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1.  Rövidítések jegyzéke 
 

BAL Bronchoalveoláris lavage 

BenA Beta-tubulin gén 

BG 1-3-β-D-glükán 

CaM Kalmodulin gén 

CDCA Centers for Disease Control Antibiotic 
Cq Valós idejű PCR készüléken, a kimutatási határ túllépéséhez szüksége ciklusok száma 

CT Számítógépes tomográfia 

CV Variációs 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 Galaktomannán 

HIV Humán immundeficiencia vírus 

HRM Nagyfelbontású olvadási görbe analízis 

IgM Immunoglobulin M 

ISHAM International Society for Human and Animal Mycology 

ITS Internal transcribed spacer génrégió 

LoD Detektációs határ („Limit of detection”) 

LoI Megbízható fajazonosítás alsó határa („Limit of identification”) 

MALDI-TOF Mátrix asszociált lézer deszorpciós ionizáció-repülési idő 

MRI Mágneses rezonancia interferencia 

MSG Mycoses Study Group 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

PCR Polimeráz láncreakció 

PET Pozitronemissziós tomográfia 

SDS Nátrium dodecil szulfát 

SPECT Egyfoton kibocsátásos számítógépes metszeti képalkotás („Single photon emission 

computed tomography”) 

Tm Olvadáspont 

UV Ibolyán túli sugarak 

WHO World Health Organization 
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2.  Bevezetés 

Az opportunista humánpatogén gombafajok által okozott invazív megbetegedések és a 

rezisztens gombatörzsek egyre növekvő száma egyaránt világméretű gondot jelentenek, amelynek 

következtében több mint 1.6 millió ember hal meg évente (Bongomin és mtsai. 2017). Kiemelten 

veszélyeztetett csoportba tartoznak a vérképzőszervi daganatos megbetegedésekben szenvedők, az 

őssejt- vagy szervtranszplantáción átesettek és a HIV fertőzöttek (Brown és mtsai. 2012). Az 

egyébként is súlyos alapbetegségek szövődményeként fellépő szisztémás gombainfekciók időben 

megkezdett hatékony antifungális terápia nélkül a betegek életkilátásait jelentősen rontják, továbbá 

növelik a kórházi ellátás időtartamát illetve annak költségeit (Ramana és mtsai. 2013).  

Az invazív mikózisok fő okozói az Aspergillus fumigatus és Candida albicans gombafajok 

(Pagano és mtsai. 2006), azonban az immunszuppresszív terápiás gyógyszerek, a széles 

spektrumú antibiotikumok egyre elterjedtebb alkalmazásának, illetve olyan egyéb tényezők, mint 

a klímaváltozás következményeként a két nemzetség más tagjainak előfordulása egyaránt 

növekszik (Holzheimer és Dralle 2002; Lass-Flörl 2009). A növekvő tendencia mellett aggasztó, 

hogy az utóbbi időben a klinikumban megjelent gombatörzsek bizonyítottan eltérő virulenciával 

és antifungális rezisztencia profillal rendelkeznek (Zmeili és Soubani 2007; Alcazar-Fuoli és 

mtsai. 2008; Szigeti és mtsai. 2012), emiatt az Egyesült Államokban illetve a dél-amerikai 

régiókban is számoltak már be antimikotikum rezisztens nozokomiális járványokról, melyek igen 

magas mortalitást mutattak a rizikócsoportba tartozó betegek körében (Benedict és mtsai. 2017; 

Thomaz és mtsai. 2018). Mindezeket figyelembe véve a faji szintű diagnózis és a 

rezisztenciaszűrés egyaránt kulcsfontosságúak, és hozzájárulhatnak a megfelelő antifungális szer 

megválasztásához (Balajee és mtsai. 2007). Az elsődleges prophylaxis, illetve az empirikus 

terápiás stratégiák csökkenthetik a mortalitást, ugyanakkor fennáll annak az esélye, hogy 

szükségtelenül terhelik a betegek szervezetét a súlyosan citotoxikus antifungális gyógyszerekkel 

(Dib és mtsai. 2018). Az invazív gombafertőzések korai felismerése a gyakran aspecifikus tünetek 

miatt (köhögés, mellkasi fájdalom, láz) kihívás. Legmegfelelőbb klinikai indikátorok közé tartozik 

az antibiotikumos kezelésre sem szűnő neutropéniás láz. Ennek során a 38℃ feletti testhőmérséklet 

mellett az abszolút neutrofilszám tartósan 500 sejt/mikroliter határérték alá csökken (Heinz és 

mtsai. 2017).  
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A rutin gombadiagnosztikában használt képalkotó módszerek sem specifikusak, így nem lehet 

nagy biztonsággal kijelenteni, hogy a képi elváltozás hátterében gombafertőzés áll (Hayes és 

Novak-Frazer 2016). A gombák tenyésztése időigényes, és a közeli rokonfajok 

megkülönböztetése az átfedő morfológiai jegyek miatt ugyancsak kihívás (Pfeiffer és mtsai. 2011; 

Barton 2013; Safavieh és mtsai. 2017). Annak ellenére, hogy a molekuláris antigén alapú 

módszerek szenzitív és gyors diagnózist tesznek lehetővé, sem az Aspergillus fertőzések 

kimutatására kifejlesztett molekuláris „gold standard” galaktomannán ELISA tesztek, sem a 

pánfungális 1-3-β-D-glükán tesztek nem szolgáltatnak faji szintű eredményt (Delaloye és 

Calandra 2014). A gombafajok genetikai azonosítására legelterjedtebben a riboszómális RNS 

kódoló géneket (18S, 28S) és a köztük elhelyezkedő „internal transcribed spacer” (ITS) régiókat 

használják (Liu és mtsai. 2012; Vu és mtsai. 2019). Az ITS gének alkalmasak az Aspergillus 

alnemzetségek elkülönítésére, de a különböző Aspergillus fajszekciókon belül sokkal pontosabb 

fajmeghatározást tehetnek lehetővé, amennyiben olyan fehérjekódoló, részben konzervált géneket 

használnak, mint a béta-tubulin, aktin vagy kalmodulin (Balajee és mtsai. 2007). Az új-generációs 

szekvenálás mellett a polimeráz láncreakción (PCR) alapuló módszerek is alkalmazhatók 

diagnosztikai célokra, de a különböző laborok által fejlesztett esszék és protokollok nagyfokú 

heterogenitása miatt a standardizáció továbbra is megoldatlan. Ebből kifolyólag e technológiák 

rutin gombadiagnosztikai felhasználása még mindig kihívást jelent, továbbá a kereskedelmi 

forgalomban lévő PCR tesztek többnyire csak a fő gombapatogének (Aspergillus fumigatus, 

Candida albicans) faji szintű kimutatására összpontosítanak.  

A fentebb taglalt tényezőket figyelembe véve igény mutatkozik a klinikai mikológiában olyan 

nukleinsav alapú diagnosztikai módszerek kidolgozására, melyek az Aspergillus illetve Candida 

nemzetségbe tartozó patogének széles spektrumát képesek faji szinten kimutatni. A HRM PCR 

módszert eredetileg genetikai variánsok kimutatására fejlesztették ki, viszont egyre elterjedtebben 

alkalmazzák különböző baktériumok, vírusok, illetve gombák genetikai azonosítására is (Stephens 

és mtsai. 2008; Steer és mtsai. 2009; Slany és mtsai. 2010; Somogyvári és mtsai. 2012). 

Szakirodalmi adatok alapján a gombadiagnosztikai HRM tesztek jelentős többsége az ITS génekre 

specifikus (Mandviwala és mtsai. 2010; Nemcova és mtsai. 2015; Libert és mtsai. 2017). 

Kutatásunk fő célja olyan HRM PCR esszék kifejlesztése és optimalizálása volt, amelyek a gomba 

β-tubulin gének szekvenciaeltérései alapján lehetővé teszik több klinikailag releváns Aspergillus 

és Candida gombafaj egyszerű, gyors és költséghatékony elkülönítését. 
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3.  Irodalmi áttekintés 

3.1 Klinikai szempontból jelentős Aspergillus és Candida opportunista 

humánpatogén gombák rövid jellemzése  

Az Aspergillus nemzetség tagjai olyan kozmopolita, szaprofita gombafajok, amelyek egyaránt 

kiemelkedő mezőgazdasági, biotechnológiai és klinikai jelentőséggel bírnak (Samson és mtsai. 

2014). Elsőként Pier Antonio Micheli olasz botanikus írta le őket 1729-ben. Nevüket az 

aszpergillumról (szenteltvízhintő) kapták (1. ábra), mivel konidiofóruk alakja ahhoz hasonlít 

(Tsang és mtsai. 2018). A nemzetség nagyon szerteágazó, már a körülbelül 350 Aspergillus faj 

rendszertani besorolása sem egyszerű feladat (Kocsubé és mtsai. 2016; Samson és mtsai. 2014).  

 

1. ábra: Bal oldalon: David Ludwig által készített kiállított Aspergillus modell a griefswaldi 

botanikai múzeumban (Németország). Jobb oldalon: Az Aspergillus fumigatus mikroszkópos 

képe. (forrás: http://geoffreye-reedlife.blogspot.com/2013/02/microscopic-morphology-of-

aspergillus.html) 

Az Aspergillus ubikviter gombaspórák gyakorlatilag mindenhol előfordulnak a 

környezetünkben. Minden ember meglepően nagy mennyiségű gombaspórát lélegez be naponta, 

és az Aspergillus spórák 2-5 µm-es méretükből adódóan az alveolusokba is képesek bejutni 

(Richardson és mtsai. 2019). Ezek azonban a teljesen egészséges egyénekre többnyire 

ártalmatlanok, mivel az alveoláris makrofágok bekebelezik és eliminálják a spórákat (Filler és 

Sheppard 2006). Mindazonáltal nagy mennyiségű gombaspóra tartós belélegzése allergiás eredetű 

betegségeket okozhat. Ebből is következik, hogy a mezőgazdasági dolgozók és bizonyos esetekben 

erős dohányosok körében gyakrabban fordul elő az úgynevezett „farmer’s lung”, amely az 

immunrendszer túlzott aktivitásától kialakuló tüdőgyulladás (Mitsui és mtsai. 2012). Ilyen jellegű 
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megbetegedés a főként asztmásokat vagy cisztikus fibrózisban szenvedőket érintő allergiás 

bronchopulmonáris aszpergillózis (Knutsen és Slavin 2011). A tüdőaszpergillózis nem invazív 

formája az aszpergillóma, amely leggyakrabban a tuberkulózis kísérőbetegsége. A kavitáció 

(sejtnekrózis miatt kialakuló üregesedés) következtében a gombaspórák a tüdőüregekben képesek 

megtapadni, és a fejlődő gombahifák az erőteljes nekrotikus folyamatok eredményeként keletkező 

sejttörmelékkel összetapadva egy gömb formájú képződményt alkotnak (Moodley és mtsai. 2014). 

A tüdőaszpergillózis legsúlyosabb formája az akár életet is veszélyeztető, és időben megkezdett 

terápia nélkül magas mortalitású invazív tüdőaszpergillózis.  

Az invazív tüdőaszpergillózis kialakulása főként súlyos immunhiányos állapothoz köthető, 

éppen ezért kiemelten veszélyeztetett csoportba a vérképzőszervi daganatokban szenvedők, az 

őssejt- és szerv transzplantáltak, a HIV fertőzöttek és a hosszú távú szteroid kezelés alatt állók 

tartoznak (Sacarlal és Denning 2018). Legfőbb rizikótényezők az immunszuppresszió, 

neutropénia, lymphopénia és a T-sejt depléció (Kaya és mtsai. 2017; Lauruschkat és mtsai. 

2018).  

Megfelelő immunválasz nélkül a tüdőbe bekerülő spórákat az alveoláris makrofágok nem 

képesek maradéktalanul semlegesíteni, ezért azok képesek megtelepedni. A növekvő hifák a 

környező szövetekbe hatolnak és erőteljes sejtnekrózis következik be. Ezt követi a fertőzés 

angioinvazív szakasza, amely során az előre nyomuló hifák miatt az érfalak integritása sérül. Végül 

az ereken áthatoló hifákról gombasejtek válnak le (disszeminálnak), melyek a véráram útján más 

szervekhez (máj, vese) jutnak el, és ott megtelepedve rontják azok funkcióit (Aimanianda és 

mtsai. 2009). Fontos megemlíteni, hogy a hifadarabok képesek a vér-agy gáton is átjutni, melynek 

következtében központi idegrendszeri aszpergillózis alakulhat ki, amely az Aspergillus 

angioinvazív képessége miatt akár olyan súlyos és életet fenyegető szövődményhez vezethet, mint 

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

Az aszpergillózis kialakulásáért leggyakrabban az Aspergillus fumigatus felelős, melyet az 

Aspergillus lentulus, a nagyfokú gyógyszerrezisztenciát mutató Aspergillus terreus, a trópusi és 

szubtrópusi vidékeken gyakran előforduló Aspergillus flavus és Aspergillus niger követnek 

(Howard és mtsai. 2009; Alastruey- Izquierdo és mtsai. 2012; Steinbach és mtsai. 2012; 

Sharma és mtsai. 2018).  
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Bongomin és mtsai. által 2017-ben végzett epidemiológiai becslés alapján, az évente regisztrált 

allergiás bronchopulmonáris aszpergillózisos esetek száma 5 millió, a krónikus pulmonáris 

aszpergillózisos eseteké 3 millió, és az invazív aszpergillózisos betegeké több mint 300 000. 

Ugyanakkor a szerzők feltételezik, hogy az invazív aszpergillózis tekintetében a veszélyeztetettek 

száma meghaladhatja az évi 10 milliót (Bongomin és mtsai. 2017). Számottevő epidemiológiai 

adatokról számolnak be a Candida gombák által okozott fertőzések kapcsán is. Az invazív 

candidiázissal diagnosztizáltak száma eléri a 750 000-et, a HIV pozitív betegek körében 2 millió 

szájüregi candidiázisos esetet írtak le és a vulvovaginális candidiázisban szenvedők száma 

körülbelül 134 millió évente (Bongomin és mtsai. 2017). 

A Candida opportunista humánpatogén gombafajok rendszertanilag az élesztőgombafélék 

családjába tartoznak. Ezek a gombák szerves részét képezik a humán holobiomnak, az egészséges 

emberek 60 százalékában a bőrön, belekben, genitális régiókban illetve a szájüregben fordulnak 

elő. Kommenzalizmusban élnek a többi mikróbával, de amennyiben a testkörnyezet megváltozása 

a gombának kedvez, intenzív kolonizáció következik be, az asztalközösség megbomlik, és így a 

gomba patogénné válik (Tang és mtsai. 2016).  

A Candida gombák szaporodása pleiomorf jellegű (2. ábra), vagyis környezeti körülményektől 

függően háromféle szaporodási forma érvényesülhet: 1) a penészgombákra jellemző valódi 

hifaképzés, 2) pszeudohifa képzés, 3) az élesztőgombákra jellemző sarjadzás (Sudbery és mtsai. 

2004). Feltételezik, hogy a reverzibilis fenotípusváltó képességük fontos szerepet játszik a 

patogenitásukban, penetranciájukban és a biofilm képzésükben (Veses és Gow 2009; Tsui és 

mtsai. 2016). 

 

2. ábra: A Candida gombák szaporodási formái (forrás: Warren Levinson: Review of 

Medical Microbiology and Immunology, 14th Edition, McGraw-Hill Education, 2016) 
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A Candida gombafajok túlzott elszaporodása a szervezetben található fizikai barrierek 

sérülésének, a mikrobiom összetétel megváltozásának és a megfelelő immunvédekezés hiányának 

következménye (Pappas és mtsai. 2018). Mindezek velejárója számos Candida eredetű betegség 

lehet, melyek közül legsúlyosabb az invazív candidiázis, amelynek leggyakoribb formája a 

candidémia.  

Candidémia során az invazív aszpergillózishoz hasonlóan a gombasejtek a véráramba jutnak, és 

olyan életveszélyes szövődményt okozhatnak, mint például a szeptikus sokk, melynek mortalitása 

akár a 87%-ot is elérheti (Guzman és mtsai. 2011). A gombasejtek ugyanakkor a véráram útján 

több szervet és szövetet is megtámadhatnak (vese, máj, tüdő, szem, szívizomzat, csontszövetek, 

gerincvelő), és mivel képesek átjutni a vér-agy gáton, így a központi idegrendszert is károsíthatják, 

ezáltal olyan további súlyos komplikációk alakulhatnak ki, mint az endocarditis, endopthalimitis, 

osteomyelitis vagy meningitis (Yapar 2014). Fő rizikótényezők a centrális vénakatéterezés, a 

hasüreget érintő műtéti eljárások, a hosszútávú szélesspektrumú antibiotikumos kezelések és a 

vérképzőszervi daganatos megbetegedések (Kullberg és Arendrup 2015). A candidémia 

incidenciája összefüggésbe hozható az életkorral. 

Legalább 15 különböző Candida fajt írtak már le, amelyek valamilyen humán megbetegedéshez 

köthetők, de az invazív candidiázis kialakulása az esetek 95%-ában az alábbi öt fajhoz köthető: 

Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis és Candida krusei 

(McCarty és Pappas 2016). A Candida opportunista humánpatogén gombafajok megoszlása a 

klinikumban az elmúlt időben jelentősen megváltozott, és az eddig domináns Candida albicans 

mára csak a fertőzések közel felénél figyelhető meg (Guinea és mtsai. 2014; Cleveland és mtsai. 

2015).  

Az észak-európai, egyesült államokbeli és kanadai régiókban a Candida albicans mellett fontos 

kórokozónak számít a Candida glabrata, míg a dél-európai, ázsiai és latin-amerikai országokban 

a Candida parapsilosis és Candida tropicalis által okozott fertőzések előfordulása mutat növekvő 

tendenciát (Andersen és mtsai. 2016; Lamoth és mtsai. 2018). Ezek a fajok eltérő virulenciával 

rendelkeznek, amely eredendően hatással van a terápia kimenetelére és a betegek túlélési esélyeire 

(Arendrup és mtsai. 2002). Habár a Candida parapsilosis által okozott candidémia alacsony 

mortalitást mutat, azonban a különböző orvostechnikai eszközökön és implantátumokon képes 

biofilmeket képezni, amely akár súlyos kórházi infekciókhoz vezethet (Vaz és mtsai. 2011). Más 
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fajok, mint a Candida dubliniensis vagy Candida guilliermondii által okozott fertőzések főként 

meghatározott betegcsoportoknál figyelhetőek meg. A Candida dubliniensis (amelyet elsőként egy 

HIV pozitív betegből izoláltak az 1990-es években) által okozott szájüregi fertőzések igen 

gyakoriak HIV fertőzötteknél (Sullivan és mtsai. 1995; Livério és mtsai. 2017). Mindezeken túl 

jelentős aggodalomra ad okot a multidrog rezisztens Candida glabrata és Candida auris patogén 

törzsek egyre növekvő száma is (Healey és mtsai. 2016; Osei Sekyere 2018). 

Intenzíven kutatott terület a mikroorganizmusok biofilm képző tulajdonsága, melynek fontos 

szerepe van a gombák túlélésében, ellenállóképességében illetve a gyógyszerrezisztenciában. A 

folyamat alapvetően három fázisra bontható: I) A korai fázisban a gombasejtek megtapadása 

történik, amelyet jellemzően az adhezin sejtfelszíni fehérjék segítik, amelyek révén a gombák a 

gazdasejtekhez, különböző baktériumokhoz, abiotikus felületekhez és egymáshoz kapcsolódnak. 

II) A középső szakaszban a gombák poliszacharidokat és fehérjéket szekretálnak az extracelluláris 

térbe. Ezek a folyamatok morfológiai változásokat idéznek elő a biofilmben, és egy zselé állagú 

háromdimenziós struktúra alakul ki, amely megvédi a gombasejteket a fagocitózistól és az 

antifungális szerek sem képesek hozzáférni a sejtekhez. III) Az utolsó szakaszban történik a 

maturáció, és a biofilm darabok leválásával metasztázis alakul ki (Cavalheiro és Teixeira 2018). 

A biofilm képzés az Aspergillus és Candida gombákra egyaránt jellemző, azonban a két 

nemzetségen belül eltérés mutatkozik az egyes fajok által kialakított biofilm mátrix összetételében 

és annak vastagságában. A betegség típusától függően a gomba szintén eltérő összetételű 

biofilmeket képez, például aszpergillóma esetén az Aspergillus fumigatus jellemzően α-1,3-

glükánokat és melanint választ ki az extracelluláris térbe, amely például invazív aszpergillózisnál 

egyáltalán nem jellemző (Beauvais és Latgé 2015).  

3.2 Alkalmazott diagnosztikai módszerek a klinikai mikológiában 

Az invazív mikózisok korai fajalapú diagnózisa napjainkban is nagy kihívást jelent a 

mikrobiológiai laboratóriumok számára. A betegekből izolált gombák gyakran nem megszokott 

morfológiát mutatnak, ezért a fenotípus alapján történő fajazonosítás nehézkes. Emellett a 

környezeti kontamináció okozhat álpozitív eredményeket, ugyanakkor bizonyos mintatípusok 

(nyák, köpet) esetén a gombákat in vitro túlnövő baktériumok álnegativitáshoz vezethetnek (Jones 

és mtsai. 2014). A tenyésztés mellett az elmúlt évtizedekben fokozatosan előtérbe kerültek a 
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molekuláris diagnosztikai módszerek, és ugyancsak egyre több új innovatív technológia jelent meg 

a piacon. Ezek, beleértve a PCR gombadiagnosztikai teszteket is, gyakran nem standardizáltak és 

kivitelezésük, kiértékelésük külön szaktudást igényel, ezért nehezen illeszthetők be a rutin 

diagnosztikába.  

3.2.1 Nemzetközileg egységesített betegkategóriák 

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 fokozatú betegkategorizálási rendszert 

határozott meg. Ez a kategória rendszer alkalmazható az immunszupprimált hematológiai 

daganatokban szenvedők, őssejt-transzplantáltak és cisztikus fibrózisos betegek esetében, így 

segítve a különböző klinikai és epidemiológiai tanulmányokat. A három csoport: „proven” 

(bizonyított), „probable” (valószínű) és „possible” (lehetséges) (Ascioglu és mtsai. 2002; De 

Pauw és mtsai. 2008). Említésre méltó, hogy a nukleinsav alapú diagnosztikai módszerek csak 

2019 óta szerepelnek a hivatalos EORTC/MSG ajánlásban (Donelly és mtsia. 2019). 

 „proven”: A fertőzés igazolásához szükséges az érintett szövetrészből steril mintavételt 

követően hisztológiai úton, vagy közvetlen vérből tenyésztéssel a gomba jelenlétének 

bizonyítása. A gombastruktúrák hisztopatológiai kimutatása a fertőzött szövetben Grocott-

Gömöri féle ezüstimpregnációval vagy perjódsav-Schiff festéssel történik. Ezt kiegészítően 

szükséges tenyésztéssel a kórokozó nemzetség vagy faji szintű azonosítása. Ezek hiányában 

a fertőzés eredete nem határozható meg egyértelműen. A legfrissebb 2019-es iránymutatás 

kiegészítése alapján igazolható a fertőzés, amennyiben a betegből izolált formalin fixált 

paraffinba ágyazott szöveti mintában PCR módszerrel sikeresen detektálják a patogént, és 

új-generációs szekvenálással fajszinten azonosítják a gombát. Ez azonban kizárólag csak 

abban az esetben ajánlott, amennyiben a gomba jelenlétét hisztopatológiai vizsgálat már 

előzetesen igazolta. 

 „probable”: A neutropéniás láz megjelenik és ismert olyan kórelőzmény, amely 

rizikótényezőnek tekinthető (őssejttranszplantáció, szteroid kezelés). Emellett szükséges 

valamilyen képalkotó diagnosztikai eljárással (CT, MRI) kimutatott elváltozás, és a 

gombafertőzés megerősítése antigén alapú molekuláris diagnosztikai teszttel 

(galaktomannán, β-D-glükán) vagy tenyésztéssel. A PCR módszert önmagában is 
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alkalmasnak találták abban az esetben, ha: a) Plazma, szérum vagy teljes vérmintából mért 

két vagy több egymást követő pozitív PCR teszt, b) bronchoalveoláris lavage (BAL) 

folyadékból igazolt két vagy több pozitív PCR teszteredmény, c) legalább egy pozitív PCR 

eredmény plazma, szérum, teljes vérmintán és egy pozitív PCR BAL folyadékon. 

 „possible”: A beteg rizikócsoportba tartozik és a klinikai tényezők (neutropéniás láz és 

képalkotással kimutatott szervi elváltozás) is megjelennek, de a gombafertőzést bizonyító 

mikológiai tényezők (tenyésztés és antigén alapú tesztelés eredménye negatív) hiányoznak. 

3.2.2 Konvencionális gombadiagnosztikai módszerek 

A hisztopatológiai vizsgálatok, a klasszikus mikrobiológiai- (mikroszkópia és tenyésztés), és a 

képalkotó módszerek egyaránt szerves részét képezik a rutin diagnosztikának (Ruhnke és mtsai. 

2012).  

Hisztopatológiai vizsgálatok a fertőzött szövetrészről történő steril biopsziás mintavételt 

követően a gomba jelenlétére specifikus festési eljáráson alapulnak. A klinikai mikológiában 

mikroszkópos vizsgálatokhoz legelterjedtebben használják a perjódsav-Shiff, illetve Grocott-

Gömöri féle methamin-ezüst festési módszereket, amelyek során a gomba sejtfalában található 

poliszacharidok oxidációja következtében keletkező aldehid csoportokat mutatják ki (Rickerts és 

mtsai. 2007; Vyzantiadis és mtsai. 2012; Heaton és mtsai. 2016). Emellett fluoreszcens 

mikroszkópiában optikai erősítőként már régóta alkalmazzák a „calcofluor white” festéket, amely 

gombák sejtfalában található kitinhez kötődik (Monheit és mtsai. 1984; Hamer és mtsai. 2006; 

Kingsbury és mtsai. 2012). Sajnos ezek a módszerek gyakran még nemzetség szinten sem képesek 

elkülöníteni a gombákat, továbbá a mintavételi eljárás módja jelentősen befolyásolja a 

szenzitivitást (Shen és mtsai. 2017). 

Mikrobiológiai laboratóriumokban a gombák tenyésztéséhez általánosan Saboraud agar táptalajt 

alkalmaznak (Gadea és mtsai. 2007). Az alap táptalajt gyakran egészítik ki kloramfenikol 

antibiotikummal a bakteriális kontamináció kizárására (Cuenca-Estrella és mtsai. 2011; 

Swoboda-Kopeć és mtsai. 2017). A tenyésztés általában 30 ℃ hőmérsékleten történik, amelynek 

emelésével bizonyos gombafajok elkülöníthetők. Például 50 ℃-os inkubáció mellett a Candida 

gombák nem képesek növekedni, de az Aspergillus fumigatus igen (Ullmann és mtsai. 2018). A 

kromogén szubsztrátokat tartalmazó táptalaj (CHROMagar) alkalmazása (3. ábra), lehetővé teszi 

három Candida faj megkülönböztetését. A szubsztrátok a fajok által termelt enzimekkel reakcióba 
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lépve a Candida albicans esetén zöld, C. tropicalis jelenlétében kék, C. krusei fajoknál pedig 

rózsaszín gombatelepeket eredményeznek (Willinger és Manafi 1999; Nadeem és mtsai. 2010). 

A fajmeghatározás ezzel a módszerrel 24-72 órát vesz igénybe, és a C. glabrata esetében 

megfigyelhető rózsaszín telepképződmény sok esetben nem különíthető el egyértelműen más 

hasonló elszíneződést eredményező gombafajoktól (Odds és mtsa. 2000).  

 

3. ábra: Candida fajok elkülönítése CHROMagaron történő tenyésztéssel (forrás: Mudhigeti és 

mtsai. 2014) 

A betegekből izolált gombafajok rezisztencia vizsgálatára leggyakrabban a Kirby-Bauer féle 

korong diffúziós módszert használják, amely során a táptalajra különböző hatóanyag tartalmú 

antimikotikum korongokat helyeznek és a növekedésgátló hatásuk alapján következtetnek a 

gombatelepek érzékenységére és dózisfüggésére (Tulasidas és mtsai. 2018). A tenyésztésen 

alapuló módszerek legnagyobb hátránya, hogy időigényesek, a közeli rokon gombafajok 

fenotípusos elkülönítése nem lehetséges, és nagy a környezeti kontamináció veszélye. 

Ugyancsak az elsődleges diagnosztika részét képezi a mellkas röntgen vagy a számítógépes  

tomográfia (CT), de ezek a módszerek nem képesek minden kétséget kizáróan kimutatni a 

gombafertőzéseket (Panse és mtsai. 2016). Az EORTC/MSG irányelvek alapján invazív 

aszpergillózisra utaló jel lehet, ha a beteg CT felvételén megjelenik az úgynevezett „halo sign” 

vagy az „air-crescent sign” (De Pauw és mtsai. 2008). A pozitív CT felvételen megjelenő tömör, 
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jól körülhatárolt, fehér, tejüveg-szerű holdudvar képlet („halo sign”) a nekrotikus folyamatok és 

szöveti bevérzések következménye is lehet, illetve bakteriális eredetű fertőzésre is utalhat. 

Brodoefel és mtsai. (2006) leírták, hogy az aszpergillózis kialakulásának első napján a 

neutropéniás betegek 88-96%-nál jelenik meg ez a képi elváltozás, majd a fertőzést követő 72 

órában a betegek egyharmadánál, és két hét elteltével szinte az összes betegnél eltűnik. Számos 

tanulmány hivatkozik a radioaktívan jelölt (99mTc, 68Ga) Aspergillus specifikus kontrasztanyagok, 

mint például MORF oligomerek, sziderofórok vagy monoklonális antitestek diagnosztikus értékére 

a SPECT, PET/CT képalkotásban (Petrik és mtsai. 2010; Wang és mtsai. 2013; Davies és mtsai. 

2017; Thornton 2018). 

3.2.3 Molekuláris diagnosztikai módszerek 

A molekuláris gombadiagnosztikai módszerek három fő típusa különíthető el a detektált 

biomarkerek alapján: 1) antigén alapú szerológia (pl. ELISA), olyan sejtfalalkotó poliszacharidokat 

mutat ki, melyek megtalálhatók a gombákban, 2) nukleinsav alapú diagnosztikai módszerek (PCR, 

szekvenálás), 3) módszerek, melyek a patogénre jellemző fehérje mintázat alapján azonosítják a 

gombát (pl. tömegspektrometria). 

3.2.3.1 Antigén kimutatáson alapuló diagnosztikai módszerek 

3.2.3.1.1 A galaktomannán ELISA teszt 

A galaktomannán (GM) az Aspergillusok sejtfalát alkotó poliszacharid, amely egy mannóz 

gerincből és az ahhoz kapcsolódó galaktofurán oldalláncokból áll. Ezt a 35-200 kDa 

molekulatömegű biopolimert a gomba az aktív növekedési fázisában szekretálja az extracelluláris 

térbe, és jelentős szerepet tölt be a biofilm képzésben (Latgé és mtsai. 1994).   

A „gold-standard” PlateliaTM Aspergillus antigén teszt (Bio-Rad, Franciaország) a patkány EB-

A2 monoklonális IgM antitesten alapul, amely szelektíven kötődik a galaktomannán β-1-5 

galaktofuranozil alegységéhez. Az antigén és a jelölt antitest kötődése fotometriásan mérhető, és a 

GM mennyisége a kapott optikai denzitási értékekből meghatározható (Mennink-Kersten és 

mtsai. 2004). A teszt szérum és bronchoalveoláris lavage (BAL) mintákon lett optimalizálva, de 

más testfolyadékokon (gerincvelői folyadék, plazma, vizelet) is sikerrel alkalmazzák (White és 

mtsai. 2013; Chong és mtsai. 2016a; Reischies és mtsai. 2016). A forgalmazó által javasolt 
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pozitív határérték a 0,5-ös optikai denzitás, de mivel BAL minták esetében gyakran tapasztaltak 

magas álpozitivitást, így az EORTC/MSG csoport ajánlása alapján ilyen jellegű mintákon az 1.0-

es abszorbancia feletti érték tekinthető pozitívnak. Mindemellett a módszer érzékenysége és a 

pozitív határérték függ a fotometriás készülék típusától (De Pauw és mtsai. 2008; Maschmeyer 

és mtsai. 2015).  

Bronchoalveoláris lavage folyadékból még azelőtt diagnosztizálható a fertőzés, mielőtt a tüdő-

aszpergillózisra utaló elváltozások megjelennének a CT felvételen, ellenben GM a vérkeringésben 

feltehetően csak az angioinvazív szakaszban mutatható ki, vagyis miután az Aspergillus hifák az 

alveoláris kapillárisokon áthatolnak (Hope és mtsai. 2007; Zhuang és mtsai. 2017).   

A béta-laktám antibiotikumos kezelés növelheti a vér GM szintjét, melynek következtében 

ugyancsak álpozitív eredményekről számoltak be (Aubry és mtsai. 2006; Pfeiffer és mtsai. 2006).  

3.2.3.1.2 Lateral Flow teszt 

Invazív aszpergillózis során GM antigének a vizeletbe is kiválasztódnak, melyek JF5-746 

monoklonális antitesttel kimutathatók. Ez a módszer a terhességi tesztek mintájára készült, 15 

perces inkubációt követően az eredmény a kapott sávintenzitásokból leolvasható, amely lehet 

negatív (-), pozitív (+) vagy erősen pozitív (++). A módszer legnagyobb előnye, hogy non-invazív 

módon szinte azonnal diagnosztizálható a beteg, ellenben nincs lehetőség fajmeghatározásra, 

valamint a módszer keresztreagál Penicillium fajokkal (Heldt és Hoenigl 2017).  

3.2.3.1.3  Az 1-3-β-D-glükán pánfungális biomarker 

Az 1-3-β-D-glükán (BG) számos gombában megtalálható sejtfalalkotó, ezért még nemzetség 

szinten sem képes diszkriminálni a gombák között. A teszt nem specifikusan mutatja ki az 

Aspergillus spp., Candida spp., Fusarium spp., Trichosporon vagy Pneumocystis jirovecii eredetű 

fertőzéseket. Jelentősen eltérő szenzitivitást állapítottak meg egyes Candida fajoknál (Candida 

albicans: 72%-os szenzitivitás, Candida parapsilosis: 41%-os szenzitivitás), illetve a korábban 

candidémiaval kezelt betegek esetében gyakori az álpozitivitás (Naselli és mtsai. 2015). Egyes 

baktériumokkal, mint a Streptococcus pneumoniae, és Pseudomonas aeruginosa keresztreakció 

tapasztalható (Lehrnbecher és mtsai. 2018). Bizonyos esetekben egészséges embereknél is 

emelkedett BG szintet tapasztaltak (Oz és Kiraz 2011), ugyanakkor a piperacillin-tazobaktám 
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antibiotikumos kezelés is emelheti a vér BG szintjét (Koltze és mtsai. 2015). Mindemellett 

egészséges gyermekek BG szintje magasabb, mint a felnőtteké, ezért az invazív candidiázis pozitív 

határértékét 125 pg/ml-ben határozták meg a felnőttek esetén érvényes 80 pg/ml helyett (Goudjil 

és mtsai. 2013). 

3.2.3.2 Nukleinsav alapú molekuláris diagnosztikai módszerek 

Az átfedő telepmorfológiai jegyek miatt a pontos fajazonosítás tenyésztéssel sok esetben nem 

lehetséges, az eredményeket ilyen esetekben fajkomplexként közlik, ami az egyes taxonómiai 

szekciókon belüli közeli rokon fajokat foglalja magába (Powers-Fletcher és Hanson 2016; 

Wickes és Wiederhold 2018). Emiatt a fajmeghatározáshoz gyakran szükséges valamilyen 

kiegészítő molekuláris diagnosztikai teszt elvégzése. Hivatalosan a gombák génszekvencia alapú 

azonosítására a riboszómális RNS gének „internal transcribed spacer” (ITS) régióit, az ITS-1, 5.8S 

és ITS-2 szakaszokat használják (Schoch és mtsai. 2012). Bizonyos közeli rokonfajok esetében 

azonban nem található meg az ITS szekvenciákban olyan mértékű diverzitás, ami lehetővé tenné 

az elkülönítésüket. Emiatt az „International Society for Human and Animal Mycology” (ISHAM) 

szervezet a fajkomplexek meghatározásához az ITS régiókat, míg azokon belüli pontos 

fajazonosításhoz a fehérje kódoló, részben konzervált lókuszokat (β-tubulin, kalmodulin) javasolja 

(Raja és mtsai. 2017). A kombinált diagnosztika hatékonyságát több tanulmány is igazolta, 

különösen a PCR diagnosztikai módszerek, és a GM szerológiai tesztek estében (Aguado és mtsai. 

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

Az elmúlt évtizedek során a kutatólaboratóriumok számos fajalapú gombadiagnosztikai PCR 

tesztet fejlesztettek ki világszerte. A nagyfokú heterogenitásból kifolyólag jelenleg is nagy kihívás 

ezen a területen a standardizálás, és nincs egyezményes irányelv a mintatípus, kiindulási 

mintatérfogat, DNS izoláló módszer, PCR készülék típusa, illetve a gomba kimutatásához használt 

PCR esszék tekintetében (Moazeni és mtsai. 2013). Bár számos kereskedelmi forgalomban lévő 

PCR teszt létezik a kiemelt fontosságú gombafajok kimutatására, ezek közül egy sem kapott „Food 

and Drug Administration” (FDA) minősítést az Egyesült Államokban (Powers-Fletcher és 

Hanson 2016). 

További probléma, hogy a környezeti kontaminációra visszavezethető álpozitív eredmények 

gyakoriak, mivel ezek szenzitív módszerek, így már nagyon kis mennyiségű DNS szennyezést is 

kimutatnak (Zarrinfar és mtsai. 2013). A terápiás szerek magas költsége és súlyos mellékhatásai 
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miatt az álpozitív eredmények komoly következményeket vonhatnak maguk után (Harrison és 

mtsai. 2010). Az adekvát diagnózishoz szükséges ugyanakkor PCR reakció inhibíciós kontrollok 

beiktatása is, különösen vérmintáknál, amelyek esetén a hemoglobin és az immunglobulin G a két 

fő komponens, melyek a polimeráz enzim aktivitásának csökkentésével vagy a fluoreszcens jel 

kioltása révén gátolhatják a PCR reakciót (Sidstedt  és mtsai. 2018). Czurda és mtsai. (2016) 

igazolták, hogy számos kereskedelmi forgalomban lévő PCR reagens gyakran szennyezett 

valamilyen gomba DNS-el. Hasonlókat írtak le liofilizált oligonukleotidok esetén is. Ezek a 

pánfungális DNS markereken alapuló PCR esszék esetében különösen nagy gondot okoznak, és a 

módszer megbízhatóágát jelentősen csökkentik.  

3.2.3.2.1 Kereskedelmi forgalomban hozzáférhető PCR gombadiagnosztikai tesztek 

A kereskedelmi forgalomban kapható PCR tesztek a szenzitivitásuk, reakciótérfogatuk, az 

alkalmazott PCR platformok és az azonosított fajok szempontjából nagyon sokfélék lehetnek. 

Bizonyos tesztek alkalmasak antimikotikum rezisztencia vizsgálatára is. A legtöbb ilyen módszer 

szekvenciaspecifikus fluoreszcensen jelölt próbákat alkalmaz, amelyek nem átfedő 

hullámhosszokon emittáló fluoreszcens festékekkel teszik lehetővé több gombafaj egyidejű 

azonosítását. A többszörös jelölés a tesztek költségét megnöveli. A legelterjedtebb gomba 

diagnosztikai PCR tesztek a következők: 

 A MycAssay Aspergillus® (Microgen Bioproducts Ltd., Camberley, Egyesült Királyság) 

18S riboszómális RNS génre specifikus hibridizációs próbákkal az Aspergillusokat 

nemzetség szinten képes kimutatni. A módszer érzékenysége kevesebb, mint 50 génkópia 

(Guinea és mtsai. 2013). 

 Az AsperGenius® multiplex esszé, a 28S riboszómális RNS gén alapján mutatja ki az 

Aspergillus fumigatust és az A. terreust, illetve az Aspergillus nemzetséget. A módszer 

alkalmas az A. fumigatus Cyp51A génben négy azol rezisztencia marker (L98H, TR34, 

T289A, Y121F) azonosítására (Chong és mtsai. 2016b).  

 A MycoGenie® PCR esszé (AdemTech Pessac, Franciaország), az AsperGenius-hoz 

hasonlóan főként szérum mintákból 28S riboszómális RNS-t kódoló génrégiót célozva 

azonosítja az A. fumigatus fajkomplexet, illetve egy azol rezisztenciáért felelős mutációt 

(TR34/L98H) a Cyp51A génben (Dannaoui és mtsai. 2017).   
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 A SeptiFast® multiplex PCR szepszis kit (Roche, Rotkreuz, Svájc), amely teljes vérből 

patogén baktériumok és gombák széles körét detektálja. Számos 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 Nagyfelbontású olvadási görbe analízis 

A nagyfelbontású olvadási görbe analízis (HRM) poszt-PCR alkalmazást eredetileg genetikai 

variánsok érzékeny elkülönítésére fejlesztették ki. A módszer 2002 óta ismert, és azóta számos 

klinikai területen alkalmazzák (Tamburro és Ripabelli 2017). Gyorsan és könnyen kivitelezhető, 

költséghatékony, az analízis közvetlenül az amplifikációt követően zárt csőben elvégezhető, és 

szemben az új-generációs szekvenáláson alapuló módszerekkel, a genetikai eltérések az 

amplikonok pontos szekvenciájának ismerete nélkül kimutathatók. Ideális alternatíva lehet olyan 

klinikai felhasználások esetén, ahol az idő kulcsfontosságú tényező. A diagnosztikai 

laboratóriumokban rutinszerűen végzik daganatok mutáció térképezését ezen módszerekkel, de 

széles körben alkalmazhatóak patogén mikroorganizmusok genetikai azonosítására, különböző 

gyógyszerrezisztenciához köthető génmutációk kimutatásra, élelmiszervizsgálatokhoz, és 

növényváltozatok meghatározásához (Tong és Giffard 2012; Druml és Cichna-Markl 2014; 

Simok 2016).  

A HRM során a reakcióközeget az amplikonok duplex állapotától a teljes denaturációs 

hőmérsékletig melegítve, a szálak szétválásával a duplaszálú DNS interkaláló festék felszabadul. 

Ez a fluoreszcencia intenzitás csökkenését eredményezi, amelynek a folyamatos mérésével egy 

olvadási görbe írható le, amelyből az amplikonok olvadási hőmérséklete (vagyis az a hőmérsékleti 

pont, amelynél a DNS molekulák fele van duplaszálú állapotban) meghatározható (Erali és mtsai. 

2008). A PCR termékek hődenaturációja során általában először egy mérsékelt fluoreszcencia szint 

csökkenés figyelhető meg, majd az olvadási hőmérséklet környékén hirtelen esés tapasztalható, 

végezetül az olvadási hőmérsékletet átlépve, az amplikonok teljes denaturációja következtében a 

fluoreszcens jelintenzitás a nullához közelít. Az olvadási görbék lefutásából, a fluoreszcencia 

intenzitás csökkenés és a hőmérséklet viszonya alapján (-ΔF/ΔT) meghatározható az amplikonokra 

jellemző olvadási csúcs (Ruskova és Raclavsky 2011). 
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Az olvadási hőmérsékletet elsősorban az amplikonok hossza és a GC bázisok aránya 

befolyásolja. A DNS kettős szálban a GC bázisok három, az AT bázisok pedig két hidrogénkötést 

létesítenek egymással, ezért eltérő termikus energia szükséges a kötések felbontásához. Mindezek 

alapján az olvadási görbék alakja és az olvadási hőmérsékletek alkalmasak lehetnek különböző 

mikroorganizmusok genetikai ujjlenyomatainak meghatározására. Azok a duplexek amelyek GC 

tartalma 0% átlagosan 41 ℃-al alacsonyabb olvadási hőmérséklettel rendelkeznek, mint a 100% 

GC tartalmú amplikonok. Rövidebb amplikonokra jellemzően egy olvadási domén, és az ahhoz 

tartozó egy olvadási csúcs figyelhető meg, míg hosszabb PCR termékek komplexebb olvadási 

mintázattal és több olvadási csúccsal rendelkeznek.  

Az alkalmazott dupla szálú DNS-be kötődő festék mennyisége és a denaturációs hőmérséklet 

emelésének dinamikája egyaránt hatással vannak az olvadási görbe lefutására. Az olvadási reakció 

során a hőmérséklet kis léptékű emelésével jobb felbontás érhető el (Ririe és mtsai. 1997). 

Bizonyított, hogy azonos gyártótól származó különböző PCR típusmodellek esetén is szignifikáns 

különbségek tapasztalhatók az olvadási görbékben, annak ellenére, hogy a beállított olvadási 

program megegyezett. Ez feltételezhetően a műszerek közti technológiai eltérések miatt lehetséges 

(Herrmann és mtsai. 2007). 

A HRM PCR reakciók során harmadik generációs, úgynevezett szaturáló fluoreszcens festéket 

használnak, mint például a ResoLight, SYTO9 vagy LCGreen (Li és mtsai. 2010). Ezek a festékek 

nagy koncentrációban alkalmazhatók, így teljes szaturáció érhető el, ezért használatukkal a HRM 

reakció során felszabaduló festékmolekulák nem képesek visszakötődni a még nem denaturálódott 

DNS szakaszokba (4. ábra). Ez pontosabb olvadási görbe meghatározást tesz lehetővé, mint a nem 

szaturáló festékek használata. Továbbá a szaturáló festékek a magas koncentráció ellenére sem 

befolyásolják a PCR reakció hatékonyságot, stabilabbak, így erősebb jelintenzitás érhető el, mint 

a nem szaturáló festékek (SYBR™ Green) esetében, amelyeket a konvencionális olvadáspont 

analízishez használnak (Wittwer és mtsai. 2003).  
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4. ábra: A nem szaturáló- és szaturáló festékek közti különbség. A szaturáló festékek nagy 

koncentrációban alkalmazhatók, ezért teljesen telítik a DNS szálat, így az olvadásgörbe analízis során 

végbemenő denaturáció következtében felszabaduló festékmolekulák nem kötődnek vissza a DNS kettős 

szálba. Ez jobb felbontóképességet biztosít, mint a nem szaturáló festékek alkalmazása. 

 

 

A HRM-PCR alapú diagnosztikai módszerek könnyen kivitelezhetők, de az esszék 

optimalizálása nagy körültekintést igényel, mivel az olvadási görbék kinetikáját számos paraméter 

befolyásolja. Slomka és mtsai. (2017) összegezték azokat a nehézségeket, amelyek ronthatják az 

analízis minőségét, és a módszer megbízhatóságát: 

 

A két faj (A, B) olvadási görbéje nem válik 

el 

A két faj (A, B) olvadási görbéje elválik 
egymástól 

A 

 

B 

 

A 

 

B 
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1. Sejtfeltárás: A feltárás hatékonyságát illetően jelentős különbségek figyelhetők meg a 

sejtfeltáró módszerek között. A gombák vastag sejtfalának megbontására a kerámia gyöngy 

alapú mechanikai sejtfeltáró módszereket tartják a leghatékonyabbnak (Klimek-Ochab és 

mtsai. 2011).  

2. A DNS izolálás: Az extrakciós protokoll jelentős hatással van a kinyert DNS extraktum 

minőségére és mennyiségére. A fenol-kloroform-izoamilalkoholos (25:24:1) DNS 

precipitáción alapuló módszerrel szemben a kereskedelmi forgalomban lévő szilika 

membrános vagy mágnesgyöngyös izoláláson alapuló kiteknek alacsonyabb a DNS 

kihozataluk, de jobb minőségű nukleinsav nyerhető ki, csökkentve a PCR inhibíció 

kockázatát.  

3. Az izolált DNS tisztasága és mennyisége: Az inhibitorok jelenléte a mintában, mint 

például különböző sók (NaCl, KCl), fehérjék vagy detergensek (SDS, etanol, izopropanol) 

egyaránt rontják az amplifikációs hatékonyságot. Egyrészt kötődésük az egyszálú vagy 

duplaszálú DNS-hez gátolja a polimeráz enzim kötődését a templáthoz, valamint a 

festékmolekulák beépülését a DNS kettős szálba. Továbbá ezek az anyagok csökkentik a 

DNS polimeráz aktivitását azáltal, hogy a szükséges kofaktorok (például Mg2+) kötődését 

megakadályozzák. Az inhibíció az olvadási analízis során az eltérő szekvenciával 

rendelkező amplikonok esetében is átfedő olvadási görbéket eredményezhet, és 

torzulhatnak olvadási csúcsok is. Bizonyos esetekben inhibitorok előfordulhatnak a DNS 

molekulához kötötten is, amelyek csak a PCR reakció denaturációs szakaszában 

szabadulnak fel, ezért elengedhetetlen az exogén inhibíciós kontrollok beiktatása. Extrém 

magas DNS templát mennyiség ugyancsak csökkenti az amplifikációs hatékonyságot 

azáltal, hogy elvonja a magnézium ionokat a reakcióközegből, csökkentvén a polimeráz 

enzim aktivitását.  

4. Az amplikonok hossza, primerek specifikussága: Rövidebb amplikonok esetén jobb 

felbontóképesség érhető el a HRM analízis során, ezért a primereket általában a diverz 

szekvenciájú génrégiók közvetlen közelébe tervezik, azonban a primer kötőhelyeken belüli 

báziseltérések akadályozhatják a primerek betapadását a célszekvenciához (Słomka és 

mtsai. 2017). 

5. A PCR master mix összetétele (MgCl2, primer koncentráció): A magnézium ionok 

szükségesek a DNS polimeráz enzim megfelelő működéséhez, így azok mennyisége a 
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reakcióközegben hatással van az enzim aktivitására. Mindemellett a magnézium ionok 

befolyásolják az amplikonok olvadási hőmérsékletét. A HRM analízishez általában 0,5-3 

mM MgCl2 koncentráció tartomány alkalmazása ajánlott. Túl magas MgCl2 koncentráció 

csökkenti a PCR reakció specificitását, míg túl alacsony koncentráció esetén csak kis 

mennyiségben vagy egyáltalán nem képződik PCR termék (Schmidt és mtsai. 2014). Az 

optimális primer koncentráció tartománya általában 0,1-1 µM közötti. Túl magas primer 

mennyiség primer-dimer képződéshez vezethet, ami rontja az anellációs hőmérséklet 

hatékonyságát, és megnő az aspecifikus PCR termékképződés esélye. Rövid amplikonok 

esetén azonban indokolt a magasabb primer koncentráció az amplifkációs hatékonyság 

növelése érdekében (Debode és mtsai. 2017).  

6. Anellációs hőmérséklet: A primerek olvadási hőmérsékletét az oligonukleotidok hossza 

és GC aránya befolyásolja. Hosszabb és magas GC tartalmú primerek magasabb anellációs 

hőmérséklettel rendelkeznek. Amennyiben túl magas az anéllációs hőmérséklet, úgy a 

primerek nem képesek betapadni, ellenben túl alacsony anelláció mellett aspecifikus 

termékképződés tapasztalható. Az optimális anellációs hőmérséklet meghatározását 

általában gradiens PCR programmal végzik.  

A szakirodalomban leírt HRM esszék többnyire az „internal transcribed spacer” (ITS1, ITS2) 

vagy az ITS1-5.8S-ITS2 génrégiókat alkalmazzák a fajmeghatározáshoz (Didehdar és mtsai. 

2016; Xanthopoulou és mtsai. 2018). Duyvejonck és mtsai. a különböző Candida fajok 

azonosítására kifejlesztett ITS2 géntargeten alapuló HRM PCR módszerük diagnosztikai 

hatékonyságát hasonlították össze a tenyésztésen alapuló MALDI-TOF tömegspektrometriás 

fajazonosítással. Arra a megállapításra jutottak, hogy a HRM PCR módszerek szenzitivitása 

megfelelő lehet a patogének direkt kimutatására különböző biológiai mintákból, és a nem 

tenyészthető kriptikus gombafajok azonosítására, illetve a közeli rokonfajok elkülönítésére. A 

módszer legnagyobb előnye a gyorsasága, hiszen akár egy napon belül azonosítható a patogén, és 

a mintában lévő gombasejtek mennyisége a  detektálási határ fluoreszcencia intenzitásának 

átlépéséhez szükséges ciklusszám (Cq) alapján akár pontosan meghatározható. A szerzők 

ugyanakkor említik, hogy több kórokozó (kevert jellegű fertőzés) esetén a módszer kevésbé 

megbízható, mivel a primerek eltérő affinitással kötődnek a különböző Candida 

célszekvenciákhoz.  
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3.2.3.2.3 Új-generációs szekvenáláson alapuló diagnosztikai módszerek 

Az új-generációs szekvenáláson alapuló módszerek alkalmasak a különböző mikróbák faji 

szintű meghatározására a rájuk jellemző szekvenciák alapján, és emellett különböző komplex 

vizsgálatok elvégzésére. Akadnak, akik úgy gondolják, hogy a jövőben ez a technológia lehet az 

új molekuláris „gold standard” a gombadiagnosztikában (Summerbell és mtsai. 2005). 

Fajmeghatározásra legelterjedtebben a célzott amplikon szekvenálást alkalmazzák, melynek során 

a célgént PCR módszerrel felsokszorozzák, majd azok pontos szekvenciáját meghatározzák, és a 

szekvencia olvasatokat egy referencia adatbázishoz illesztve meghatározzák a százalékos 

homológiát (Balajee és mtsai. 2009). Célszekvenciaként többnyire a gombák kis- és nagy 

riboszómális RNS-eket kódoló régiók között elhelyezkedő ITS1 és ITS2, illetve a 18S riboszómális 

RNS-t kódoló géneket használják (Hibbett és mtsai. 2011; Zoll és mtsai. 2016; Wagner és mtsai. 

2018). A szekvenciaillesztéshez használt referencia adatbázis lefedettsége és minősége jelentősen 

befolyásolja a fajmeghatározás sikerességét (Gdanetz és mtsai. 2017), emiatt 2003-ban 

megalkották a UNITE elnevezésű ITS szekvenciákat összegyűjtő adatbázist (Kõljalg és mtsai. 

2013).  

A teljes genom szekvenálás révén lehetőség nyílik a betegből izolált klinikai gombatörzsek 

teljes rezisztencia profiljának feltérképezésére, amelyre csak számos rezisztencia marker 

specifikus PCR esszé kivitelezésével lenne mód (Biswas és mtsai. 2017). Továbbá a módszerrel 

olyan új hibrid törzsek azonosítása is lehetséges, amelyeket a konvencionális módszerek általában 

nem képesek elkülöníteni (Schröder és mtsai. 2016). Habár a gombák csekély százalékban vannak 

jelen a humán holobiomban, ugyanakkor fontos szerepet töltenek be a kommunák közti egyensúly 

megtartásában (Botschuijver és mtsai. 2017). Az immunszupprimált betegekben a mikobiom 

előnytelen megváltozása opportunista gombafertőzések kialakulásához vezethet (Zoll és mtsai. 

2016). Az új-generációs szekvenáláson alapuló metagenomikai vizsgálatok lehetővé teszik a 

komplex mikróba kommunák összetételének feltérképezését (Caporaso és mtsai. 2010; Cuomo 

2017). Annak ellenére, hogy az elmúlt évtizedben a szekvenálás költsége jelentősen csökkent, rutin 

diagnosztikai alkalmazásuk még mindig csak a nagyobb egészségügyi központokban megoldott 

(Weymann és mtsai. 2017).  
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3.2.3.3 Tömegspektrometria a klinikai mikológiában 

 A mátrix-asszisztált lézer deszorpciós ionizáció (MALDI) repülési idő (TOF) mérésen alapuló 

tömegspektrometriai (MS) vizsgálat lehetővé teszi a gombatenyészetek pontos faji szintű 

azonosítását a mikrobiológiai laboratóriumok számára. A MALDI során a mintát valamilyen 

organikus mátrixba (alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav, dihidroxi-benzoesav) ágyazzák, amely az 

ionizáló lézer (nitrogén lézer) energiáját képes átadni az analit molekuláinak, amelyek ezt követően 

a deszorpció során a mátrixszal komplexet képezve felszabadulnak, és nagyvákuumban 

gyorsítófeszültség hatására az analizátorba kerülnek. Az analizátorban az eltérő méretű vegyületek 

a töltésegységre eső tömegük (m/z) alapján szétválasztódnak, és a vákuumcsövön keresztül 

haladva a detektorba repülnek (Nagy és mtsai. 2014). A repülési idő egyenesen arányos a molekula 

méretével. Bizonyos esetekben lehetőség van több MS készülék tandem alkalmazására, vagy 

reflexiós tükrök használatára, amelyek megnövelik a repülési út hosszát, és jobb 

felbontóképességet biztosítanak. A detektoregységből érkező jelet ezt követően normalizálják, 

amely során a mintákból eredő jelintenzitásokat számítógépes algoritmusok segítségével 

elválasztják a háttér jelinterferenciáktól, majd a mikroorganizmust fehérjespektrum alapján faji 

vagy nemzetség szinten azonosítják (Coombes és mtsai. 2007). A módszer alkalmas olyan közeli 

rokon gombafajok elkülönítésére (például Candida parapsilosis komplex tagjai), amelyek 

morfológiai jegyek alapján identikusak (Hof és mtsai. 2012; De Carolis és mtsai. 2014). A 

klinikai mikológiában jelenleg négy készülék alkalmazható rutin diagnosztikára: Andromas 

(Andromas SAS, Párizs, Franciaország), MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Bréma, 

Németország), Axima@Samaris (Shimadzu/AnagnosTec, Duisburg, Németország), Vitek MS 

(bioMérieux, Marcy-l’étoile, Franciaország) (Cassagne és mtsai. 2016). Baktériumok esetében 

lehetőség van közvetlen felvitelre, de gombák komplex és ellenálló sejtfala miatt a mintafelvétel 

előtt szükséges protein extrakciós módszer alkalmazása. Fonalas gombák esetében a tenyészet 

kora, és a táptalaj típusa egyaránt befolyásolja a vizsgálat során kapott fehérjespektrumot 

(Cassagne és mtsai. 2013). 
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3.3 Terápiás stratégiák és antifungális rezisztencia  

Az ESCMID-ECMM-ERS (European Society of Clinical Microbiology and Infectious 

Diseases-European Confederation of Medical Mycology-European Respiratory Society) 

nemzetközi konzorcium 2017-es közleménye szerint, a onkohematológiai betegek invazív 

aszpergillózis gyanúja esetén alkalmazandó terápiás stratégiák (amelyek kiterjeszthetők más 

szisztémás gombafertőzésekre is) a következők: 

1. Elsődleges prophylaxis: A rizikócsoportba tartozó betegnél megkezdik a megelőző 

antifungális terápiát, kiváltképp, ha a neutropéniás láz megjelenik. 

2. Empirikus stratégia: Neutropéniás láz megjelenésekor széles spektrumú antibiotikumos 

kezelésben részesül a beteg. Amennyiben a kezelés hatására a neutropéniás láz nem szűnik, 

úgy a kezelést antifungális terápiával egészítik ki. Ez a megközelítés csökkentheti a 

morbiditást és mortalitást. 

3. Pre-emptív stratégia: Amennyiben a gombafertőzés meglétét valamely diagnosztikai 

módszerrel (GM-ELISA vagy PCR) sikerül igazolni, megkezdik a terápiát. A GM-ELISA 

helyett használható 1-3-β-D-glükán teszt, de ez utóbbi nem Aspergillus specifikus. 

4. Másodlagos prophylaxis: Az előzetesen invazív aszpergillózissal diagnosztizált és 

sikeresen kezelt betegeken prevenciós jelleggel antifungális kezelést alkalmaznak az 

ismételt immunszuppresszálás kritikus fázisaiban, amikor fennállhat az újra fertőződés 

kockázata (például allogén őssejt-transzplantációt követő felépülés korai szakaszában, vagy 

ha kemoterápia alatt megjelenik a neutropéniás láz). 
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3.3.1 A fajalapú diagnózis és célzott terápia jelentősége 

A gyógyszerrezisztencia egyre súlyosbodó globális probléma (5. ábra). A gombák kétféle 

rezisztenciával rendelkezhetnek: a) elsődleges rezisztencia, mikor a gomba természetes ellenálló 

képeséggel rendelkezik az adott gyógyszertípussal szemben, b) szerzett rezisztencia, mikor hosszú 

expozíciót követően másodlagos rezisztencia mechanizmusok (génexpresszió és bioszintetikus 

útvonalak megváltozása, horizontális géntranszfer) által alakít ki rezisztenciát (Perlin és mtsai. 

2017).  

 

5. ábra: Azol rezisztens gombatörzsek előfordulásának időrendbeli változása világszerte. A kék 

színskála az azol-rezisztens növényfertőzéseket leíró publikációk számára utal, míg a piros színskála az 

azol- rezisztens A. fumigatus, C. albicans, C. auris, C. glabrata humán gombapatogénekről szóló 

egészségügyi jelentések számát mutatja. (forrás: Fisher és mtsai. 2018) 
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A Candida krusei fluconazol, az Aspergillus terreus pedig amphotericin B elleni elsődleges 

rezisztenciával rendelkezik (Arendrup 2014). Szerzett rezisztencia a gombákra gyakorolt 

szelekciós nyomás következménye. Ehhez hozzájárult, hogy a jelenleg engedélyezett antifungális 

szerek közül az amphotericin B-t humán gyógyászatban már az 1950-es évektől kezdve használják 

gombafertőzések kezelésére (Hokken és mtsai. 2019). Az elsődleges profilaxis szintén növeli a 

rezisztencia kialakulásának esélyét. Emellett a mezőgazdaságban alkalmazott fungicid vegyszerek 

gyakran azonosak a humángyógyászatban használtakkal, ez jelentősen növelte például a 

környezetben előforduló azol rezisztens gombák számát az elmúlt évtizedekben (Perlin és mtsai. 

2017; Berger és mtsai. 2017). A multidrog rezisztens gombatörzsek, mint például a Candida auris 

vagy Candida glabrata kezelése nagy kihívást jelent a klinikusok számára (Healey és mtsai. 2016; 

Forsberg és mtsai. 2019). A humángyógyászatban alkalmazott antifungális gyógyszereknek négy 

fő típusa ismert (echinocandinok, azolok, poliének, pirimidin analógok) amelyeket az 1. táblázat 

összegzi (Roilides és Iosifidis 2019). 

1. táblázat: Gombainfekciók kezelésére leggyakrabban használt gyógyszerek 
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4.  Célkitűzés 

Alapvető célunk olyan nagyfelbontású olvadási görbe analízisen alapuló nukleinsav 

gombadiagnosztikai PCR esszék beállítása volt, amelyek alkalmasak az Aspergillus és 

Candida nemzetségekhez tartozó számos klinikai jelentőségű fontos gombafaj azonosítására. 

 

A témafelvetéshez kapcsolódóan az alábbi célokat tűztük ki: 

  Aspergillus és Candida gombafajok kimutatására tervezett β-tubulin génekre specifikus 

primerek in silico validálása, amely során referencia adatbázisok szekvenciái alapján 

vizsgáljuk az esetleges keresztreakciókat.  

 HRM PCR reakcióparaméterek beállítása: optimális MgCl2-, primer koncentráció és 

anellációs hőmérséklet meghatározása a PCR reakcióhatékonyság maximalizálásához.  

 Amplikonok validálása szekvenálással és agaróz 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 olvadási hőmérséklet tartományok 

meghatározása. 

 PCR hatékonyság mérése: analitikai szenzitivitás (Limit of detection: LoD) és a megbízható 

faji szintű azonosítás (Limit of identification: LoI) tartományának meghatározása.  

 Esszék reprodukálhatóságának vizsgálata, inter- és intraesszé variancia meghatározása. 

 Esszék keresztreakciójának kísérletes vizsgálata egyéb klinikailag releváns 

mikroorganizmusokkal. 

 Jövőbeni terveink között szerepel az esszék klinikai validálása. Ehhez kapcsolódóan egy 

olyan szoftver fejlesztése, amely gyors és egyszerű kiértékelést tesz lehetővé a klinikai 

laboratóriumok számára. 
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5.  Anyagok és módszerek 

5.1 Referencia törzsek és klinikai izolátumok 

A módszerek optimalizálása során összesen 104 db gomba- és 16 db baktériumtörzset 

vizsgáltunk (2. táblázat). A klinikai izolátumok a szegedi (SZMC) és a debreceni (DMC) 

mikrobiológiai gyűjteményekből, a referencia törzsek pedig különböző nemzetközi mikrobiológiai 

gyűjteményekből származnak: Fungal Genetics Stock Center (FGS); Centraalbureau voor 

Schimmelcultures, Fungal and Yeast Collection (CBS); Northern Regional Research Laboratories 

(NRRL); American Type Culture Collection (ATCC). A penészgombák közül összesen 43 

Aspergillus klinikai izolátumot, és 6 db Aspergillus referencia törzset, az élesztőgombák esetében 

pedig 38 db Candida klinikai izolátumot és 5 db Candida referencia törzset teszteltünk. 

Keresztreakciókat vizsgáltunk más, klinikumban ugyancsak előforduló Fusarium, Scedosporium, 

Lichtemia, Rhizopus gombafajokkal, illetve különböző Gram-pozitív (Staphylococcus, 

Enterococcus) és Gram-negatív (Enterobacter) baktériumokkal.  

2. táblázat: Alkalmazott referencia törzsek és klinikai izolátumok  

Mintaazonosító Törzsszám Mikroorganizmus Eredet 

Penészgombák 

Aspergillus nemzetség 

Referencia FGSC A1156 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 



31 

 

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 Magyarország 

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 Magyarország 

36 SZMC 23407 Aspergillus welwitschiae Magyarország 

37 SZMC 23406 Aspergillus welwitschiae Magyarország 

38 SZMC 23408 Aspergillus welwitschiae - 

Referencia CBS 134.48 Aspergillus tubingensis - 

39 SZMC 2758 Aspergillus tubingensis Magyarország 

40 SZMC 3127 Aspergillus tubingensis Hollandia 

41 SZMC 2040 Aspergillus udagawae környezeti 

42 SZMC 2041 Aspergillus udagawae környezeti 

43 SZMC 21694 Aspergillus viridinutans környezeti  

Fusarium nemzetség 

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 

51 SZMC FSU9682 Lichtemia corymbifera nem ismert 

Rhizopus nemzetség 

52 SZMC RH59 Rhizopus oryzae nem ismert 

Scedosporium nemzetség 

53 SZMC Sce Scedosporium aurantiacum nem ismert 

54 CBS 116910 /136046 Scedosporium aurantiacum nem ismert 
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Élesztőgombák 

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-pozitív baktériumok 

Staphylococcus nemzetség 

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 

Enterococcus nemzetség 

Referencia ATCC 29212 Enterococcus faecalis  

45 SZMC 14538 Enterococcus faecalis nem ismert 

Referencia ATCC 8043 Enterococcus hirae  

Gram-negatív baktériumok 

Enterobacter nemzetség 

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 Tudományegyetem Mikrobiológiai Tanszékével, 

illetve a Debreceni Egyetem Mikrobiális Biotechnológiai és Sejtbiológiai Tanszékével 

együttműködésben történt. 

5.2 Tenyésztési módszerek 

Az Aspergillus gombatörzseket először standard minimál nitrát táptalajra szélesztettük, majd a 

spóraképzését követően, a spórákat folyékony, minimál tápoldatba oltottuk át. Az Aspergillus 

fumigatus és Aspergillus niger fajoknál 37 ℃-os, az Aspergillus lentulus, Aspergillus terreus, 

Aspergillus flavus, Aspergillus tubingensis esetében 25 ℃-os, míg az Aspergillus welwitschiae 

gombánál 30 ℃-os tenyésztési hőmérsékleteket alkalmaztunk. A kultúrákat 18 órán keresztül 

növesztettük 220 rpm-es rázatással. A Candida gombatörzseket két napig tenyésztettük élesztő 

pepton D-glükóz tápoldatban. A baktériumfajokat Müller-Hinton agar táptalajon tenyésztettük 

aerob körülmények között.  
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5.3 Spóraszuszpenziós oldatok készítése 

Aspergillus és Candida gombatörzsek felületi tenyészeteiből tömény spóraszuszpenziós 

törzsoldatokat készítettünk, míg a Candida törzsek tenyészeteiből sejtszuszpenziót állítottunk elő 

(Balázs és mtsai. 2010). A spóra- és sejtszámot Bürker kamrás sejtszámlálóval határoztuk meg. 

Az oldatokból 7 osztatú, 10x-es hígítási sorokat készítettünk (106-1 spóra/ml) steril nukleáz mentes 

vízzel (Ambion™, Thermo Fisher Scientific, Maryland, USA).  

5.4 Sejtek feltárása 

A gombasejtek lízise mechanikai feltárással történt, Green Beads kerámiagyöngyök (Roche 

Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc), és MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, 

Svájc) készülék alkalmazásával (5000 rpm, 50 másodperc). 

A log fázisban lévő baktérium kultúrákból pelletálást követően egy milliliternyi 108 

baktériumsejtet tártunk fel. A Gram-pozitív baktériumok esetében a sejtfalat lizozim enzimet 

tartalmazó lízis koktéllal (20mg/ml enzim 20 mM-os TrisHCl oldatban, pH 8,0; 2 mM EDTA, 

1,2% TritonX100) emésztettük. 

5.5 Genomi DNS extrakció  

Az előkísérletekhez, és a keresztreakció vizsgálatához a gombák esetében MasterpureTM Yeast 

DNA purification kittel (Epicentre Biotechnologies, Madison, USA) izoláltunk genomi DNS-t, míg 

baktériumoknál a DNS extrakciót E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kittel (Omega Biotechnologies, 

Norcross, Georgia, USA) végeztük a gyártó utasításai szerint. 

A HRM-PCR kísérletekhez a High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume (Roche Diagnostics, 

Risch-Rotkreuz, Svájc) szilika membrános kitet használtuk, amely nagy kiindulási mintatérfogattal 

(3-4 ml) használható, ez fontos tényező a vérből történő patogén kimutatás esetén. A DNS kinyerést 

a gyártó utasításai szerint végeztük, azzal a kiegészítéssel, hogy egy kerámiagyöngyös mechanikai 

sejtfeltárást iktattunk be. A mechanikai lízishez Green Beads gyöngyöket (Roche Diagnostics, 

Risch-Rotkreuz, Svájc) és MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc) készüléket 

használtunk 5000 rpm 30 másodperc paraméterekkel.  

Az izolált DNS mennyiségét és minőségét minden esetben NanoDrop-1000 spektrofotométerrel 

(NanoDrop Technologies Inc., North Carolina, USA) ellenőriztük. Abban az esetben tekintettük az 
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elútumot megfelelőnek, amennyiben az izolált DNS 260/280 abszorbancia aránya >1,6 a 260/230 

arány pedig ≥1,8. 

5.6 PCR reakcióparaméterek optimalizálása 

A PCR reakciók kivitelezéséhez LightCycler® 480 High Resolution Melting Master mixet 

(Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc) használtunk, amely szaturáló dupla szálú DNS 

interkaláló LightCycler® 480 ResoLight festéket tartalmazott. Az reakcióparaméterek 

optimalizálása az Aspergillus fumigatus (AF293) és Candida albicans (ATCC 10231) referencia 

törzseken történt, LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc) valós idejű 

kvantitatív PCR készüléken. A Candida HRM PCR esszét LightCycler® 2.0 illetve LightCycler® 

Nano (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc) készülékeken is optimalizáltuk. A megfelelő 

PCR reakcióhatékonyság eléréséhez a következő paramétereket állítottuk be: 

 Primer koncentráció: A HRM primereket 0,2µM-1,5µM végkoncentráció tartományban 

teszteltük. 

 Anellációs hőmérséklet: Gradiens PCR reakciókat végeztünk 55-72 ℃ hőmérséklet 

tartományban.  

 Optimális MgCl2 koncentráció meghatározása: A kalibrálást 1-3,5 mM koncentráció 

tartományban végeztük a gyártó utasításai szerint. 

5.7 PCR inhibíciós kontroll (SPUD esszé) 

PCR inhibíció vizsgálatára a Nolan és mtsai. (2006) által leírt SPUD externál inhibíciós kontroll 

esszét alkalmaztuk, amelyet a Solanum tuberosum (burgonya) phyB gén (GenBank ID: Y14572) 

kimutatására terveztek. A SPUD esszével történő vizsgálatot a Candida- és Aspergillus HRM 

módszereinknél használt PCR hőmérsékleti paraméterekkel végezzük, de az interferencia 

elkerülése végett a fajazonosítástól külön reakcióban. A SPUD templát és primerek pontos 

szekvenciáit az alábbi táblázat mutatja: 
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Oligonukleotid Szekvencia (5’-3’) 

SPUD templát 
AACTTGGCTTTAATGGACCTCCAATTTTGAGTGTGCACAAGCTATGGAA 

CACCACGTAAGACATAAAACGGCCACATATGGTGCCATGTAAGGATGAATGT 

SPUD forward primer AACTTGGCTTTAATGGACCTCCA 

SPUD reverz primer ACATTCATCCTTACATGGCACCA 

 

A PCR reakciók során 0,4 µM primer koncentrációt alkalmazunk, a meghatározott optimális 

templát mennyiség 200 000 kópia, amely esetében a mért átlag Cq értékek 21,68 ± 0,29 voltak. A 

SPUD esszéhez tartozó amplikonok olvadási hőmérséklete 80,8 ℃ (6. ábra). 

 

6. ábra: Optimális SPUD templát mennyiség meghatározása. A hígítási soron a következő átlag  Cq 

értéket mértük: 200 000 kópia: 21,68 Cq; 20 000 kópia: 26,54 Cq; 2 000 kópia: 31,08 Cq; 200 kópia: 35,83 

Cq; 20 kópia: 41,30 Cq. 

 

 

5.8 A HRM PCR amplikonok validálása 

5.8.1 Aspergillus HRM PCR amplikonok validálása kapilláris szekvenálással 

Konvencionális PCR reakciókat végeztünk Aspergillus referenciatörzsekből kinyert 20 ng 

mennyiségű templát DNS jelenlétében. Az amplifikációhoz Phusion High-Fidelity PCR Master 

mix-et (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) alkalmaztunk a gyártó utasításai szerint. 

A PCR készüléken az általunk meghatározott HRM amplifikációs protokollt (V.7: 4. táblázat) 

állítottuk be. A keletkezett amplikonok méretét gélelektroforézissel vizsgáltuk (1% agaróz tartalmú 

gél, Tris-acetát-EDTA (TAE) pufferben), a DNS festéshez pedig etídium-bromid duplaszálú 

interkaláló festéket alkalmaztunk. Az egyenirányítón 90V felszültséget, és 55 mA áramerősséget 

használtunk a futtatáshoz. A fragmenseloszlást az agaróz gélen UV transzilluminátor készülékkel 

vizsgáltuk. A kapott DNS sávokat a gélből steril szike segítségével kivágtuk, és a géldarabokból 

visszanyertük a DNS-t QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden Németország) segítségével a 

SPUD esszé optimalizálása 

200 000 kópia 

(3 pM) 

20 000 kópia 

(300 fM) 

2000 kópia 

(30 fM) 

200 kópia 

(3 fM) 
20 kópia 

(0.3 fM) 

80,8℃ 

Amplifikációs görbék Olvadáspont analízis 
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gyártó utasításai szerint. A DNS molekulákat ezt követően SigmaSpin™ Sequencing Clean-Up 

kittel (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) tisztítottuk a gyártó előírásai szerint. Kapilláris szekvenálást 

végeztünk BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kittel (Thermo Fisher Scientific, 

Maryland, USA) a gyártó utasításai szerint, ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer készüléken 

(Applied Biosystems, USA) mindkét irányban. 

5.8.2 Candida HRM PCR amplikonok validálása agaróz gélelektroforézissel 

Candida törzsekből izolált 20 ng mennyiségű genomi DNS jelenlétében végeztünk 

konvencionális PCR reakciókat LightCycler® Nano (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc) 

készüléken. Az amplifikációhoz Phusion High-Fidelity PCR Master mix-et (Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, USA) használtunk a gyártó utasításai szerint. A PCR készüléken az 

általunk meghatározott HRM amplifikációs protokollt (V.7: 4. táblázat) állítottuk be. Az 

amplikonokat agaróz gélelektroforézissel vizsgáltuk (2% agaróz tartalmú gél, Tris-borát-EDTA 

(TBE) pufferben). A jelöléshez etídium-bromid duplaszálú DNS kötő festéket használtunk. Az 

egyenirányítón 90 V feszültséget, és 55 mA áramerősséget állítottunk be. A DNS sávokat UV 

átvilágítással tettük láthatóvá. 

5.9  Genomi ekvivalens meghatározás 

A genomi ekvivalens (GE) azt a DNS mennyiséget fejezi ki, amely egy teljes genom méretét 

reprezentálja. Ennek meghatározásával olyan DNS panelek készíthetők, melyeken vizsgálható a 

PCR reakciók hatékonysága, és azok érzékenysége. A DNS relatív molekulatömegéből és az 

Avogadro állandóból a genomi ekvivalens a következő egyenlet alapján számolható ki: 

𝐠𝐞𝐧𝐨𝐦𝐢 𝐞𝐤𝐯𝐢𝐯𝐚𝐥𝐞𝐧𝐬 (𝐆𝐄) =
 𝐢𝐳𝐨𝐥á𝐥𝐭 𝐃𝐍𝐒 𝐦𝐞𝐧𝐧𝐲𝐢𝐬é𝐠𝐞 (𝐧𝐠) ∗ 𝟔, 𝟎𝟐𝟐 ∗ 𝟏𝟎𝟐𝟑

𝐃𝐍𝐒 𝐦𝐨𝐥á𝐫𝐢𝐬 𝐭ö𝐦𝐞𝐠𝐞 ∗ 𝟏𝟎𝟗
 

A fent leírtak alapján az NCBI Genome adatbázisban található Aspergillus fumigatus (Af293) és 

Candida albicans (SC5314) referenciatörzsek genomi ekvivalenseit határoztuk meg: 

Gombatörzs Genom méret (Mb) G-C arány (%) 1 GE 

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 reakciók kinetikája, dinamikus tartományok  

Az Aspergillus és Candida genomi DNS paneleken (106-1 GE/PCR reakció) PCR méréseket, 

majd lineáris regressziós analízist végeztünk. A kapott Cq értékeket a DNS koncentrációk 

függvényében ábrázoltuk, és a pontokra egyenest illesztettünk. Az így kapott egyenes egyenletéből 

meghatároztuk a meredekséget illetve az R2 értékét (amely annak jellemzésére szolgál, hogy az 

amplikonok mennyisége ciklusonként exponenciálisan emelkedik-e). Az egyenes meredekségéből 

a PCR hatékonyság az alábbi egyenlet alapján számítható ki: 

Hatékonyság (E%) = (10
−1

meredekség-1) x 100 

A vizsgálatok során meghatároztuk a detektálási határt (LoD), vagyis azt a legkisebb gomba 

genomi DNS mennyiséget, amelyet a módszerünk képes kimutatni. Előfordulhat ugyanakkor, hogy 

történik amplifikáció, de a mintában található DNS mennyisége mégsem elegendő ahhoz, hogy 

azonosítsuk a gombafajt, emiatt meghatároztuk azt a legkisebb DNS mennyiséget is, amelynél az 

olvadási görbe és csúcs alapján egyértelműen azonosítható a faj („Limit of identification”: LoI).  

5.9.2 Intra- és interesszé variancia  

A kísérletek során Aspergillus és Candida genomi DNS paneleket állítottunk össze, melyek 

három technikai párhuzamosban tartalmazták a különböző gombatörzseket. A méréseket 

LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svájc) készüléken végeztük, és a kapott Cq 

értékekből meghatároztuk a variációs koefficienst (CV). A PCR esszék esetében kétféle koefficiens 

különíthető el: a) intra- és b) interesszé variancia. Az első megmutatja a párhuzamosok közti, azaz 

egy PCR panelen belüli technikai varianciát, amely optimális esetben nem haladhatja meg a 10%-

ot. Az utóbbi ezzel szemben a különböző PCR futások közti varianciát fejezi, azaz a mérés 

reprodukálhatóságát, melynek értéke optimális esetben 15% alatti. A variációs koefficiens (CV%) 

a mérések közötti szórások átlagával határozható meg: 

𝐶𝑉(%) = (
𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 𝑑𝑒𝑣𝑖á𝑐ó

Á𝑡𝑙𝑎𝑔
)  𝑥 100 
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6.  Eredmények 

6.1 Az Aspergillus és Candida HRM primerek 

Publikus adatbázisokban (EMBL/GeneBank) hozzáférhető annotált Aspergillus és Candida β-

tubulin génszekvenciákban (benA, TUB2) kerestünk in silico vizsgálatokkal olvadási doméneket. 

A többszörös szekvenciaillesztést Clustal Omega szoftverrel végeztük. A primerek tapadási 

helyének a variábilis szakaszokat átfogó 30-40 bázis hosszúságú, részben konzervált génrégiókat 

választottunk, amelyek lehetővé teszik az Aspergillus és Candida gombafajok univerzális 

kimutatását. A megtervezett HRM PCR primerek (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) jellemzőit a 3. 

táblázat foglalja össze.  

3. táblázat: A HRM primerek szekvenciája és jellemzői 

Szekvencia (5’-3’) 
Hossz 

(bp) 

Tm 

(℃) 

GC arány 

(%) 

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 

Az Aspergillus gombák esetében a β-tubulin gén két külön régiójára terveztünk primereket 

(ASP1, ASP2), így az olvadásgörbe analízis során két olvadási csúcs alapján történik a 

fajazonosítás. Az Aspergillus HRM amplikonok közti in silico vizsgálattal meghatározott 

szekvencia eltéréseket a 7. ábra mutatja. A Candida fajok kimutatásához egy primerpárt 

használunk (8. ábra). Mindkét nemzetségnél a két fő faj (A. fumigatus, C. albicans) biztos 

azonosítását tartottuk a legfontosabbnak, ezért az ábrákon a többi faj esetében megfigyelt 

szekvencia eltérések ezekhez mérten kiemeltük. 
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>Afu1g10910|tubA COORDS:Chr1_A_fumigatus_Af293:2848155-2850137C 

CCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGG

CAACATCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGA

TCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTC

GTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGAGGGCGCCGAGTTGGTCG

ACCAGGTTATCGATGTCGTCCGTCGTGAGGCTGAAGGCTGTGACTGCCTCCAGGGCTTCCAGGTCACCCA

CTCTCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACTCTTCTGATCTCCAAGATCCGTGAGGAGTTCCCC

GACCGTATGATGGCGACCTTCTCCGTTGTTCCCTCCCCCAAGGTTTCCGACACTGTCGTTGAGCCTTACA

ACGCTACCCTCTCCGTTCACCAGCTCGTTGAGCACTCCGATGAGACCTTC 

 

>XM_001210373.1 Aspergillus terreus NIH2624 tubulin beta chain (ATEG_00287) 

CCTCCAGCTCGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTC 

CTCGTTGACCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCG 

ACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCATTACACCGAGGGTGCCGA 

GCTCGTCGACCAGGTTGTCGATGTTGTTCGTCGCGAGGCTGAGGCTTGCGACTGCCTCCAGGGTTTCCAG 

ATCACCCACTCTCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTTATCTCCAAGATCCGTGAGG 

AGTTCCCCGACCGCATGATGGCCACCTTCTCCGTCGTTCCCTCTCCCAAGGTCTCCGACACCGTGGTTGA 

GCCTTACAACGCCACCCTTTCCGTCCACCAGCTCGTTGAGCACTCCGACGAGACCTTTTGTATCGACAAC 

>M38265.1 A.flavus beta-tubulin gene, complete cds 

TACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAAT 

TTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCT 

CGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCT 

TCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGA 

GGGTGCCGAACTTGTTGACCAGGTTGTCGATGTTGTCCGTCGCGAGGCTGAGGGCTGCGACTGCCTCCAG 

GGTTTCCAGATTACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACTCTCCTGATCTCCAAGA 

TCCGTGAGGAGTTCCCCGACCGTATGATGGCCACCTACTCCGTTGTCCCCTCCCCCAAGGTCTCCGACAC 

CGTTGTTGAGCCCTACAACGCCACTCTTTCCGTCCACCAGCTTGTTGAGCACTCCGACGAGACCTTCTGT 

>MG701893.1 Aspergillus niger culture CBS:513.88 beta-tubulin gene 

AAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAA 

CGTCTACTTCAACGAGGTGAGATCCATCGGACCTTGGCTTTTTCACGACAATATCATCAATGTCCTAATC 

ACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTCCTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATG 

GACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTG 

CTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTGCCGAGTTGGTCGACCAGGTTGTCGACGTTGT 

CCGCCGTGAGGCCGAGGCTTGCGACTGCCTCCAGGGTTTCCAGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACC 

GGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTGATCTCCAAGATCCGTGAGGAGTTCCCCGACCGTATGATGGCCACCT 

TCTCCGTTGTTCCCTCCCCCAAGGTCTCCGACACCGTTGTTGAGCCTTACAACGCCACTCTCTCCGTCCA 

    CCAGCTCGTTGAGCACTCCGACGAGACCTTCTGTATCGACAACGAGGTATGATTCCAGACCCAGCACAAG 

>FJ608381.1 Aspergillus tubingensis strain 2126 beta-tubulin mRNA, partial  

GAGTTGGTCGACCAGGTTGTCGACGTTGTCCGCCGTGAGGCCGAGGCTTGCGACTGCCTCCAGGGTTTCC 

AGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACCCTCCTGATCTCCAAGATCCGTGA 

GGAGTTCCCCGACCGTATGATGGCCACCTTCTCCGTTGTCCCCTCCCCCAAGGTCTCCGACACCGTTGTT 

GAGCCTTACAACGCCACTCTCTCCGTCCACCAGCTCGTTGAGCACTCCGACGAGACCTTCTGTATCGACA 

ACGAGGCTCTGTACGACATCTGCATGCGCACCCTCAAGCTCTCCAACCCCTCTTACGGTGACCTGAACCA 

CCTGGTCTCTGCCGTCATGTCCGGTGTGACCACTTGCCTCCGTTTCCCTGGCCAGCTCAACTCCGACCTC 

CGCAAGCTGGCTGTCAACATGGTTCCTTTCCCTCGT 

7. ábra: Aspergillus HRM amplikonok in silico vizsgálata Az NCBI adatbázisban az Aspergillus 

fumigatus, A. terreus, A. flavus, A. niger és A. tubingensis szekvenciákat voltak megtalálhatóak. Az 

összehasonlítások során az A. fumigatus (Af 293) tekintettük referencia szekvenciának. A forward primerek 

pozícióját zöld, a reverz primerek pozícióit piros szín jelzi. Az amplikonokban fellelhető szekvencia 

eltéréseket fekete alapon fehér betűszín emeli ki. Az A. tubingensis referencia szekvenciában csak az egyik 

primerpár (ASP1) volt azonosítható. 
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>XM_019475058.1 Candida albicans SC5314 beta-tubulin (TUB2), partial mRNA 

GGTGGTACTGGTTCTGGTATGGGTACTTTGTTGATTTCTAAAATTAGAGAAGAATTCCCTGATAGAATGA 

TGGCCACTTTTTCTGTTGTCCCATCACCAAAAGTTTCCGATACCGTTATTGAACCATATAACGCTACTTT 

ATCAGTCCATCAATTGGTTGAAAACTCTGATGAAACTTTCTGTATTGATAATGAAGCCTTGTACAATATT 

TGTCAAAACACTTTGAAATTACCACAACCATCTTATGCTGAATTGAACAATTTGGTTTCTTCTGTCATGT 

CTGGTGTTACTACTTCTTTACGTTATCCAGGTCAATTGAATTCCGATTTAAGAAAATTGGCAGTCAATTT 

 

>XM_002550030.1 Candida tropicalis MYA-3404 tubulin beta chain (CTRG_04373), 

partial mRNA 

ATGGGTACCTTGTTAATTTCTAAAATCAGAGAAGAATTCCCAGATAGAATGATGGCTACTTTTTCTGTTG 

TTCCATCTCCAAAAGTCTCTGATACTGTTATCGAACCATATAATGCCACCTTATCTGTTCATCAATTAGT 

TGAAAACTCCGATGAAACATTCTGTATTGATAACGAAGCTTTGTATAATATTTGTCAAAAAACCTTGAAA 

TTACCACAACCATCATACGTTGAATTAAACAACTTGGTTTCGTCTGTCATGTCTGGTGTCACTACTTCCT 

TGCGTTACCCAGGTCAATTGAACTCTGATTTGAGAAAATTGGCTGTCAACTTGGTTCCATTCCCAAGATT 

 

>CR380957.2:1253221-1253761 Candida glabrata strain CBS138 chromosome K 

complete sequence 

AACCATGAAGAAATGCAGTCTTGGGAAAGGAACCAAGTTGACGGCCAGTTTCCTCAGATCGGAGTTCAAT 

TGACCTGGGTAACGTAGAGAGGTGGTAACACCAGACATAACACTTGACACAAGATTATTTAGGTCATTGT 

AAGATGGTTGATTCAACTTCAAAGTTGTTTGGCAAATTTCGTATAGAGCCTCGTTATCGATACAGAAAGT 

TTCATCTGAGTACTCGACTAATTGGTGAACAGACAGAGTGGCGTTATATGGTTCGACAACAGTGTCAGAA 

GTCTTTGGAGATGGCAAGACTGAGAATGTTGCCATCATTCTATCAGGAAATTCTTCTCTGATTCTAGATA 

 

>XM_002416698.1 Candida dubliniensis CD36 beta tubulin, putative (CD36_00640), 

GGTGGTACTGGTTCTGGTATGGGTACTTTGTTGATTTCTAAAATTAGAGAAGAATTTCCTGATAGAATGA 

TGGCTACATTTTCTGTTGTCCCTTCACCAAAAGTTTCTGATACAGTTATTGAACCATATAACGCTACATT 

ATCAGTTCATCAATTGGTTGAAAATTCTGATGAAACTTTCTGTATTGATAATGAAGCCTTGTATAACATT 

TGTCAAAACACTTTGAAATTACCACAACCATCTTATGCTGAATTGAATAATTTGGTTTCATCTGTCATGT 

CTGGTGTTACTACTTCTTTACGTTATCCAGGTCAATTGAATTCCGATTTAAGAAAATTAGCCGTCAATT 

8. ábra: Candida HRM amplikonok in silico vizsgálata Az NCBI adatbázisban a Candida albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata és C, dubliniensis szekvenciákat találtuk meg. Az összehasonlítást az C. albicans 

(SC5314) szekvenciához viszonyítva végeztük. A forward primerek pozícióját zöld, a reverz primerek 

pozícióit piros szín jelzi. Az amplikonokban található szekvencia eltéréseket fekete alapon fehér betűszínnel 

emeltük ki. 

Az Aspergillus fumigatus (Af293) esetében 80- (ASP2) illetve 100 bázispár (ASP1) 

hosszúságúak az amplifikált szakaszok. Ehhez viszonyítva, az adatbázisban elérhető többi 

Aspergillus fajnál nem csak magában a szekvenciában, de az amplikonok hosszában is jelentős 

különbségek láthatók. A Candida albicans (SC5314) referencia gombatörzs β-tubulin génjének 

egy 202 bázispáros szakaszára terveztük a primereket, amelyet in silico vizsgálattal azonosítottunk 

a C. glabrata, C. tropicalis és C. dubliniensis fajokban. Legnagyobb szekvencia eltérés a C. 

glabrata szekvenciájában volt megfigyelhető. Az adatbázis lefedettsége hiányos volt, ezért több a 

HRM PCR módszerünkkel kimutatott Candida faj (C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii) 

génszekvenciájáról nem volt található információ. 
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6.2 Optimális HRM PCR reakcióparaméterek 

A HRM PCR reakcióparaméterek optimalizálása A. fumigatus (Af293) illetve C. albicans 

(ATCC 10231) referencia törzsekkel történt. A kísérletek során meghatároztuk a megfelelő MgCl2 

és primer koncentrációkat, illetve az anellációs hőmérsékletet, amelyek eredményét a 9. ábra 

szemlélteti.  

A MgCl2 koncentráció kalibrálásakor elsődleges szempont volt, hogy az amplifikációs görbék 

alacsony Cq értéket és magas plató fázist mutassanak, ugyanakkor a HRM analízis során az 

olvadási csúcsok fluoreszcencia intenzitása is a lehető legmagasabb legyen. Alacsony MgCl2 (0,5-

1,5 mM) jelenlétében nem tapasztaltunk amplifikációt. Az Aspergillus HRM esszé esetében 2-2,5 

mM MgCl2 alkalmazásakor a többi koncentrációhoz (3-3,5 mM) mérten alacsonyabb amplifikációs 

hatékonyságot ezáltal magasabb Cq értékeket figyeltünk meg. Az Aspergillus HRM kísérletek 

során megállapítottuk, hogy mind az amplifikációs görbék, mind pedig az olvadási görbék 

tekintetében a 3 mM MgCl2 bizonyult a legmegfelelőbbnek. A Candida HRM esszé vizsgálatakor 

szintén 3,5 mM MgCl2 jelenlétében kaptuk a legmagasabb olvadási csúcsot, azonban az 

amplifikáció 2 mM MgCl2-nál volt a leghatékonyabb, mert itt kaptuk a legalacsonyabb 

ciklusszámot, ezért végül ezt tekintettük optimálisnak. 

Az anellációs hőmérsékletet tekintve szintén az amplifikációs görbék voltak a mérvadók. Az 

Aspergillus gombafajokkal végzett kísérletek során az 58 ℃-os anellációs hőmérséklet tűnt 

optimálisnak, de keresztreakciót tapasztaltunk más gombafajokkal, így azt 62 ℃-ra megemeltük. 

A két anellációs hőmérséklet között kevesebb, mint 1 ciklus különbség volt, ezért az amplifikációs 

hatékonyságra ez a változtatás nem volt jelentős hatással. Emellett az olvadási görbék lefutása 

mindkét esetben szinte teljesen megegyezett, ezért feltételezzük, hogy az olvadási csúcsokban sem 

mérhető jelentős eltérés. A Candida HRM esszé vizsgálatakor alkalmazott anellációs 

hőmérsékletek az 55-68 ℃-os tartományban egymáshoz közeli amplifikációs görbéket mutattak, 

azonban 55-58 ℃ mellett keresztreakciót tapasztaltunk, ezért a 60 ℃-os anellációs hőmérsékletet 

tekintettük megfelelőnek. A HRM analízis során kapott olvadási görbékben nem találtunk olyan 

különbségeket, mint amelyet az Aspergillus HRM esszé vizsgálatakor tapasztaltunk.  

A primer koncentráció változtatása nem volt jelentős hatással az olvadási görbékre, közel 

azonos olvadási hőmérsékleteket mértünk, ellenben az amplifikációs görbék fluoreszcencia 

intenzitásában (plató fázis) figyeltünk meg különbségeket. Ez alapján megállapítottuk, hogy az 
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Aspergillus esszé hatékonysága 0,2-0,2 µM koncentrációjú primerek 1:1 arányú alkalmazásakor 

volt a legjobb. A Candida esszé esetén 0,4 µM primer koncentráció bizonyult optimálisnak. 

 

9. ábra: A HRM PCR esszék reakcióparamétereinek optimalizálását összefoglaló PCR kísérleteket 

(Roche LightCycler® 96 ) eredményei 
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Az Aspergillus- és Candida HRM PCR reakciókhoz használt optimális reagens mennyiségeket és 

PCR hőmérsékleti protokollokat a 4. táblázat foglalja össze. Az amplifikáció extenziós 

szakaszában végpontos mérést végzünk, ezzel lehetőségünk van az amplikonok és a mintában 

található gomba DNS mennyiségének meghatározására. Az olvadáspont analízisre az amplifikációt 

követően kerül sor, a reakcióközeget fokozatosan melegítve folyamatos méréssel monitorozzuk a 

fluoreszcens festék felszabadulását, és az amplikonok denaturációját. Az eredmények kiértékelését 

az Aspergillus kísérleteknél kizárólag LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, 

Svájc) szoftverrel, a Candida PCR kísérletek esetében pedig mindig az aktuális PCR készülék 

(LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler® Nano) dedikált kiértékelő programjával 

végeztük.  

4. táblázat: HRM PCR reakciók összetétele és alkalmazott hőmérsékleti paraméterek 

HRM PCR reakciók összetétele 

PCR reagens Aspergillus HRM PCR Candida HRM PCR 

Roche 

LightCycler® 480 

high resolution 

melting master 

mix 

10 µl 5 µl 

MgCl2 2.4 µl (3mM) 1 µl (2mM) 

Primerek 0,5-0,5 µl (0,5-0,5µM) 1 µl (0,5µM) 

DNS templát 6,6 µl (5ng/ µl) 3 µl (5ng/ µl) 

Reakció 

végtérfogat 
20 µl 10 µl 

HRM PCR hőmérsékleti protokollok 

PCR program 

Aspergillus  

HRM PCR protokoll 

Candida  

HRM PCR protokoll 

Hőmérséklet Idő Hőfokváltás  Hőmérséklet Idő Hőfokváltás 

Kezdeti denaturáció 

 95 ℃ 
10 

perc 
4,4 ℃/mp 95 ℃ 

10 

perc 
4,4 ℃/mp 

Amplifikáció (50 ciklus) 

Denaturáció 95 ℃ 10 mp 4,4 ℃/mp 95 ℃ 10 mp 4,4 ℃/mp 

Anelláció 62 ℃ 15 mp 2,2 ℃/mp 60 ℃ 10 mp 2,2 ℃/mp 

Extenzió (mérés 

1) 
72 ℃ 10 mp 4,4 ℃/mp 72 ℃ 10 mp 4,4 ℃/mp 

Olvadási program 

Denaturáció 95 ℃ 60 mp  95 ℃ 15 mp  

DNS duplex 

képzés 
40 ℃ 60 mp  40 ℃ 15 mp  

Olvadás (mérés 2) 65-95 ℃   45-97 ℃   
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6.2.1 HRM PCR amplikonok validálása a meghatározott reakcióparaméterekkel 

 A Candida HRM PCR primerek target régióhoz való specifikus kötődését agaróz 

gélelektroforézissel igazoltuk (10. ábra). A gélképen mind a hét vizsgált Candida fajhoz tartozó 

PCR termék esetében egy jól körülhatárolt DNS sávot kaptunk, és méretük a 300 bázispáros 

fragmenshossz tartományba esett, hasonlóan az in silico analízis során meghatározott 

amplikonhosszokkal (281 bp). Aspecifikus termékképződés a gélképen nem volt látható. 

 

 

 

 

 

 

10. ábra: Candida HRM PCR amplikonok agaróz 

gélképe. Minden faj esetén a 300 bp-os 

fragmenshossz tartományban egy jól látható sávot 

kaptunk, aspecifikus termékképződés nem volt 

tapasztalható. 

Az Aspergillus HRM PCR reakcióban két primerpárral (ASP1, ASP2) egyidejűleg szaporítunk 

fel két β-tubulin génszakaszt, ezért indokoltnak tartottuk a módszerrel kimutatott Aspergillus 

fajokhoz tartozó PCR termékek szekvenciájának meghatározását. Ezt kapilláris szekvenálással 

végeztük, melynek eredményét a 11. ábra foglalja össze. Az ASP1 primerekkel amplifikált DNS 

szakaszok átlagos hossza 139,5 ± 1,05 bázispár volt a detektált Aspergillus fajtól függően. A PCR 

reakciók során keletkező amplikonok becsült olvadási hőmérséklete 83,8 – 85,3℃ közötti 
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hőmérséklettartományba esett. Az ASP2 primerek esetében megfigyelt PCR termékek átlagos 

hossza 132 ± 5,97 bázispár volt, és azok becsült olvadási hőmérséklete 79 – 82,2℃ közé esett. A 

meghatározott szekvenciák megegyeztek az NCBI adatbázisban fellelhető referencia 

szekvenciákkal, így igazoltuk, hogy az alkalmazott primerpárok specifikusak a felsokszorozni 

kívánt β-tubulin génrégiókra. Eredményeink alapján ugyanakkor azt is megállapítottuk, hogy a 

vizsgált Aspergillus fajokhoz tartozó célszekvenciák kellően diverzek és azok olvadási 

hőmérséklete megfelelő mértékű eltérést mutat ahhoz, hogy a HRM PCR módszerrel faji szinten 

elkülöníthetőek legyenek.  

 

11. ábra: Aspergillus HRM PCR amplikonok szekvenciái. A PCR reakciók során sokszorosított 

célszekvenciák fajonként külön színnel jelölve a következők: A. fumigatus (piros), A. lentulus (kék), A. 

terreus (zöld), A. flavus (narancs), A. niger (sárga), A. tubingensis (szürke). A fajok közötti 

szekvenciaeltéréseket fekete háttérszín jelzi. 
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6.3 Az Aspergillus HRM PCR olvadási görbék jellemzése 

A HRM analízis során az ASP1-ASP2 amplikonokat jellemző, egymással nem átfedő 

fajspecifikus kettős olvadási csúcsokat azonosítottunk, melyek alapján képesek vagyunk 

megkülönböztetni az A. fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. tubingensis és A. 

welwitschiae gombafajokat. Az ASP2 olvadási doménre kisebb fluoreszcencia intenzitás és 

alacsonyabb olvadási hőmérséklettartomány (81-85,60℃) jellemző, összehasonlítva az ASP1 

olvadási doménnel (85,61-89℃) (12. ábra).  

12. ábra: Olvadási görbe mintázatok az Aspergillus típustörzseken. 12/A: ASP1-ASP2 olvadási görbék, 

12/B: A vizsgált Aspergillus fajokra jellemző heteroduplex olvadási csúcsok.  

Az Aspergillus fajokra jellemző teljes olvadási spektrum (81-89℃) összesen hat olvadási 

klaszterre osztható, melyek közül három klaszter foglalja magába az ASP1 domén olvadási csúcsait 

(Tm: 85,61 – 89℃), további három klaszter pedig az ASP2 doménhez tartozó olvadási csúcsokat 

(Tm:81.00 - 85.60℃) (13. ábra).  

 

 

 

A 

B 

Klaszter 1 

Klaszter 4 

Klaszter 5 

Klaszter 6 

Klaszter 3 

Klaszter 2 
ASP2 domén A. welwitschiae 

ASP2 domén A. fumigatus 

ASP1 domén A. fumigatus 

ASP1 domén A. lentulus 

ASP1 domén A. flavus 

ASP1 domén A. niger 

ASP1 domén A. welwitschiae 

 

ASP1 domén A. terreus 

ASP2 domén A. terreus 

ASP2 domén A. lentulus 

ASP2 domén A. flavus 

 

ASP2 domén A. niger 

Csúcs_2 Csúcs_2 Csúcs_2 

Csúcs_2 Csúcs_2 

Csúcs_2 

Csúcs_1 Csúcs_1 

ASP2 domének ASP1 domének 

82,5℃ 

84,05℃ 

82,15℃ 83,10℃ 

86,80℃ 86,72℃ 

87,55℃ 
88,17℃ 

Csúcs_1 

84,13℃ 

Csúcs_1 

84,79℃ 

Csúcs_1 

Csúcs_1 
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Színkód Aspergillus gombatörzs 
Min. érték 

(°C) 

25th 

percentilis 

(°C) 

Medián 

(°C) 

75th 

percentilis 

(°C) 

Max. érték 

(°C) 

ASP1 A. fumigatus (Af293) 86,63 86,68 86,73 86,81 86,83 

ASP1 A. fumigatus klinikai izolátumok 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 izolátumok 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 izolátumok 87,80 87,84 87,89 88,13 88,21 

,ASP1 A. flavus (NRRL 11611) 87,22 87,28 87,42 87,57 87,61 

ASP1 A. flavus klinikai izolátumok 87,07 87,10 87,16 87,37 87,44 

ASP1 A. niger (CBS 11.346) 87,36 87,40 87,43 87,47 87,49 

ASP1 A. niger klinikai izolátumok 87,42 87,44 87,50 87,53 87,55 

ASP1 A. welwitschiae klinikai izolátumok  87,28 87,35 87,43 87,49 87,50 

ASP1 A. tubingensis (CBS 134.48) 83,02 83,05 83,08 83,10 83,13 

ASP1 A. tubingensis klinikai izolátumok 83,00 83,01 83,06 83,15 83,27 

ASP2 A. fumigatus (Af293) 82,12 82,43 82,56 82,61 82,67 

ASP2 A. fumigatus klinikai izolátumok 81,92 82,08 82,15 82,53 82,58 

ASP2 A. lentulus (CBS 117885) 84,21 84,25 84,31 84,35 84,36 

ASP2 A. lentulus klinikai izolátumok 84,23 84,30 84,33 84,37 84,48 

ASP2 A. terreus (FGSC A1156) 84,20 84,47 84,64 84,80 84,90 

ASP2 A. terreus klinikai izolátumok 84,04 84,28 84,50 84,70 84,81 

ASP2 A. flavus (NRRL 11611) 83,97 84,04 84,15 84,41 84,46 

ASP2 A. flavus klinikai izolátumok 83,99 84,06 84,22 84,40 84,46 

ASP2 A. niger (CBS 11.346) 82,70 82,79 82,90 82,97 83,00 

ASP2 A. niger klinikai izolátumok 82,97 83,03 83,10 83,17 83,29 

ASP2 A. welwitschiae klinikai izolátumok 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 izolátumok 87,66 87,68 87,72 87,76 87,85 

13. ábra: A vizsgált Aspergillus fajokra jellemző ASP1-ASP2 olvadási hőmérséklettartományok. Hat 

különböző klasztert különítettünk el az ASP1-ASP2 amplikonokhoz tartozó olvadási hőmérsékletek alapján. 

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 jellemző hőmérséklettartományok a következők: klaszter_1 (81,00-

82,72℃); klaszter_2 (82,73-83,61℃); klaszter_3 (83,62-85,60℃); klaszter_4 (85,61-87,10℃); 

klaszter_5 (87,11-87,64℃); klaszter_6 (87,65-89,00℃). Az ASP1-ASP2 klaszterek kombinációja 

alapján egyedi kétszámjegyű kód rendelhető az egyes Aspergillus fajokhoz, amely alkalmas azok 

elkülönítésére: 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. táblázat). 

5. táblázat: Az ASP1-ASP2 doméneken belüli klasztermegoszlások, és az olvadási klaszterek 

hőmérséklettartománya alapján az Aspergillus fajokhoz rendelt kétszámjegyű azonosító kódok 

   Vizsgált Aspergillus klinikai 

gombatörzsek 

Átlag Tm (SD) 

 Kód 
ASP2 olvadási tartomány (81,00 – 85,50C) ASP1 olvadási tartomány (83,61 – 89,00C) 

Klaszter_1 

81,00-

82,72℃  

Klaszter_2 

82,73-

83,61℃ 

Klaszter_3 

83,62-85,60℃ 
Klaszter_4 

85,61-87,10℃ 
Klaszter_5 

87,11-87,64℃ 
Klaszter_6 

87,65-89,00℃ 

A. terreus (SZMC 2414) - - 84,130,04 - - 88,100,04 3 6 

A. terreus (SZMC 2424) - - 84,350,04 - - 87,840,04 3 6 

A. terreus (SZMC 2460) - - 84,600,13 - - 87,840,04 3 6 

A. terreus (SZMC 22546) - - 84,040,05 - - 88,190,04 3 6 

A. terreus (SZMC 22547) - - 84,900,07 - - 87,840,06 3 6 

A. terreus (SZMC 22548) - - 84,880,06 - - 87,810,05 3 6 

A. terreus (SZMC 22549) - - 84,790,05 - - 88,170,04 3 6 

A. fumigatus (SZMC 2504) 82,180,07 - - 86,810,05 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 2490) 82,070,08 - - 86,750,07 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 2486) 82,220,08 - - 86,840,07 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 22550) 82,170,09 - - 86,770,06 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 22551) 82,080,06 - - 86,720,03 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 22552) 82,130,04 - - 86,770,05 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 22553) 82,120,07 - - 86,750,09 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 22554) 82,180,10 - - 86,790,08 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 3111) 81,850,09 - - 86,400,09 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 3109) 82,120,09 - - 86,710,06 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 3100) 82,070,10 - - 86,630,14 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 3117) 82,070,15 - - 86,660,12 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 3106) 81,990,10 - - 86,600,05 - - 1 4 

A. fumigatus (SZMC 3104) 81,980,04 - - 86,580,03 - - 1 4 

A. lentulus (SZMC 3118) - - 84,360,11 86,820,08 - - 3 4 

A. lentulus (SZMC 3123) - - 84,320,05 86,790,06 - - 3 4 

A. lentulus (SZMC 20911) - - 84,100,05 87,030,06 - - 3 4 

A. flavus (SZMC 22583) - - 84,120,07 - 87,240,08 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22582) - - 84,120,07 - 87,240,08 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22581) - - 84,160,10 - 87,270,05 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22580) - - 84,100,06 - 87,470,07 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22579) - - 84,060,10 - 87,120,09 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22578) - - 84,030,06 - 87,450,05 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22577) - - 84,160,11 - 87,580,06 - 3 5 

A. flavus (SZMC 22575) - - 84,050,12 - 87,480,14 - 3 5 

A. niger (SZMC 3119) - 83,010,06 - - 87,520,06 - 2 5 

A. niger (SZMC 3108) - 83,070,10 - - 87,350,12 - 2 5 

A. welwitschiae (SZMC 2402) 82,260,30 - - - 87,350,12 - 1 5 

A. welwitschiae (SZMC 23407) 82,370,11 - - - 87,380,11 - 1 5 

A. welwitschiae (SZMC 23406) 82,480,05 - - - 87,480,04 - 1 5 

A. welwitschiae (SZMC 23408) 82,480,05 - - - 87,450,05 - 1 5 

A. tubingensis (SZMC 2758) - 83,050,03 - - - 87,770,06 2 5 

A. tubingensis (SZMC 3127) - 83,110,02 - - - 87,710,06 2 5 
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Vizsgáltuk a fajokhoz tartozó ASP1-ASP2 olvadási doméneket a heteroduplexeken belüli 

csúcstávolságok függvényében (14. ábra). A grafikonon két nagyobb csoport különíthető el. Az 

első csoportba (Csoport 1) az Aspergillus fumigatus, A. niger, A. welwitschiae és A. tubingensis 

fajok tartoznak, melyek olvadási csúcshőmérsékleteit leíró pontok szemmel láthatóan jól 

elkülönülnek egymástól. A második csoportot (Csoport 2) az Aspergillus terreus, A. flavus és A. 

lentulus fajok alkotják, melyek között kisebb távolság figyelhető meg. Az A. lentulus gombafaj 

esetében néhány kiugró érték átfedést mutatott az A. flavus gombatörzsekkel. Ennek feltehetően 

mérési hiba lehetett az oka, mert az A. lentulus csoport középpontja egyértelműen elkülönül az A. 

falvus értékeitől. 

 

14. ábra: Az Aspergillus olvadási csúcsok háromdimenziós megoszlása az olvadási hőmérsékletek és 

az ASP1-ASP2 domének távolsága alapján. Az Aspergillus HRM esszé sajátossága, hogy két olvadási 

görbe alapján történik a fajazonosítás, ezáltal számításba vehető a két olvadási csúcs abszolút távolsága is, 

így valamelyest növelhető a módszer megbízhatósága. Ez különösen hasznos lehet olyan esetekben, amikor 

az olvadási hőmérsékletek eltolódnak, emiatt az eredmény bizonytalan. Az ábrán ugyanakkor 

megfigyelhető, hogy a fajokat reprezentáló pontok két fő csoportra oszlanak, így redukálható a lehetséges 

fajok száma. Például, amennyiben a kapott olvadási hőmérsékletek az első csoportban foglalnak helyet 

(Csoport 1), biztosan kizárható, hogy A. lentulus, A. flavus vagy A. terreus található a mintában.   
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6.4 A Candida HRM PCR olvadási görbék jellemzése 

Eredményeink alapján elmondható, hogy a Candida HRM PCR esszé alkalmas hét Candida faj 

genetikai azonosítására az amplikonok közötti olvadási hőmérséklet-különbségek alapján (15. 

ábra). Legalacsonyabb olvadási hőmérsékletet a Candida dubliniensis esetében figyeltünk meg, 

melyet növekvő sorrendben a C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. 

guilliermondii és C. glabrata követtek. A HRM analízis során meghatározott normalizált olvadási 

görbék kinetikája (15/A. ábra) és az olvadási csúcsok (15/B. ábra) fajspecifikusnak bizonyultak, 

amely eredményt a differencia grafikon is alátámasztotta (15/C. ábra). 

 

15. ábra: Candida fajokhoz tartozó olvadási görbe mintázatok (Roche LightCycler® 96 készülék). A 

normalizált olvadási görbék kinetikája (A), az olvadási csúcsok (B) és a differencia görbék (C) 7 db 

elkülönülő fajspecifikus olvadási klasztert mutattak. A fajonként meghatározott olvadáspontok növekvő 

sorrendben: C. dubliniensis, C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. 

glabrata. 
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A Candida HRM esszét három PCR készülékre (Roche LightCycler® 96, Roche LightCycler® 

Nano, Roche LightCycler® 2.0) optimalizáltuk. Mindhárom PCR platformon sikerült reprodukálni 

a fajokra jellemző Candida olvadási mintázatokat. A készülékek közti technológiai különbségek 

miatt negatív (LightCycler® 2.0) vagy pozitív (LightCycler® Nano) irányú hőmérséklet eltolódást 

tapasztaltunk, ezért szükséges volt a HRM analízis során meghatározott referencia értékek 

újrakalibrálása (16. ábra).  

 

Faj 

Olvadási hőmérséklettartományok PCR készülékenként 

Light Cycler® 2.0 LightCycler® 96 LightCycler® Nano 

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

C. guilliermondii 79,76-79,97℃ 80,98-81,28℃ 81,19-81,49℃ 

C. parapsilosis 78,65-79,04℃ 79,92-80,29℃ 80,08-80,38℃ 

C. krusei 78,17-78,41℃ 79,17-79,43℃ 79,70-79,96℃ 

C. albicans 77,61-77,76 ℃ 78,46-78,82℃ 79,03-79,30℃ 

C. tropicalis 77,10-77,50℃ 77,97-78,16℃ 78,77-78,98℃ 

C. dubliniensis 76,45-76,82℃ 77,59-77,90℃ 78,39-78,61℃ 

16. ábra: Candida olvadási hőmérséklettartományok a három PCR készülék esetében. Az ábrához 

tartozó táblázat összefoglalja a különböző Candida típustörzsek és klinikai izolátumok esetében mért 

olvadási hőmérsékleteket.  
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6.5 Esszé keresztreakciók 

Humán genomi DNS jelenlétében nem tapasztaltunk keresztreakciót egyik HRM esszé esetében 

sem, azonban a 11 db nem Aspergillus illetve Candida eredetű gombatörzs és 16 db baktériumtörzs 

vizsgálatakor a következő megállapításokat tettük:  

 Aspergillus HRM PCR esszé: A Candida  típustörzsek (C. albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. dubliniensis) esetében gyenge 

álpozitivitás volt tapasztalható, ugyanakkor magas DNS templát koncentráció ellenére 

is alacsony volt az amplifikációs hatékonyság (Cq> 38). A HRM analízis során a 

Candida fajokhoz tartozó olvadási görbék kinetikája a megszokottól eltérő volt, és az 

amplikonok olvadási hőmérséklete is alacsonyabb volt, mint az Aspergillus fajok 

esetében mért hőmérsékletek (Tm<81℃). Az Aspergillus udagawe és A. viridinutans 

esetében csak egy olvadási csúcsot kaptunk (Tm: 85,38-85,41℃; 86,12-86,17℃). 

Szintén egy olvadási csúcsot tapasztaltunk több Fusarium gombatörzs vizsgálatakor: F. 

napiforme (Tm: 87,61-87,68℃), F. delphinoides (Tm: 87,60℃), F. verticillioides (Tm: 

87,81-87,90℃), F. oxysporum (Tm: 87,30-87,56℃), F. solani (Tm: 87,44-87,57℃), F. 

incarnatum (Tm: 86,31-86,44℃). A két Scedosporium auranticum izolátum esetében 

ugyancsak egy amorf olvadás csúcs volt látható (Tm: 84,11-84,22℃).  

 Candida HRM PCR esszé: Az Aspergillus nemzetség vizsgálatakor az A. fumigatus, A. 

lentulus, A. viridinutans és A. udagawe esetében tapasztaltunk keresztreakciót. Ezek 

olvadási hőmérséklete a Candida fajokra jellemző tartomány felett (Tm: 86,35±0,16℃) 

volt, a kapott olvadási csúcsok nem voltak fajspecifikusak, és egymással átfedést 

mutattak. Amorf olvadási csúcsokat kaptunk a Rhyzopus oryzae (Tm: 77,38℃) és 

Scedosporium auranticum (Tm: 75,73℃) fajok esetében, és nagy mennyiségű DNS 

jelenlétében is igen alacsony amplifikációs hatékonyság volt tapasztalható.  

Az általunk tesztelt baktériumtörzsek (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

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

egyikével sem tapasztaltunk keresztreakciót. 
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6.6 Analitikai szenzitivitás és a HRM módszerek megbízhatósága 

6.6.1 Dinamikus tartomány, detektálási határ (LoD) 

Az Aspergillus referencia törzsek esetében az alsó detektálási határ összességében 3pg DNS 

(102 GE) volt (17. ábra). Kivételt képzett ez alól az Aspergillus tubingensis gDNS panel (LoD: 10 

GE), ugyanakkor a HRM analízis során ebben az esetben csak egy olvadási csúcsot kaptunk, ezért 

ilyen kis koncentrációnál a fajazonosítás a heteroduplex olvadási csúcsok hiányában nem 

megbízható. A PCR reakciók hatékonyságát lineáris regressziós analízissel határoztuk meg. A 

kapott regressziós egyenesek meredeksége a vizsgált fajtól függően -3,1714 és -3,6281 értékek 

közé esett. Az R2 értéke mindegyik Aspergillus faj esetében nagyobb volt, mint 0,99. A reakciók 

hatékonysága (E) az Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus referencia törzseknél volt a 

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

17. ábra: Aspergillus HRM PCR esszé analitikai szenzitivitása (Roche LightCycler® 96 készülék). 

Figyelembe véve az olvadási görbe mintázatokat, a megbízható fajazonosítás alsó határa 102 GE (3 pg DNS) 

volt. 

 

 Aspergillus gDNS PCR panel Y tengelymetszet Meredekség Hatékonyság R2 LoD (GE) 

1. A. fumigatus AF293 44,79 -3,1714 2,07 0,996 102 

2. A. lentulus CBS 117885 46,05 -3,2030 2,05 0,998 102 

3. 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 

6. A. welwitschiae ID35  43,92 -3,5727 1,91 0,99 102 

7. A. tubingensis CBS 134.48 40,67 -3,6166 1,89 0,99 10 
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A Candida HRM PCR esszé szenzitivitását három PCR készüléken is meghatároztuk. A Roche 

LightCycler® 96 és Roche LightCycler® 2.0 készülékek érzékenysége hasonlónak bizonyult az 

általunk vizsgált Candida referencia gombatörzseken, de a Roche LightCycler® Nano készülék 

több Candida faj esetében is csökkent érzékenységet mutatott. A Candida albicans, C. glabrata, 

C. tropicalis és C. krusei fajoknál az alkalmazott PCR készüléktől függetlenül 10 CFU/ml (0,2 

GE/PCR reakció) volt az alsó detektálási határ. Összeségében a Candida parapsilosis esetében 

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

dubliniensis fajoknál pedig eltérő szenzitivitást tapasztaltunk a különböző PCR platformokon. A 

PCR reakciók hatékonysága szinte minden esetben meghaladta az 1,9-es értéket, kivéve a Candida 

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

Candida HRM esszé alsó detektációs határ 

LightCycler® 96 LightCycler® 2.0 LightCycler® Nano 

 LightCycler 96 Y tengelymetszet Meredekség Hatékonyság R2 LoD 

1. C. albicans ATCC 10231 38,65 -3,4862 1,94 1 101 GE 

2. C. glabrata ATCC 90030 38,16 -3,6416 1,88 1 101 GE 

3. C. parapsilosis ATCC 22019 43,80 -3,5915 1,90 1 102 GE 

4. C. tropicalis ATCC 750 40,71 -3,5699 1,91 0,97 101 GE 

5. C. krusei ATCC 6258 38,42 -3,5134 1,93 1 101 GE 

6. C. guilliermondii SZMC 1536 38,86 -3,7270 1,85 0,98 101 GE 

7. C. dubliniensis SZMC 1470 38,04 -3,4714 1,94 1 101 GE 

 LightCycler 2.0 Y tengelymetszet Meredekség E R2 LoD 

1. C. albicans ATCC 10231 40,28 -3,5776 1,90 0,99 101 GE 

2. C. glabrata ATCC 90030 39,55 -3,4841 1,94 0,97 101 GE 

3. C. parapsilosis ATCC 22019 43,80 -3,5915 1,90 1 102 GE 

4. C. tropicalis ATCC 750 39,58 -3,5357 1,92 0,99 101 GE 

5. C. krusei ATCC 6258 43,37 -3,1699 2,07 0,99 101 GE 

6. C. guilliermondii SZMC 1536 38,86 -3,7270 1,85 0,98 101 GE 

7. C. dubliniensis SZMC 1470 41,23 -3,5633 1,91 0,99 101 GE 

 LightCycler Nano Y tengelymetszet Meredekség E R2 LoD 

1. C. albicans ATCC 10231 38,19 -3,5348 1,92 0,99 101 GE 

2. C. glabrata ATCC 90030 40,92 -3,2474 2,03 0,99 101 GE 

3. 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 0,99 101 GE 

5. C. krusei ATCC 6258 43,75 -3,1723 2,07 0,99 101 GE 

6. C. guilliermondii SZMC 1536 41,87 -3,436 1,95 0,99 102 GE 

7. C. dubliniensis SZMC 1470 41,34 -3,457 1,95 0,99 102 GE 

18. ábra: Candida HRM esszé analitikai szenzitivitása a három Roche PCR készüléken 
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6.6.2 Fajazonosítás határa (LoI) 

Alacsony templát DNS mennyiség mellett sem tapasztaltunk jelentős olvadási hőmérséklet 

eltolódást egyik HRM PCR esszé esetében sem. Az Aspergillus olvadási csúcsok a 102 GE 

tartományig a fajokra jellemző heteroduplex mintázatot mutatták (19. ábra). Alacsonyabb templát 

DNS mennyiség mellett az ASP1 olvadási csúcs fluoreszcencia intenzitásának csökkenése volt 

megfigyelhető.  

A. fumigatus Af293 gDNS panel A. lentulus CBS 117885 gDNS panel 

  
A. terreus FGSC A1156 gDNS panel A. flavus NRRL 11611 gDNS panel 

  

A. niger CBS 113.46 gDNS panel A. welwitschiae ID35 gDNS panel 

  

19. ábra: Olvadási csúcsok változása csökkenő templát DNS koncentráció függvényében Aspergillus 

referencia törzseken. Alacsonyabb DNS koncentrációnál az olvadási csúcsok ellaposodása figyelhető meg, 

de az olvadási hőmérsékletekben nem volt eltolódás.
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A Candida HRM PCR esszé használata során nem tapasztaltunk DNS templát koncentrációfüggést 

az olvadási csúcsokban, továbbá hőmérséklet eltolódás sem volt mérhető (20. ábra). A 

fajazonosítás alsó határa (LoI) megegyezett az esszé analitikai szenzitivitásának vizsgálata során 

meghatározott értékekkel. 

C. albicans 

(ATCC10231) 
C. glabrata 

(ATCC90030) 

  
C. krusei 

(ATCC6258) 

C. guillermondii 

(SZMC 1536) 

  

C. parapsilosis 

(ATCC22019) 

C. tropicalis 

(ATCC 750) 

  
C. dubliniensis (SZMC1470) 

 

20. ábra: Candida fajspecifikus olvadási csúcsok fluoreszcencia intenzitásának és a templát DNS 

mennyiségének viszonya. A LoD és LoI értéke megegyezett, koncentrációfüggés nem volt látható. 
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6.6.3 Intra- és interesszé variancia  

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

4 panel) vizsgáltuk. Az ASP1-ASP2 olvadási hőmérsékletek összesített átlagából számított 

intraesszé variancia mind a hét Aspergillus faj esetében 4% alatt volt. Legnagyobb szórást az 

Aspergillus welwitschiae olvadási hőmérsékletében figyeltünk meg (3,15-3,19%). Az interesszé 

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

alapján a teljes variancia szintén alacsony (2,48%) volt (6. táblázat). 

6. táblázat: Aspergillus HRM PCR esszé intra- és inter varianciája klinikai izolátumokon 

 Aspergilus gDNS panel_1  Aspergillus gDNS panel_2 Aspergillus gDNS panel_3  

 ASP1 átlag Tm 

(C) ± (SD)  

ASP2 átlag Tm 

(C) ± (SD) 

ASP1 átlag Tm 

(C) ± (SD) 

ASP2 átlag Tm 

(C) ± (SD) 

ASP1 átlag Tm 

(C) ± (SD) 

ASP2 átlag Tm 

(C) ± (SD) 

A. fumigatus 

klinikai törzsek 
86,69±0,12 82,08±0,12 86,69±0,15 82,06±0,12 86,71±0,11 82,11±0,11 

Összesített átlag  84,39C 84,38C 84,41C 

Standard deviáció ±(2,36C) ±(2,36C) ±(2,34C) 

Intraesszé variancia  2,80% 2,80% 2,78% 

A, lentulus 

klinikai törzsek 
86,82±0,13 84,27±0,17 86,88±0,11 84,18±0,17 86,93±0,13 84,28±0,14 

Összesített átlag 85,56C 85,53C 85,61C 

Standard deviáció ±(1,42C) ±(1,49C) ±(1,46C) 

Intraesszé variancia 1,61% 1,71% 1,7% 

A, terreus 

klinikai törzsek 
87,94±0,19 84,50±0,36 87,97±0,17 84,54±0,34 88,00±0,17 84,54±0,36 

Összesített átlag 86,30C 86,25C 86,27C 

Standard deviáció ±(1,73C) ±(1,80C) ±(1,82C) 

Intraesszé variancia 2,00% 2,09% 2,11% 

A, flavus 

klinikai törzsek 
87,35±0,18 84,15±0,10 87,33±0,15 84,03±0,07 87,42±0,16 84,12±0,05 

Összesített átlag 85,75C 85,68C 85,77C 

Standard deviáció ±(1,66C) ±(1,71C) ±(1,71C) 

Intraesszé variancia 1,94% 1,99% 1,99% 

A, niger 

klinikai törzsek 
87,54±0,04 83,12±0,04 87,47±0,04 83,01±0,05 87,53±0,04 83,07±0,07 

Összesített átlag 85,35C 85,24C 85,3C 

Standard deviáció ±(2,34C) ±(2,38C) ±(2,38C) 

Intraesszé variancia 2,74% 2,79% 2,79% 

A, welwitsciae 

klinikai törzsek 
87,38±0,09 82,38±0,98 87,43±0,11 82,37±0,23 87,46±0,05 82,45±0,07 

Összesített átlag 84,87C 84,90C 85,0C 

Standard deviáció ±(2,67C) ±(2,70C) ±(2,68C) 

Intraesszé variancia 3,15% 3,19% 3,15% 

A, tubingensis 

klinikai törzsek 
87,70±0,04 83,09±0,03 87,74±0,11 83,08±0,06 87, 78±0,03 83,08±0,05 

Összesített átlag 85,40C 85,41C 85,43C 

Standard deviáció ±(2,47C) ±(2,49C) ±(2,51C) 

Intraesszé variancia 2,89% 2,92% 2,94% 

Teljes variancia  2,48% 
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A Candida HRM esszé esetében (7. táblázat) a technikai párhuzamosok és a fajokhoz tartozó 

olvadási hőmérsékletek varianciája egyaránt alacsony volt (0,06-0,21%). Az összesített variancia 

értéke: 0,12%.  

7. táblázat: Candida HRM esszé variancia klinikai gombatörzsek esetében 

Candida klinikai 

törzsek 

Klinikai PCR 

panel_1 

Klinikai PCR 

panel_2 

Klinikai PCR 

panel_3 

Klinikai PCR 

panel_4 

Átlag Tm (°C)±SD Átlag Tm (°C)±SD Átlag Tm (°C)±SD Átlag Tm (°C)±SD 

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% 

Candida glabrata 81,53±0,11 81,47±0,11 81,55±0,12 81,50±0,11 

Intraesszé variancia 0,13% 0,14% 0,15% 0,14% 

Candida 

parapsilosis 
80,23±0,1 80,23±0,13 80,23±0,05 80,22±0,11 

Intraesszé variancia 0,12% 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 0,12% 0,1% 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% 0,1% 

Candida 

guillermondii 
81,14±0,12 81,06±0,09 81,16±0,04 81,09±0,1 

Intraesszé variancia 0,15% 0,11% 0,05% 0,12% 

Candida 

dubliniensis 
77,74±0,12 77,85±0,11 77,62±0,05 77,76±0,16 

Intraesszé variancia 0,15% 0,14% 0,06% 0,21% 

PCR panel 

variancia 
0,14% 0,12% 0,10% 0,13% 

Összesített 

variancia 
0,12% 

Vizsgáltuk a hét Candida referencia törzsön az olvadási hőmérsékletek szórását eltérő DNS 

templát mennyiség (7,5ng-75fg/10µl) jelenlétében. A kapott olvadási hőmérsékletekben minden 

esetben 1% alatti szórást tapasztaltunk, és jelentős eltolódást még az alacsony koncentráció 

tartományokban sem mértünk (8. táblázat). A kalkulált intraesszé variancia ezeken a paneleken 

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

PCR panel gDNS/10 µl  
Std. panel_1 

Tm1 (°C) 

Std. panel_2 

Tm2 (°C) 

Std. panel_3 

Tm3 (°C) 

Tm átlag 

±SD 

Variancia 

(%) 
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7,5 ng 78,49; 78,51 78,71; 78,57 78,68; 78,50 78,57±0,09 0,11 

0,75 ng 78,71; 78,77 78,82; 78,76 78,70; 78,71 78,75±0,05 0,06 

75 pg 78,6; 78,68 78,74; 78,69 78,71; 78,82 78,71±0,06 0,08 

7,5 pg 78,73; 78,85 78,95; 78,84 78,74; 78,68 78,79±0,1 0,13 

0,75 pg 78,92; 78,94 78,94; 78,88 78,66; 78,59 78,82±0,16 0,2 

75 fg 78,77; - 78,93; - 78,76; - 78,82±0,1 0,13 

 
Tm átlag ±SD 78,74±0,14 78,80±0,12 78,70±0,1 

 
Panel_1 variancia (%) 0,2 0,15 0,13 
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7,5 ng 81,42; 81,46 81,43; 81,47 81,42; 81,44 81,44±0,02 0,02 

0,75 ng 81,38; 81,41 81,41; 81,36 81,43; 81,44 81,41±0,03 0,04 

75 pg 81,55; 81,62 81,42; 81,48 81,50; 81,48 81,51±0,07 0,09 

7,5 pg 81,48; 81,57 81,58; 81,55 81,46; 81,53 81,53±0,05 0,06 

0,75 pg 81,39; 81,44 81,66; 81,63 81,54; 81,59 81,54±0,11 0,13 

75 fg 81,57; 81,64 81,64; 81,58 81,62; 81,68 81,63±0,04 0,05 

 
Tm átlag ±SD 81,49±0,09 81,52±0,10 81,51±0,08 

 
Panel_2 variancia (%) 0,11 0,12 0,01 
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7,5 ng 79,92; 79,91 79,89; 79,9 79,98; 80,12 79,95±0,09 0,11 

0,75 ng 80,12; 80,18 80,23; 80,17 80,25; 80,16 80,19±0,05 0,06 

75 pg 80,15; 80,09 79,96; 79,94 80,17; 80,15 80,08±0,1 0,12 

7,5 pg 80,11; 80,13 80,23; 80,15 80,23; 80,17 80,17±0,05 0,06 

0,75 pg 79,93; 79,96 80,12; 80,0 80,09; 80,07 80,03±0,08 0,1 

75 fg -; - -; - -; - - - 

 
Tm átlag ±SD 80,05±0,11 80,06±0,14 80,14±0,07 

 
Panel_3 variancia (%) 0,14 0,17 0,09 
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7,5 ng 78,15; 78,17 78,17; 78,16 78,29; 78,25 78,20±0,06 0,08 

0,75 ng 78,17; 78,13 78,27; 78,19 78,22; 78,28 78,21±0,06 0,08 

75 pg 78,03; 78,08 78,19; 78,13 78,27; 78,22 78,15±0,09 0,12 

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 

 
Tm átlag ±SD 78,16±0,07 78,23±0,08 78,23±0,05 

 
Panel_4 variancia (%) 0,09 0,10 0,06 
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7,5 ng 79,26; 79,28 79,28; 79,27 79,4; 79,37 79,31±0,06 0,08 

0,75 ng 79,34; 79,39 79,28; 79,33 79,32; 79,28 79,32±0,04 0,05 

75 pg 79,45; 79,41 79,31; 79,39 79,45; 79,35 79,39±0,06 0,08 

7,5 pg 79,41; 79,48 79,5; 79,46 79,28; 79,33 79,41±0,09 0,11 

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 

 
Tm átlag ±SD 79,36±0,07 79,36±0,1 79,35±0,06 

 
Panel_5 variancia (%) 0,09 0,13 0,08 
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7,5 ng 81,19; 81,03 81,02; 81,08 81,27; 81,24 81,14±0,11 0,14 

0,75 ng 81,23; 81,33 81,29; 81,28 81,02; 81,14 81,22±0,12 0,15 

75 pg 81,26; 81,34 81,32; 81,34 81,21; 81,33 81,30±0,05 0,06 

7,5 pg 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 

 
Tm átlag ±SD 81,24±0,1 81,23±0,12 81,24±0,12 

 
Panel_6 variancia (%) 0,12 0,15 0,14 
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7,5 ng 77,86; 77,67 77,67; 77,73 77,89; 77,90 77,79±0,11 0,14 

0,75 ng 77,88; 77,99 77,94; 77,93 78,03; 77,95 77,95±0,05 0,06 

75 pg 77,9; 78,05 78,0; 77,98 77,96; 77,93 77,97±0,05 0,06 

7,5 pg 77,89; 78,12 78,21; 78,07 77,92; 78,03 78,04±0,12 0,15 

0,75 pg 77,88; 77,91 78,09; 77,96 78,07; 77,98 78,15±0,47 0,6 

75 fg 77,9; 77,93 77,91; 77,94 77,89; 77,9 77,91±0,02 0,03 

 
Tm átlag ±SD 77,92±0,11 77,95±0,15 77,95±0,06 Összesített variancia (%) a 

standard sorok között: 0,11 Panel_7 variancia (%) 0,14 0,19 0,08 

 
 Std. panel_1  

% C.V.: 0,13 

Std.panel_2  

% C.V.: 0,14 

Std. panel_3  

% C.V.: 0,08 
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6.7 A MycoAnalyzer kiértékelő szoftver 

Kifejlesztésre került egy olyan applikáció (MycoAnalyzer), amely a HRM PCR eredmények 

felhasználóbarát és gyors kiértékelését teszi lehetővé. A program a Tm és a Cq értékek megadását 

követően automatikusan elvégzi a mintában található Aspergillus vagy Candida gombafaj 

azonosítását az előre betáplált referencia értékek alapján. A Candida HRM esszé esetében 

lehetőség van a PCR készülék kiválasztására (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler® 

Nano), ekkor az applikáció figyelembe veszi a hőmérséklet eltolódásokat, amely alapján korrekciót 

végez. Tetszőleges számú minta adható meg, amelyekhez egyedi mintaazonosítók rendelhetők. A 

program a „Submit” gomb lenyomásával indítható, az eredményeket a „Result” oszlopban 

olvashatja le a felhasználó. Sikeres fajazonosítás esetén a mintasor zöld színkódot kap, és a 

program kiírja az azonosított faj nevét. Amennyiben a megadott olvadási hőmérséklet nem szerepel 

a referencia értékek között, a mintasor piros színkódot kap, és „Not identified Aspergillus/Candida 

species” üzenet jelenik meg. Magas ciklusszám (Cq>40) esetében a mintasor sárga színkóddal 

figyelmezteti a felhasználót (21. ábra). 

 

21. ábra: MycoAnalyzer HRM kiértékelő applikáció. Az alkalmazás ezen a linken keresztül tölthető le: 

https://drive.google.com/drive/folders/1cQgfnsW7aVH4d8atIyuE6rAltIcCToy1?usp=sharing 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1cQgfnsW7aVH4d8atIyuE6rAltIcCToy1?usp=sharing
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7.  Megbeszélés 

A humánpatogén gombák gyors és megbízható faji szintű azonosítása napjainkban is komoly 

kihívást jelent a mikrobiológiai diagnosztikai laborok számára. A gombatenyészetek fenotípus 

vagy biokémiai jegyek alapján történő karakterizálása időigényes és komplex feladat, ezért nagy 

igény mutatkozik ezen a területen új, gyors és fajalapú molekuláris diagnosztikai módszerek 

fejlesztése iránt. A gombadiagnosztikában az idő kulcsfontosságú, ugyanis például a 

candidémiához köthető mortalitás a fertőzést követő 12 órában akár 20%-al is növekedhet, 

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

Az invazív mikózisok jelentős százaléka továbbra is az Aspergillus és Candida nemzetségekhez 

köthető, azonban a fő kórokozónak számító Aspergillus fumigatus illetve Candida albicans 

előfordulása csökkenő tendenciát mutat (Salah és mtsai. 2019; Sanches és mtsai. 2019). Az 

invazív gombafertőzések legfőbb rizikófaktora az immunszuppresszió, de a technológiai 

fejlődésnek köszönhető új életmentő orvosi beavatkozások következményeként a gombafertőzések 

száma továbbra is jelentősen növekszik, és egyre több gombafaj kimutatása válik szükségessé 

(Wickes és Wiederhold 2018). Az Aspergillus terreus, amely mára a harmadik leggyakrabban 

előforduló invazív aszpergillózist okozó gombapatogénként ismert, sok esetben elsődleges 

amphotericin B rezisztenciával rendelkezik (Zoran és mtsai. 2018; Posch és mtsai. 2018). Egy 

2004 és 2008 között végzett epidemiológiai tanulmányban megállapították, hogy 5036 

candidémiaval diagnosztizált beteg közül az esetek közel felében (49,6%) non-albicans eredetű 

fertőzést volt kimutatható, amelyek jelentős százalékában Candida glabrata-t azonosítottak 

(Pfaller és mtsai. 2014). A gombafajok eltérő virulenciája és az antifungális szer érzékenységük 

miatt a fajalapú diagnózis kulcsfontosságú (Romero és mtsai. 2019). A Candida nemzetségen 

belül már annyira gyakori az antifungális rezisztencia előfordulása, hogy több faj is szerepel a 

WHO (World Health Organization) és a CDCA (Centers for Disease Control Antibiotic) kockázati 

listáján (World Health Organization 2014; Centers for Disease Control and Prevetion 2019). 

A PCR technikák könnyű kivitelezhetőségük, gyorsaságuk, magas szenzitivitásuk és alacsony 

költségük miatt jól illeszkednek a gombadiagnosztikába (Wickes és Wiederhold 2018). A HRM 

PCR módszereket a szekvenálás alternatívájaként már sikeresen alkalmazzák 

baktériumtenyészetek gyors, költséghatékony faji szintű azonosítására (Tamburro és Ripabelli 

2017). 
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Ph.D. munkám során nagyfelbontású olvadási görbe (HRM) alapú gombadiagnosztikai PCR 

esszék kidolgozásában vettem részt, amelyek 14 klinikailag releváns Aspergillus és Candida 

gombafaj genetikai elkülönítésére bizonyultak alkalmasnak. Ezen módszerek egyik előnye, hogy a 

PCR reakció során keletkező amplikonok egyedi fajspecifikus olvadási mintázata alapján végezzük 

a fajmeghatározást. Emiatt a fajazonosításhoz nincs szükség a génszekvencia pontos ismeretére, és 

nem alkalmazunk szekvencia specifikus próbákat sem.  

In silico vizsgálatokkal az Aspergillus és Candida nemzetségek β-tubulin génjén belül olyan 

régiókat azonosítottunk, amelyek a fajok között kellő mértékű szekvencia eltéréssel rendelkeznek. 

Mindezek alapján a HRM analízisek során fajspecifikus olvadási hőmérséklettartományokat 

határoztunk meg. Az Aspergillus HRM PCR esszé két primerpár alkalmazásával, heteroduplex 

olvadási csúcsok révén különíti el az Aspergillus fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. 

niger, A. welwitschiae és A. tubingensis gombafajokat. A Candida HRM PCR esszé egy 

primerpárral képes az Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. 

guilliermondii, C. dubliniensis gombákat faji szinten beazonosítani. A primerek specificitását 

kapilláris szekvenálással, illetve agaróz gélelektroforézissel kísérletesen igazoltuk. Az esszék in 

vitro standardizálása során összesen 49 Aspergillus- és 42 Candida gombatörzset vizsgáltunk. Az 

Aspergillus duplex HRM PCR esszé validálását Roche LightCycler® 96 készüléken végeztük, a 

Candida HRM esszét három különböző PCR platformon (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, 

LlightCycler® Nano) optimalizáltuk. Statisztikailag igazoltuk, hogy HRM PCR esszéink 

eredményei megbízhatók és jól reprodukálhatóak, jelentős olvadási hőmérséklet eltolódások még 

alacsony DNS koncentráció mellett sem voltak tapasztalhatóak. Az Aspergillus HRM esszé 

esetében meghatározott alsó detektálási limit (LoD) 100 GE, a Candida HRM esszé analitikai 

szenzitivitása (LoD) összességében 10 GE, de a Candida parapsilosis esetén csökkent 

érzékenységet tapasztaltunk (LoD: 100 GE). Ezen felül a LightCycler® Nano készüléken a 

Candida parapsilosis mellett a C. guilliermondii és C. dubliniensis esetében szintén 100 GE volt 

az detektálási határ. 

Az invazív gombás fertőzések kimutatására irányuló gombadiagnosztikai PCR tesztek a vérből 

történő direkt patogén kimutatásra összpontosítanak. Ennek oka egyrészt a módszerhez köthető 

magas szenzitivitás és negatív prediktív érték (amennyiben a beteg nem részesül antifungális 

prophylaxisban), másfelől pedig több tanulmány is alátámasztja, hogy a gomba nukleinsavak előbb 
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jelennek meg a véráramban, mint például a galaktomannán (Cuenca-Estrella és mtsai. 2009; 

Meije és mtsai. 2011). Ez lehetővé teszi az invazív aszpergillózis igazolását még GM pozitivitás 

és a klinikai tünetek megjelenése előtt. Egger és mtsai 2020-ban megjelent közleménye átfogó, 

objektív képet ad ebben a témában, azonban már a klasszikus western-film analógiáját követő cím 

(„Blood Aspergillus: The Good, the Bad and the Ugly”) is találóan szemlélteti, hogy a fent említett 

erősségek mellett a korlátozó tényezőket is figyelembe kell venni. Ezek közül kiemelendő, hogy 

vérminták esetében az antifungális prophylaxis jelentősen csökkenti a PCR tesztek diagnosztikai 

hatékonyságát. A legtöbb egészségügyi centrum amely hematológiai daganatos megbetegedések 

kezelésével foglalkozik, a főbb nemzetközi irányelvek ajánlására az antifungális profilaktikus 

terápiás megközelítést alkalmazza (Cornely és mtsai. 2007; Lenczuk és mtsai. 2018). Az 

antifungális prophylaxis és az intenzív immunszuppresszív terápiák következményeként a nem 

Aspergillus eredetű penészgombák előfordulása egyre gyakoribb a klinikumban. Emiatt fontos, 

hogy a PCR diagnosztikai esszék magas analitikai specificitással rendelkezzenek, és képesek 

legyenek különbséget tenni több Aspergillus faj között, ugyanakkor más penészgombákkal ne 

mutassanak keresztreakciót. Ez azért lényeges, mert a nem Aspergillus eredetű fertőzések eltérő 

antifungális kezelést igényelhetnek, illetve egyes Aspergillus fajok már eleve polién vagy azol 

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

A kereskedelmi forgalomban lévő gombadiagnosztikai PCR tesztek (MycAssay Aspergillus, 

AsperGenius, MycoGenie és SeptiFast PCR) többsége riboszómális lókusz specifikus univerzális 

primereket használnak, viszont az Aspergillus fumigatus és Candida albicans fő gombapatogének 

mellett csak kevés fajt képesek azonosítani. A megkülönböztetett fajok számát tekintve az 

Aspergillus és Candida HRM esszék felülmúlják említett teszteket, ugyanakkor szenzitivitásuk 

alacsonyabb. Éppen ezért elsődleges célunk, a tenyészetek és a hemokultúrákban található 

gombasejtek faji szintű azonosítása. Előzetes eredményként, hemokultúrából és kanül mintából 

már sikeresen azonosítottunk Candida glabrata és C. albicans gombafajokat a Candida HRM 

módszerrel. 

A fajazonosítás mellett az antifungális rezisztenciamechanizmusokhoz köthető génmutációk 

azonosítása is kiemelt fontosságú. A kereskedelmi forgalomban kapható tesztek (AsperGenius, 

MycoGenie) kizárólag a Cyp51A génen belüli azol rezisztencia markerek azonosítására alkalmasak 

(Rath és Steinmann 2018), ugyanakkor például polién (amphotericin B) rezisztenciáról nem 
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adnak tájékoztatást. A HRM módszerek kellően érzékenyek a különböző polimorfizmusok 

kimutatására, és antifungális rezisztens gombatörzsek azonosítására. Az ERG11 génmutációhoz 

köthető azol rezisztens Candida albicans törzsek kiszűrésére már sikeresen alkalmazzák a HRM 

technikát (Caban és mtsai. 2016). A MALDI-TOF tömegspektrometria szintén nagyon gyors és 

hatékony a gombák faji szintű azonosításában, de limitáló tényező, hogy a meghatározás jelenleg 

csak tiszta tenyészetekből lehetséges, ami napokkal is eltolhatja a diagnózist (Clark és mtsai. 

2013). A PCR módszerek előnye, hogy patogén kimutatás közvetlenül a klinikai mintákból (szövet, 

vér, BAL) is lehetséges, azonban a PCR inhibícióból következő álnegatív vagy a környezeti 

kontaminációból adódó álpozitív eredmények ellenőrzésére különösen a gombadiagnosztikai 

esszék esetén különösen nagy gondot kell fordítani (Alanio és Bretagne 2014). Az ubikviter 

gombák esetében gyakoriak a laborkontaminációból eredő álpozitív eredmények (Barnes és White 

2016). Emiatt a DNS kinyerés során használt reagensek tisztaságát megfelelő izolációs kontroll 

beiktatásával ellenőrizzük, és a PCR reakciók esetében is használunk negatív kontrollokat.  

Az Aspergillus és Candida HRM PCR módszerek kidolgozásakor figyelembe vettük a 

költséghatékonyságot, egyszerű kivitelezhetőséget és reprodukálhatóságot a nemzetközi 

irányelveknek megfelelően (Consortium OPATHY és Gabaldón 2019). A gombadiagnosztikai 

HRM PCR módszerek rutin felhasználását támogatva létrehoztam egy online kiértékelő 

alkalmazást (MycoAnalyzer), amely felhasználóbarát módon teszi lehetővé a minták elemzését. A 

dolgozatban leírttól eltérő mintafeldolgozás vagy PCR készülék alkalmazása esetén az olvadási 

hőmérséklet eltolódása miatt szükséges referencia gombatörzsekkel a rendszer újra kalibrálása. 

Ebben az esetben azonban a MycoAnalyzer szoftver nem alkalmazható az eredmények 

kiértékeléséhez. A HRM PCR teszt jól kombinálható más diagnosztikai módszerekkel is anélkül, 

hogy a költségeket jelentősen megemelné.  

Távlati terveink között szerepel a HRM esszék tesztelése betegekből izolált 

gombatenyészeteken, hemokultúrákon, kanül- és katéter mintákon. Emellett tervezzük a 

multirezisztens Candida auris olvadási mintázatának meghatározását a Candida HRM esszével.  

Összefoglalva úgy gondoljuk, hogy az általunk kifejlesztett Aspergillus és Candida HRM PCR 

esszék olyan alternatívát nyújthatnak a mikrobiológiai laboratóriumok számára, amely lehetővé 

teszi klinikai jelentőségű gombapatogének egyszerű, gyors és költséghatékony faji szintű 

azonosítását.   
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8.  Összefoglalás 

Célunk olyan HRM PCR gombadiagnosztikai esszék kifejlesztése és optimalizálása volt, 

amelyek klinikailag jelentős Aspergillus és Candida gombafajok genetikai megkülönböztetését 

teszik lehetővé. A két nemzetség β-tubulin génjén belül in silico olyan diverz szekvenciájú régiókat 

azonosítottunk, melyek egyedi fajspecifikus genetikai ujjlenyomatként szolgáltak a HRM analízis 

során. Ennek alapján sikerült referencia olvadási hőmérsékleti tartományokat meghatároznunk az 

Aspergillus fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. welwitschiae, A. tubingensis, 

és egy második esszé alkalmazásával a Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii fajok esetében. A módszerfejlesztés 

során a HRM PCR reakcióparamétereket kísérletesen optimalizáltuk, az Aspergillus HRM PCR 

esszét Roche LightCycler® 96 készüléken, a Candida HRM PCR esszét pedig három Roche 

gyártmányú PCR platformon (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LightCycler® Nano) 

validáltuk. 

Az Aspergillus HRM esszé analitikai szenzitivitása összességében 100 GE, a Candida HRM 

esszé érzékenysége ettől jobb, 10 GE volt, kivéve a Candida parapsilosis esetében (LoD: 100 GE). 

A módszer megbízhatóságát a detektálási határ felett kísérletesen és statisztikai módszerrel is 

igazoltuk. A HRM PCR teszt hasznos lehet az in vitro körülmények között lassan növő kriptikus 

gombatörzsek faji szintű azonosításában.  

A rutin felhasználás érdekében teljes diagnosztikai protokollt dolgoztunk ki, a sejtek feltárásától 

a HRM PCR eredmények kiértékeléséig. Az utóbbi tényezőt tekintve fejlesztettük ki a 

MycoAnalyzer online applikációt, amely lehetővé teszi a minták egyszerű és gyors kiértékelését. 

Mindemellett a HRM PCR teszt jól kombinálható más diagnosztikai módszerekkel anélkül, hogy 

a költségeket jelentősen megemelné. 

Tekintve a megkülönböztethető fajok számát, az egyszerű illetve gyors kivitelezhetőséget és a 

költséghatékonyságot, módszerünk rendkívül hasznos lehet mikrobiológiai laboratóriumok 

számára a klinikai Aspergillus és Candida gombatenyészetek faji szintű azonosításában.  
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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 β-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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