért
olvadasi homérsekleteket.

52



6.5 Esszé keresztreakciok

Human genomi DNS jelenlétében nem tapasztaltunk keresztreakciot egyik HRM esszé esetében

sem, azonban a 11 db nem Aspergillus illetve Candida eredetii gombatorzs és 16 db baktériumtorzs

vizsgalatakor a kovetkez6 megallapitasokat tettiik:

Aspergillus HRM PCR esszé: A Candida tipustorzsek (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. dubliniensis) esetében gyenge
alpozitivitas volt tapasztalhato, ugyanakkor magas DNS templat koncentracio ellenére
is alacsony volt az amplifikaciés hatékonysag (Cg> 38). A HRM analizis soran a
Candida fajokhoz tartozo olvadasi gorbék kinetikaja a megszokottol eltéré volt, és az
amplikonok olvadasi homérséklete is alacsonyabb volt, mint az Aspergillus fajok
esetében mért homérsékletek (Tm<81°C). Az Aspergillus udagawe és A. viridinutans
esetében csak egy olvadasi csucsot kaptunk (Tm: 85,38-85,41°C; 86,12-86,17°C).
Szintén egy olvadasi csucsot tapasztaltunk tobb Fusarium gombatorzs vizsgalatakor: F.
napiforme (Tm: 87,61-87,68°C), F. delphinoides (Tm: 87,60°C), F. verticillioides (Tm:
87,81-87,90°C), F. oxysporum (Tm: 87,30-87,56°C), F. solani (Tm: 87,44-87,57°C), F.
incarnatum (Tm: 86,31-86,44°C). A két Scedosporium auranticum izolatum esetében
ugyancsak egy amorf olvadas csucs volt lathatoé (Tm: 84,11-84,22°C).

Candida HRM PCR esszé: Az Aspergillus nemzetség vizsgalatakor az A. fumigatus, A.
lentulus, A. viridinutans és A. udagawe esetében tapasztaltunk keresztreakciot. Ezek
olvadasi hdmérséklete a Candida fajokra jellemz6 tartomany felett (Tm: 86,35+0,16°C)
volt, a kapott olvadasi cstcsok nem voltak fajspecifikusak, és egymassal atfedést
mutattak. Amorf olvadasi csucsokat kaptunk a Rhyzopus oryzae (Tm: 77,38°C) és
Scedosporium auranticum (Tm: 75,73°C) fajok esetében, és nagy mennyiségii DNS

jelenlétében is igen alacsony amplifikacios hatékonysag volt tapasztalhato.

Az altalunk tesztelt baktériumtorzsek (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Enterobacter aerogenes, E. gergoviae, E. cloaceae)

egyikével sem tapasztaltunk keresztreakciot.
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6.6 Analitikai szenzitivitas és a HRM modszerek megbizhatésaga

6.6.1 Dinamikus tartomany, detektalasi hatar (LoD)

Az Aspergillus referencia torzsek esetében az also detektalasi hatar 6sszességében 3pg DNS
(102 GE) volt (17. abra). Kivételt képzett ez alol az Aspergillus tubingensis gDNS panel (LoD: 10
GE), ugyanakkor a HRM analizis soran ebben az esetben csak egy olvadasi csticsot kaptunk, ezért
ilyen kis koncentraciondl a fajazonositas a heteroduplex olvadéasi csticsok hidnydban nem
megbizhatdo. A PCR reakciok hatékonysagat linearis regresszios analizissel hataroztuk meg. A
kapott regresszids egyenesek meredeksége a vizsgalt fajtol fiiggden -3,1714 €s -3,6281 értékek
kozé esett. Az R? értéke mindegyik Aspergillus faj esetében nagyobb volt, mint 0,99. A reakciok
hatékonysaga (E) az Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus referencia torzseknél volt a

legmagasabb (E: 2,07; 2,05), legalacsonyabb pedig az A. flavus esetében (E: 1,89).

45

®  Aspergilius fumigatus (Af293)

® Aspergilius lentulus (CBS 117885)

®  Aspergilius terreus FGSC A1156)
Aspergilius flavus (NRRL 11611)
Aspergilius niger (CBS 113.46)

®  Aspergilius welwitschiae (ID35)

® Aspergilius tubingensis (CBS 134.48)

Regressziés egyenes

40

35

30

Cq (ciklus)

25 A

20 1

log10 genomi ekvivalens (GE)

Aspergillus gDNS PCR panel | Y tengelymetszet | Meredekség | Hatékonysag R? LoD (GE)
A. fumigatus AF293 44,79 -3,1714 2,07 0,996 102
A. lentulus CBS 117885 46,05 -3,2030 2,05 0,998 102
A. terreus FGSC A1156 45,39 -3,5038 1,93 0,994 102
4. | A flavus NRRL 11611 46,81 -3,6281 1,89 0,991 102
5. | A. niger CBS 113.46 44,80 -3,3365 1,99 0,999 102
A. welwitschiae 1D35 43,92 -3,5727 1,91 0,99 102
A. tubingensis CBS 134.48 40,67 -3,6166 1,89 0,99 10

17. abra: Aspergillus HRM PCR esszé analitikai szenzitivitasa (Roche LightCycler® 96 késziilék).
Figyelembe véve az olvadasi gorbe mintazatokat, a megbizhato fajazonositas alsé hatara 102 GE (3 pg DNS)
volt.
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A Candida HRM PCR esszé szenzitivitasat harom PCR késziiléken is meghataroztuk. A Roche

LightCycler® 96 ¢és Roche LightCycler® 2.0 késziilékek érzékenysége hasonlonak bizonyult az

altalunk vizsgalt Candida referencia gombatorzseken, de a Roche LightCycler® Nano késziilék

tobb Candida faj esetében is csokkent érzékenységet mutatott. A Candida albicans, C. glabrata,
C. tropicalis és C. krusei fajoknal az alkalmazott PCR késziiléktol fiiggetleniil 10 CFU/ml (0,2

GE/PCR reakcid) volt az alsé detektalasi hatar. Osszeségében a Candida parapsilosis esetében

alacsonyabb szenzitivitast tapasztaltunk (100 CFU/ml). A Candida guilliermondii és C.

dubliniensis fajoknal pedig eltér6 szenzitivitast tapasztaltunk a kiilonb6z6 PCR platformokon. A

PCR reakciok hatékonysaga szinte minden esetben meghaladta az 1,9-es értéket, kivéve a Candida

guilliermondii faj esetében a LightCycler® 96 és LightCycler® 2.0 platformokon (18. abra).

Candida HRM esszé also detektaciés hatar

1

=]

NN S
s 3
LightCycler® 96 LightCycler® 2.0 LightCycler® Nano
LightCycler 96 Y tengelymetszet | Meredekség | Hatékonysag R? LoD
C. albicans ATCC 10231 38,65 -3,4862 1,94 1 10' GE
C. glabrata ATCC 90030 38,16 -3,6416 1,88 1 10' GE
C. parapsilosis ATCC 22019 43,80 -3,5915 1,90 1 10? GE
4. | C. tropicalis ATCC 750 40,71 -3,5699 1,91 0,97 | 10'GE
5. | C. krusei ATCC 6258 38,42 -3,5134 1,93 1 10' GE
C. guilliermondii SZMC 1536 38,86 -3,7270 1,85 0,98 | 10'GE
C. dubliniensis SZMC 1470 38,04 -3,4714 1,94 1 10! GE
LightCycler 2.0 Y tengelymetszet | Meredekség E R? LoD
C. albicans ATCC 10231 40,28 -3,5776 1,90 0,99 | 10!GE
C. glabrata ATCC 90030 39,55 -3,4841 1,94 0,97 | 10'GE
C. parapsilosis ATCC 22019 43,80 -3,5915 1,90 1 10? GE
4. | C. tropicalis ATCC 750 39,58 -3,5357 1,92 0,99 | 10! GE
5. | C. krusei ATCC 6258 43,37 -3,1699 2,07 0,99 | 10! GE
C. guilliermondii SZMC 1536 38,86 -3,7270 1,85 0,98 | 10'GE
C. dubliniensis SZMC 1470 41,23 -3,5633 1,91 0,99 | 10'GE
LightCycler Nano Y tengelymetszet | Meredekség E R? LoD
C. albicans ATCC 10231 38,19 -3,5348 1,92 0,99 | 10! GE
C. glabrata ATCC 90030 40,92 -3,2474 2,03 0,99 | 10! GE
C. parapsilosis ATCC 22019 40,34 -2,935 2,19 0,96 | 102 GE
4. | C. tropicalis ATCC 750 40,40 -3,48 1,94 0,99 | 10! GE
5. | C. krusei ATCC 6258 43,75 -3,1723 2,07 0,99 | 10! GE
C. guilliermondii SZMC 1536 41,87 -3,436 1,95 0,99 | 10?GE
C. dubliniensis SZMC 1470 41,34 -3,457 1,95 0,99 | 102GE

. abra: Candida HRM esszé analitikai szenzitivitasa a harom Roche PCR Kkésziiléken

55



6.6.2 Fajazonositas hatara (Lol)

Alacsony templat DNS mennyiség mellett sem tapasztaltunk jelentés olvadasi hémérséklet
eltolodast egyik HRM PCR esszé esetében sem. Az Aspergillus olvadasi csucsok a 10> GE
tartomanyig a fajokra jellemz6 heteroduplex mintazatot mutattak (19. abra). Alacsonyabb templat

DNS mennyiség mellett az ASP1 olvadasi cstcs fluoreszcencia intenzitasanak csokkenése volt

megfigyelhetd.
A. fumigatus Af293 gDNS panel A. lentulus CBS 117885 gDNS panel
0.036 Tm2 0.037 Tm2
R 30ng - 30ng
\ b 3ng
0.031 H ;'ll'llgnu 0.031 i n
30pg v T4 30pg
-dF/dT - e ;‘r \ pg
N\ 0015 Tm1 j \ .
.013 m 1l Ipe
= | i — w
— 30ng 0.006 3ng
30ng
JE—
A. terreus FGSC A1156 gDNS panel A. flavus NRRL 11611 gDNS panel
0.041 Tm 2
- 30ng
_0.035| B N NI [ S S N 30ng
~3n o
ISMlleg At 300 pg.
0.027 - iop,’,‘g oo 30pg
3pg
-dF/dT -dF/dT
0.0165 Tm 1 0.015
Whe Tm1 | Sex
R “ 1 300 pg N 7 1 b | 30pg
0.009 AN 1 3ng - i 8 X 300 pg.
ﬂ - 30ng 0.007 | 3ng
\ SR T AP - - 30ng
. ' 592 domain ] “m“mi"‘ | = ' Asp2 «Iumuin' y; | Aspl domain ' il
A. niger CBS 113.46 gDNS panel A. welwitschiae 1D35 gDNS panel
0.035 T2 30ng 0.035
-dF/dT \ e
i} - 300 pg 0.0255
0.023 Tm 1 ek
0.022 7' T §B§ -dF/dT
0.016 Tm 1
e /- | 30pg
) —— F
30ng 0.009 A
0.010 /
Ao domantl) Pint domais}y et \!\; :_:,»I";;Aﬁllldnmul,.“‘g
T r 1 -

19. abra: Olvadasi csticsok valtozasa csokkené templat DNS koncentracié fiiggvényében Aspergillus
referencia torzseken. Alacsonyabb DNS koncentracional az olvadasi cstcsok ellaposodasa figyelheté meg,

de az olvadasi hdmérsékletekben nem volt eltolodas.
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A Candida HRM PCR esszé hasznalata soran nem tapasztaltunk DNS templat koncentraciofliggést
az olvadasi cstGcsokban, tovabba hémérséklet eltolodas sem volt mérheté (20. abra). A

fajazonositas alsé hatara (Lol) megegyezett az essz¢ analitikai szenzitivitasanak vizsgalata soran

meghatarozott értékekkel.

C. albicans C. glabrata
(ATCC10231) (ATCC90030)

C. krusei C. guillermondii
(ATCC6258) (SZMC 1536)

/i\\

C. parapsilosis C. tropicalis
(ATCC22019) (ATCC 750)

C. dubliniensis (SZMC1470)

20. abra: Candida fajspecifikus olvadasi csicsok fluoreszcencia intenzitasanak és a templat DNS
mennyiségének viszonya. A LoD és Lol értéke megegyezett, koncentraciofiiggés nem volt lathato.
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6.6.3

Intra- és interesszé variancia

A HRM esszék reprodukalhatosagat klinikai gDNS paneleken (Aspergillus: 3 panel, Candida:

4 panel) vizsgaltuk. Az ASP1-ASP2 olvadasi homérsékletek Osszesitett atlagabol szamitott

intraessz¢ variancia mind a hét Aspergillus faj esetében 4% alatt volt. Legnagyobb szorast az

Aspergillus welwitschiae olvadasi hémérsékletében figyeltiink meg (3,15-3,19%). Az interesszé

variancidk szintén nagyon alacsonynak bizonyultak (0,01-0,06%). A variancia értékek atlaga

alapjan a teljes variancia szintén alacsony (2,48%) volt (6. tablazat).

6. tablazat: Aspergillus HRM PCR esszé intra- és inter varianciaja klinikai izolatumokon

A. fumigatus
klinikai torzsek
Osszesitett 4tlag

Aspergilus gDNS panel_1

ASP1 atlag Try
(°C)+(SD)

(°C) + (SD)

86,69+0,12

82,08+0,12

Aspergillus gDNS panel_2

ASP1 atlag T,
(°C) = (SD)

ASP2 atlag T,
(°C) + (SD)

86,69+0,15

82,06+0,12

ASP1 atlag Tr

86,71+0,11

Aspergillus gDNS panel_3

ASP2 atlag T,

(°C)+ (SD) (°C)+(SD)

82,11+0,11

84,39°C

84,38°C

84,41°C

Standard deviacid
Intraesszé variancia

A, lentulus
klinikai torzsek

Osszesitett atlag

+(2,36°C)
2,80%

86,82+0,13

84,27+0,17

+(2,36°C)
2,80%

86,88+0,11

84,18+0,17

86,93+0,13

£(2,34°C)
2,78%

84,28+0,14

85,56°C

85,53°C

85,61°C

Standard deviacio
Intraesszé variancia

A, terreus
klinikai torzsek

Osszesitett atlag

+(1,42°C)
1,61%

87,94+0,19

84,50+0,36

£(1,49°C)
1,71%

87,97+0,17

84,54+0,34

88,00+0,17

+(1,46°C)

84,54+0,36

86,30°C

86,25°C

86,27°C

Standard deviacio

Intraesszé variancia

Osszesitett 4tlag

+(1,73°C)
2,00%

87,35+0,18

84,15+0,10

+(1,80°C)
2,09%

87,33+0,15

84,03+0,07

87,42+0,16

+(1,82°C)
2,11%

84,12+0,05

85,75°C

85,68°C

85,77°C

Standard deviacio
Intraesszé variancia
A, niger

+(1,66°C)
1,94%

+(1,71°C)

+(1,71°C)
1,99%

Intraesszé variancia
A, welwitsciae
klinikai torzsek

Osszesitett atlag

87,38+0,09 82,38+0,98

e 87,54+0,04 83,12+0,04 87,47+0,04 83,01+0,05 87,53+0,04 83,07+0,07
klinikai térzsek
Osszesitett atlag 85,35°C 85,24°C 85,3°C
Standard deviacio +(2,34°C) +(2,38°C) +(2,38°C)

87,43+0,11 82,37+0,23

87,46+0,05

82,45+0,07

84,87°C

84,90°C

85,0°C

Standard deviacio

Intraesszé variancia

A, tubingensis

+(2,67°C)

+(2,70°C)

+(2,68°C)

Intraesszé variancia

. 87,70+0,04 83,09+0,03 87,74+0,11 83,08+0,06 87, 78+0,03 83,08+0,05
klinikai torzsek
Osszesitett atlag 85,40°C 85,41°C 85,43°C
Standard deviacio +(2,47°C) +(2,49°C) +(2,51°C)

Teljes variancia

2,48%
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A Candida HRM essz¢é esetében (7. tablazat) a technikai parhuzamosok és a fajokhoz tartozo

olvadasi hémérsékletek variancidja egyarant alacsony volt (0,06-0,21%). Az Osszesitett variancia

értéke: 0,12%.

7. tablazat: Candida HRM esszé variancia klinikai gombatorzsek esetében

Klinikai PCR Klinikai PCR Klinikai PCR Klinikai PCR
panel 1 panel 2 panel 3 panel 4
Atlag Tm (°C)£SD | Atlag Tm (°C)£SD | Atlag Tm (°C)£SD | Atlag Trm (°C)£SD

Candida klinikai
torzsek

Candida albicans 78.59+0,15 78,62+0,06 78,58+0,12 78,60+0,06

Intraesszé variancia | 0,19% 0,08% 0,15% 0,08%
81,53+0,11 81,47+0,11 81,55+0,12 81,50+0,11
Intraesszé variancia 0,14% 0,15% 0,14%
Candida 80,23:0,1 80,23+0,13 80,23+0,05 80,22+0,11
parapsilosis
Intraesszé variancia ‘ 0,16% 0,06% 0,14%
Candida tropicalis 78,03+0,09 78,04+0,08 77,99+0,1 78,02+0,10

Intraesszé variancia ‘ 0,13% 0,13%
Candida krusei 79,25+0,09 79,26+0,09 79,32+0,1 79,25+0,08

Intraesszé variancia 0,11% 0,11% 0,13%

guﬁli':g:gﬁ i 81,14+0,12 81,06:0,09 81,16:0,04 81,09+0,1

Intraessz¢ variancia | 0,15% 0,11% 0,05% 0,12%
Candida
L. . 77,74+0,12 77,85+0,11 77,62+0,05 77,76+0,16
dubliniensis
Intraesszé variancia ‘
PCR panel 0,14% 0,12% 0,10% 0,13%
variancia
Ossz.es1t£.5tt 0,12%
variancia

Vizsgaltuk a hét Candida referencia torzson az olvadasi homérsékletek szorasat eltéré DNS
templat mennyiség (7,5ng-75fg/10ul) jelenlétében. A kapott olvadasi hdmérsékletekben minden
esetben 1% alatti szoréast tapasztaltunk, és jelentds eltolddast még az alacsony koncentracid
tartomanyokban sem mértiink (8. tablazat). A kalkulalt intraessz¢ variancia ezeken a paneleken

0,01-0,2% kozotti volt. A teljes esszé variancia szintén alacsonynak bizonyult (0,11%).
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8. tablazat: Candida HRM esszé variancia standard higitasi sorokon

Std. panel_1 Std. panel_2 Std. panel_3 Tm atla: Variancia
PCR panel gDNS/10 ul qu ©C) ng ©C) ng ©C) +SD ¢ (%)
o 7,5ng 78,49; 78,51 78,71; 78,57 78,68; 78,50 78,57+0,09 0,11
= o‘;f‘; - 0,75 ng 78,71, 78,77 78,82; 78,76 78,70; 78,71 78,75+0,05 0,06
g § g BI 75 pg 78,6; 78,68 78,74, 78,69 78,71; 78,82 78,71+0,06 0,08
S S 8 s 7,5pg 78,73; 78,85 78,95; 78,84 78,74; 78,68 78,79+0,1 0,13
OwE < 0,75 pg 78,02, 7894 | 78,94; 78,88 78,66; 78,59 78,82+0,16 02
= 75fg 78,77; - 78,93; - 78,76; - 78,82+0,1 0,13
Tn atlag £SD 78,74+0,14 78,80+0,12 78,70+0,1
panel_t variancia (96
= 7,5ng 81,42; 81,46 81,43; 81,47 81,42; 81,44 81,44+0,02 0,02
& & g = 0,75 ng 81,38; 81,41 81,41; 81,36 81,43; 81,44 81,41+0,03 0,04
% ® S 3' 75 pg 81,55; 81,62 81,42; 81,48 81,50; 81,48 81,51+0,07 0,09
S885 75 pg 81,48; 81,57 81,58; 81,55 81,46; 81,53 81,5320,05 0,06
e 0,75 pg 81,39; 81,44 81,66; 81,63 81,54; 81,59 81,54+0,11 0,13
= 75fg 81,57; 81,64 81,64; 81,58 81,62; 81,68 81,63+0,04 0,05
Tr atlag +SD 81,49+0,09 81,52+0,10 81,51+0,08
Panel_2 variancia (%)
. 7,5ng 79,92; 79,91 79,89; 79,9 79,98; 80,12 79,95+0,09 0,11
- g o 0,75 ng 80,12; 80,18 80,23; 80,17 80,25; 80,16 80,19+0,05 0,06
2284 75 pg 80,15,80,09 |  79,96; 79,94 80,17; 80,15 80,08£0,1 0,12
S 38 = 7,5p9 80,11; 80,13 80,23; 80,15 80,23; 80,17 80,17+0,05 0,06
OgE® 0,75 pg 79,03; 79,96 80,12; 80,0 80,09; 80,07 80,03+0,08 0,1
= 751g - - - - - - - -
Tr atlag +SD 80,05+0,11 80,06+0,14 80,14+0,07
7,5ng 78,15; 78,17 78,17; 78,16 78,29; 78,25 78,20+0,06 0,08
c28q 0,75ng 7817,78,13 | 78,27,78,19 78,22, 78,28 78,2120,06 0,08
EE ; = 75 pg 78,03; 78,08 78,19; 78,13 78,27; 78,22 78,15+0,09 0,12
5 ?B § 7,5 pg 78,19; 78,07 78,2; 78,28 78,17; 78,29 78,2+0,08 0,10
=< 0,75 pg 78,28; 78,21 78,38; 78,39 78,20; 78,15 78,27+0,10 0,12
75 fg 78,24; 78,15 78,22; 78,23 78,14; 78,27 78,21+0,05 0,06
Tr atlag +SD 78,16+0,07 78,23+0,08 78,234+0,05
Panel_4 variancia (%) 0,09 | o100 |
. 7,5ng 79,26; 79,28 79,28; 79,27 79,4; 79,37 79,31+0,06 0,08
- § o 0,75 ng 79,34; 79,39 79,28; 79,33 79,32; 79,28 79,32+0,04 0,05
% 2o T)I 75 pg 79,45; 79,41 79,31; 79,39 79,45; 79,35 79,39+0,06 0,08
SE85 75 pg 79,41; 79,48 79,5; 79,46 79,28; 79,33 79,41=0,09 0,11
ceTeR= 0,75 pg 79,29; 79,32 79,29; 79,3 79,34; 79,48 79,34+0,07 0,09
= 75 fg 79,31; 79,36 79,55; 79,4 79,32; 79,29 79,37+0,1 0,13
Ty atlag £SD 79,36+0,07 79,36+0,1 79,35+0,06
Pane a (% 0,09
7,5ng 81,19; 81,03 81,02; 81,08 81,27; 81,24 81,14+0,11 0,14
s S ® 0,75 ng 81,23; 81,33 81,29; 81,28 81,02; 81,14 81,22+0,12 0,15
= 2 - 75 pg 81,26; 81,34 81,32; 81,34 81,21; 81,33 81,30+0,05 0,06
5 g 5 7,5pg 81,21; 81,34 81,37; 81,34 81,28; 81,32 81,31+0,06 0,07
= = 0,75 pg 81,23; 81,28 81,24; 81,25 81,12; 81,17 81,22+0,06 0,07
75 fg 81,11; 81,31 81,07; 81,16 81,42; 81,38 81,24+0,15 0,18
Tr atlag £SD 81,24+0,1 81,23+0,12 81,24+0,12
. 7,5ng 77,86; 77,67 77,67; 77,73 77,89; 77,90 77,79+0,11 0,14
& 2 E - 0,75 ng 77,88; 77,99 77,94; 77,93 78,03; 77,95 77,95+0,05 0,06
E &= BI 75 pg 77,9; 78,05 78,0; 77,98 77,96; 77,93 77,97+0,05 0,06
SS25 7.5 pg 77,89, 7812 | 78,21, 78,07 77,92,78,03 78,04+0,12 015
OC3N*® 0,75 pg 77,88; 77,91 78,09; 77,96 78,07; 77,98 78,15+0,47 06
= 75 fg 77,9; 77,93 77,91; 77,94 77,89; 77,9 77,91+0,02 0,03
T atlag £SD 77,92+0,11 77,95+0,15 77,95+0,06 Osszesitett variancia (%) a
Panel_7 variancia (%) 0,08 standard sorok kozott: 0,11
Std. panel_1 Std.panel_2 Std. panel_3
% C.V.: 0,13 % C.V.: 0,14 % C.V.: 0,08




6.7 A MycoAnalyzer kiértékelé szoftver

Kifejlesztésre kertilt egy olyan applikacié (MycoAnalyzer), amely a HRM PCR eredmények
felhasznalobarat €s gyors kiértékelését teszi lehetéveé. A program a Tm és a Cq értékek megadasat
kovetden automatikusan elvégzi a mintaban talalhatdé Aspergillus vagy Candida gombafaj
azonositasat az elére betaplalt referencia értékek alapjan. A Candida HRM esszé esetében
lehetdség van a PCR késziilék kivalasztasara (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler®
Nano), ekkor az applikacié figyelembe veszi a hdmérséklet eltolodasokat, amely alapjan korrekciot
végez. TetszOleges szaml minta adhatd meg, amelyekhez egyedi mintaazonositok rendelhetok. A
program a ,,Submit” gomb lenyomadasaval indithatd, az eredményeket a ,,Result” oszlopban
olvashatja le a felhasznal6. Sikeres fajazonositas esetén a mintasor zold szinkddot kap, és a
program kiirja az azonositott faj nevét. Amennyiben a megadott olvadasi hdmérséklet nem szerepel
a referencia értékek kozott, a mintasor piros szinkodot kap, és ,,Not identified Aspergillus/Candida
species” tizenet jelenik meg. Magas ciklusszam (Cq>40) esetében a mintasor sarga szinkoddal

figyelmezteti a felhasznalot (21. abra).

# Home About Reference Contact

M A

DADADADADA

Candida simplex HRM PCR assay species barcoder

Please register the melting temperatures and Cq values

Sample ID cq Result

sample_3 Candida glabata

Sample_4 81.34 55

Add Sample

21. abra: MycoAnalyzer HRM kiértékelé applikacié. Az alkalmazas ezen a linken keresztiil t6lthetd le:
https://drive.google.com/drive/folders/1cQgfnsW7aVVH4d8atlyuE6rAltlcCToyl?usp=sharing
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7. Megbeszélés

A humanpatogén gombak gyors €s megbizhato faji szintli azonositasa napjainkban is komoly
kihivast jelent a mikrobioldgiai diagnosztikai laborok szamara. A gombatenyészetek fenotipus
vagy biokémiai jegyek alapjan torténd karakterizalasa idéigényes és komplex feladat, ezért nagy
igény mutatkozik ezen a teriileten 1j, gyors és fajalapti molekuldris diagnosztikai mddszerek
fejlesztése irant. A gombadiagnosztikaban az id6 kulcsfontossagu, ugyanis példaul a
candidémiahoz kotheté mortalitdas a fertdzést kovetd 12 oraban akar 20%-al is novekedhet,

amennyiben nem kezdik meg a kezelést (Morrell és mtsai. 2005).

Az invaziv mikozisok jelentds szazaléka tovabbra is az Aspergillus és Candida nemzetségekhez
kothetd, azonban a f6 koérokozonak szamitdo Aspergillus fumigatus illetve Candida albicans
elofordulasa csokkend tendenciat mutat (Salah és mtsai. 2019; Sanches és mtsai. 2019). Az
invaziv gombafertdzések legfébb rizikoéfaktora az immunszuppresszid, de a technologiai
fejlodésnek koszonhetd 1y életmentd orvosi beavatkozasok kovetkezményeként a gombafertézések
szdma tovabbra is jelentdsen ndvekszik, és egyre tobb gombafaj kimutatdsa valik sziikségessé
(Wickes és Wiederhold 2018). Az Aspergillus terreus, amely mara a harmadik leggyakrabban
el6forduld invaziv aszpergillézist okozd gombapatogénként ismert, sok esetben elsddleges
amphotericin B rezisztenciaval rendelkezik (Zoran és mtsai. 2018; Posch és mtsai. 2018). Egy
2004 ¢és 2008 kozott végzett epidemioldgiai tanulmanyban megallapitottdk, hogy 5036
candidémiaval diagnosztizalt beteg koziil az esetek kozel felében (49,6%) non-albicans eredetii
fert6zést volt kimutathatd, amelyek jelents szazalékaban Candida glabrata-t azonositottak
(Pfaller és mtsai. 2014). A gombafajok eltérd virulenciaja és az antifungalis szer érzékenységiik
miatt a fajalapu diagnozis kulcsfontossagii (Romero és mtsai. 2019). A Candida nemzetségen
beliil mar annyira gyakori az antifungalis rezisztencia eléfordulasa, hogy tobb faj is szerepel a
WHO (World Health Organization) és a CDCA (Centers for Disease Control Antibiotic) kockazati
listajan (World Health Organization 2014; Centers for Disease Control and Prevetion 2019).
A PCR technikdk konnyl kivitelezhetOségiik, gyorsasaguk, magas szenzitivitdsuk és alacsony
koltségiik miatt jol illeszkednek a gombadiagnosztikaba (Wickes és Wiederhold 2018). A HRM
PCR  moddszereket a  szekvendlds  alternativajaként mar  sikeresen  alkalmazzak
baktériumtenyészetek gyors, koltséghatékony faji szintli azonositasara (Tamburro és Ripabelli
2017).
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Ph.D. munkam soran nagyfelbontasu olvadasi gorbe (HRM) alapu gombadiagnosztikai PCR
essz€k kidolgozasaban vettem részt, amelyek 14 klinikailag relevans Aspergillus és Candida
gombafaj genetikai elkiilonitésére bizonyultak alkalmasnak. Ezen modszerek egyik elénye, hogy a
PCR reakcio soran keletkezd amplikonok egyedi fajspecifikus olvadasi mintazata alapjan végezziik
a faymeghatarozast. Emiatt a fajazonositashoz nincs sziikség a génszekvencia pontos ismeretére, €s

nem alkalmazunk szekvencia specifikus probakat sem.

In silico vizsgalatokkal az Aspergillus és Candida nemzetségek f-tubulin génjén beliil olyan
régiokat azonositottunk, amelyek a fajok kozott kell6 mértékii szekvencia eltéréssel rendelkeznek.
Mindezek alapjan a HRM analizisek soran fajspecifikus olvadasi hémérséklettartomanyokat
hataroztunk meg. Az Aspergillus HRM PCR esszé két primerpar alkalmazasaval, heteroduplex
olvadasi csucsok révén kiiloniti el az Aspergillus fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A.
niger, A. welwitschiae és A. tubingensis gombafajokat. A Candida HRM PCR esszé egy
primerparral képes az Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C.
guilliermondii, C. dubliniensis gombakat faji szinten beazonositani. A primerek specificitasat
kapillaris szekvenalassal, illetve agardz gélelektroforézissel kisérletesen igazoltuk. Az esszék in
vitro standardizalasa soran dsszesen 49 Aspergillus- és 42 Candida gombatdrzset vizsgaltunk. Az
Aspergillus duplex HRM PCR esszé validalasat Roche LightCycler® 96 késziiléken végeztiik, a
Candida HRM esszét harom kiilonb6z6 PCR platformon (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0,
LlightCycler® Nano) optimalizaltuk. Statisztikailag igazoltuk, hogy HRM PCR esszéink
eredményei megbizhatok és jol reprodukalhatoak, jelentds olvadasi hdmérséklet eltolodasok még
alacsony DNS koncentracio mellett sem voltak tapasztalhatoak. Az Aspergillus HRM esszé
esetében meghatarozott alsd detektalasi limit (LoD) 100 GE, a Candida HRM essz¢é analitikai
szenzitivitasa (LoD) 0Osszességében 10 GE, de a Candida parapsilosis esetén csokkent
érzékenységet tapasztaltunk (LoD: 100 GE). Ezen feliil a LightCycler® Nano késziiléken a
Candida parapsilosis mellett a C. guilliermondii és C. dubliniensis esetében szintén 100 GE volt

az detektalasi hatar.

Az invaziv gombas fertdzések kimutatasara iranyulé gombadiagnosztikai PCR tesztek a vérbol
torténd direkt patogén kimutatasra 6sszpontositanak. Ennek oka egyrészt a modszerhez kothetd
magas szenzitivitas és negativ prediktiv érték (amennyiben a beteg nem részesiil antifungalis

prophylaxisban), masfeldl pedig tobb tanulmany is alatamasztja, hogy a gomba nukleinsavak eldbb
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jelennek meg a véraramban, mint példaul a galaktomannan (Cuenca-Estrella és mtsai. 2009;
Meije és mtsai. 2011). Ez lehetové teszi az invaziv aszpergillozis igazolasat még GM pozitivitas
¢s a klinikai tiinetek megjelenése el6tt. Egger és mtsai 2020-ban megjelent kdzleménye atfogo,
(,,Blood Aspergillus: The Good, the Bad and the Ugly”) is talaloan szemlélteti, hogy a fent emlitett
erdsségek mellett a korlatoz6 tényezoket is figyelembe kell venni. Ezek koziil kiemelendd, hogy
vérmintak esetében az antifungalis prophylaxis jelentésen csokkenti a PCR tesztek diagnosztikai
hatékonysagat. A legtobb egészségligyi centrum amely hematoldgiai daganatos megbetegedések
kezelésével foglalkozik, a fobb nemzetkozi iranyelvek ajanlasara az antifungalis profilaktikus
terapias megkozelitést alkalmazza (Cornely és mtsai. 2007; Lenczuk és mtsai. 2018). Az
antifungalis prophylaxis és az intenziv immunszuppressziv terapidk kovetkezményeként a nem
Aspergillus eredeti penészgombak el6fordulasa egyre gyakoribb a klinikumban. Emiatt fontos,
hogy a PCR diagnosztikai esszék magas analitikai specificitassal rendelkezzenek, és képesek
legyenek kiilonbséget tenni tobb Aspergillus faj kozott, ugyanakkor mas penészgombakkal ne
mutassanak keresztreakciot. Ez azért 1ényeges, mert a nem Aspergillus eredetli fertézések eltérd
antifungalis kezelést igényelhetnek, illetve egyes Aspergillus fajok mar eleve polién vagy azol

rezisztenciaval rendelkezhetnek (Van Der Linden és mtsai. 2011).

A kereskedelmi forgalomban 1évé gombadiagnosztikai PCR tesztek (MycAssay Aspergillus,
AsperGenius, MycoGenie és SeptiFast PCR) tobbsége riboszomalis 10kusz specifikus univerzalis
primereket hasznalnak, viszont az Aspergillus fumigatus és Candida albicans f6 gombapatogének
mellett csak kevés fajt képesek azonositani. A megkiilonboztetett fajok szamat tekintve az
Aspergillus és Candida HRM esszék feliilmuljak emlitett teszteket, ugyanakkor szenzitivitasuk
alacsonyabb. Eppen ezért elsddleges célunk, a tenyészetek és a hemokultirdkban talalhatd
gombasejtek faji szintli azonositasa. Eldzetes eredményként, hemokulturabol és kaniil mintabol
mar sikeresen azonositottunk Candida glabrata és C. albicans gombafajokat a Candida HRM

modszerrel.

A fajazonositds mellett az antifungalis rezisztenciamechanizmusokhoz kdthetd génmutaciok
azonositasa is kiemelt fontossagi. A kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek (AsperGenius,
MycoGenie) kizarolag a Cyp5S1A génen beliili azol rezisztencia markerek azonositasara alkalmasak

(Rath és Steinmann 2018), ugyanakkor példaul polién (amphotericin B) rezisztenciar6l nem
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adnak tajékoztatast. A HRM modszerek kellden érzékenyek a kiillonbdzé polimorfizmusok
kimutataséra, és antifungalis rezisztens gombatorzsek azonositdsdra. Az ERG11 génmutacidohoz
kothetd azol rezisztens Candida albicans torzsek kisziirésére mar sikeresen alkalmazzak a HRM
technikat (Caban és mtsai. 2016). A MALDI-TOF tomegspektrometria szintén nagyon gyors és
hatékony a gombak faji szintli azonositasaban, de limital6 tényezd, hogy a meghatarozas jelenleg
csak tiszta tenyészetekbdl lehetséges, ami napokkal is eltolhatja a diagnozist (Clark és mtsai.
2013). A PCR modszerek elénye, hogy patogén kimutatas kdzvetleniil a klinikai mintakbdl (szovet,
vér, BAL) is lehetséges, azonban a PCR inhibiciobol kovetkezO alnegativ vagy a kornyezeti
kontaminaciobol adodo alpozitiv eredmények ellendrzésére kiilondsen a gombadiagnosztikai
essz€k esetén kiilondsen nagy gondot kell forditani (Alanio és Bretagne 2014). Az ubikviter
gombak esetében gyakoriak a laborkontaminaciobol eredd alpozitiv eredmények (Barnes és White
2016). Emiatt a DNS kinyerés soran hasznalt reagensek tisztasdgat megfeleld izolacios kontroll

beiktatasaval ellendrizziik, és a PCR reakciok esetében is haszndlunk negativ kontrollokat.

Az Aspergillus és Candida HRM PCR modszerek kidolgozasakor figyelembe vettiik a
koltséghatékonysdgot, egyszerli kivitelezhetdséget ¢és reprodukéalhatosdgot a nemzetkozi
iranyelveknek megfeleléen (Consortium OPATHY és Gabaldén 2019). A gombadiagnosztikai
HRM PCR modszerek rutin felhasznalasat tamogatva létrehoztam egy online kiértékeld
alkalmazast (MycoAnalyzer), amely felhasznalobarat modon teszi lehetdvé a mintak elemzését. A
dolgozatban leirttol eltéré mintafeldolgozas vagy PCR késziilék alkalmazasa esetén az olvadasi
hémeérséklet eltolodasa miatt sziikséges referencia gombatdrzsekkel a rendszer Gjra kalibralasa.
Ebben az esetben azonban a MycoAnalyzer szoftver nem alkalmazhaté az eredmények
kiértékeléséhez. A HRM PCR teszt j6l kombinalhaté mas diagnosztikai mdodszerekkel is anélkiil,

hogy a koltségeket jelentésen megemelné.

Tavlati terveink kozott szerepel a HRM esszék tesztelése betegekbdl izolalt
gombatenyészeteken, hemokulturakon, kaniil- és katéter mintdkon. Emellett tervezziik a

multirezisztens Candida auris olvadasi mintazatanak meghatarozasat a Candida HRM esszével.

Osszefoglalva gy gondoljuk, hogy az altalunk kifejlesztett Aspergillus és Candida HRM PCR
essz€k olyan alternativat nyujthatnak a mikrobioldgiai laboratériumok szamadra, amely lehetévé
teszi klinikai jelentdségli gombapatogének egyszerli, gyors és koltséghatékony faji szintli

azonositasat.
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8. Osszefoglalas

Célunk olyan HRM PCR gombadiagnosztikai esszék kifejlesztése és optimalizalasa Vvolt,
amelyek klinikailag jelentds Aspergillus és Candida gombafajok genetikai megkiilonboztetését
teszik lehet6vé. A két nemzetség S-tubulin génjén beliil in silico olyan diverz szekvenciaju régiokat
azonositottunk, melyek egyedi fajspecifikus genetikai ujjlenyomatként szolgaltak a HRM analizis
soran. Ennek alapjan sikeriilt referencia olvadasi hémérsékleti tartomanyokat meghataroznunk az
Aspergillus fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. welwitschiae, A. tubingensis,
¢s egy masodik esszé alkalmazasaval a Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii fajok esetében. A modszerfejlesztés
soran a HRM PCR reakcioparamétereket kisérletesen optimalizaltuk, az Aspergillus HRM PCR
esszét Roche LightCycler® 96 késziiléken, a Candida HRM PCR esszét pedig harom Roche
gyartmanya PCR platformon (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler® Nano)
validaltuk.

Az Aspergillus HRM essz¢ analitikai szenzitivitasa sszességében 100 GE, a Candida HRM
esszé érzékenysége ettdl jobb, 10 GE volt, kivéve a Candida parapsilosis esetében (LoD: 100 GE).
A modszer megbizhatosagat a detektalasi hatar felett kisérletesen ¢€s statisztikai modszerrel is
igazoltuk. A HRM PCR teszt hasznos lehet az in vitro koriilmények kozott lassan novo kriptikus

gombatdrzsek faji szintli azonositasaban.

A rutin felhasznalas érdekében teljes diagnosztikai protokollt dolgoztunk Ki, a sejtek feltarasatol
a HRM PCR eredmények kiértékeléséig. Az utobbi tényezdt tekintve fejlesztettik ki a
MycoAnalyzer online applikaciot, amely lehetdvé teszi a mintak egyszerii és gyors kiértékelését.
Mindemellett a HRM PCR teszt jol kombinalhaté més diagnosztikai modszerekkel anélkiil, hogy

a koltségeket jelentdsen megemelné.

Tekintve a megkiilonboztethetd fajok szamat, az egyszerii illetve gyors kivitelezhetdséget és a
koltséghatékonysagot, modszeriink rendkiviil hasznos lehet mikrobiologiai laboratoriumok

szamara a klinikai Aspergillus és Candida gombatenyészetek faji szintli azonositasaban.
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9. Summary

Our primary aim was to develop and optimize HRM PCR fungal diagnostic assays that allow
genetic distinction of clinically relevant Aspergillus and Candida species. We identified regions in
the p-tubulin genes of these two genera, which proved to be diverse enough in sequence to serve
as unique species specific genetic fingerprints in HRM analysis. Based on this finding we managed
to identify reference melting temperature ranges in case of Aspergillus fumigatus, A. lentulus, A.
terreus, A. flavus, A. niger, A. welwitschiae, A. tubingesis and by using another Candida genus
specific assay we can discriminate between Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis and C. guilliermondii species. The HRM PCR reaction
parameters were optimized experimentally. The Aspergillus HRM PCR assay was validated on the
Roche LightCycler® 96 instrument while the Candida HRM assay was optimized for three
different Roche PCR platforms (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler® Nano).

Altogether the analytical sensitivity of the Aspergillus HRM assay proved to be 100 GE,
however, the Candida HRM assay was generally more sensitive (LoD: 10 GE), except in the case
of the Candida parapsilosis (LoD: 100 GE). The assay accuracy and reproducibility above the
detection limit was statistically confirmed.

To improve the routine use of our method, we designed a complete fungal diagnostic protocol
including cell disruption, fungal DNA isolation, HRM PCR working protocol and interpretation of
the results. The MycoAnalyzer online application was developed in order to achieve fast and user
friendly species identification from the HRM PCR results. Our HRM PCR tests can be used in

combination with other diagnostic methods without increasing the costs significantly.

Based on its simplicity, fast turn-around time and cost-effectiveness our method may be a viable
alternative for clinical microbiology laboratories in species identification of Aspergillus and

Candida cultures isolated from patients.
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