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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIDS
ALL
AML
AUC
BAL
BDG
CFU
Cp

CT
DC
DOR
EAPCRI
EBMT
ELISA
EM
EORTC
facC
FAM
FRET
gDNS
GE
GM-EIA
GMS
HL
HRM
IDSA
ISHAM
1A
ITA
ITS
LNA
LNE
LoD
LR
MGB
MM
MSG
NHL
oD
PAMP
PAS
PCR-IC
PCR-NTC
PRR
PV
PTCL
ROls
ROC
Se

Sp

™m

Acquired Immune Deficiency Syndrome: szerzett immunhianyos tiinetegyiittes
Acute Lymphoblastic Leucemia: Akut Limfoblasztos Leukémia

Acute Myeloid Leukemia: Akut mieloid leukémia

Area Under the Curve: gorbe alatti teriilet

Bronchoalveolar Lavage: bronchoalveolaris lavazs

(1,3)-p-D-glucan: (1,3)-p-D-gliikan

Colony Forming Unit: kolonia-képez6 egység

Crossing point: attérési pont

Computed Tomography: komputer tomografia
Dendritic cells: dendritikus sejtek

Diagnostic odds ratio: diagnosztikai esélyhanyados

European Aspergillus PCR Initiative

European Society for Blood and Marrow Transplantation

Enzyme-linked immunosorbent assay: enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalatok
Egyéb malignitasok

European Organisation for Research and Treatment of Cancer

C faktor fehérje génje

6-carboxyfluorescein

Fluorescence Resonance Energy Transfer: Forster-féle rezonancia energia atadas
genomic DNA: genomi DNS

Genomic Equivalent: genomi ekvivalens

Galactomannan enzyme immunoassay: Galaktomannan enzim immunoesszé
Grocott’s methanamine silver stain: Grocott-Gomori féle methenamine eziistfestés
Hodgkin lymphoma: Hodgkin Limfoma

High resolution melting: nagyfelbontast olvadasgorbe analizis

Infectious Diseases Society of America

International Society for Human and Animal Mycology

Invasive aspergillosis: invaziv aszpergillozis

Invaziv tiidddaszpergillozis

Internal transcribed spacer: rRNS géneket 6sszek6té DNS szakaszok
Locked nucleic acid

Lazas neutropénias epizod

Limit of detection: detektacio hatarértéke

Likelihood ratio: valoszintiségi hanyados

Minor groove binder

Myeloma multiplex: Mieloma multiplex

Mycoses Study Group

Non-Hodgkin lymphoma: Non-Hodgkin limfoma

Optical density: optikai denzitas

Pathogen Associated Molecular Patter: patogénekre jellemz6 molekularis mintazat
Periodic acid-Schiff staining: perjodsavas-Schiff festés

PCR inhibiciés kontroll

PCR non-templat kontroll

Pathogen recognition receptor: patogén felismer6 receptor

Predictive value: prediktiv érték

Peripherial T-cell lymphoma: Periférias T-sejtes Limfoma

Reactive oxygen intermediates: reaktiv oxigén gyokok

Receiver operating characteristic

Sensitivity: Szenzitivitas

Specificity: Specificitas

Melting point: DNS molekulak olvadas pontja



2. BEVEZETES

Az Aspergillus nemzetségbe tartozd gombakkal kdornyezetiinkben —barhol
talalkozhatunk, azonban opportunista patogénként csak legyengiilt immunrendszeri
egyéncket képesek megbetegiteni. A veszélyeztetett csoportba az AIDS-esek, szolid tumoros
vagy malignus vérképzdszervi megbetegedésekben (onkohematoldgiai) szenveddk, szerv- €s

csontveld transzplantaltak, ill. a kemoterapids kezelés alatt 4llok tartoznak.

A Candida fajok mellett az Aspergillus-ok felelések a leggyakoribb nozokomialis
gombds megbetegedések eldidézéséért. A daganatellenes terdpia sordn kialakuld lazas
neutropénia 15%-al noveli a haldlozast (Lyman és mtsai, 2010). Prevalencidjuk fokozatosan
novekedo tendenciat mutat. Ennek a jelenségnek a magyarazata az elmult bo negyed évszazad

szemléletvaltozasaban keresendd.

Az antibiotikum kuardkkal elért sikereknek koszonhetden, amelyek jelentdsen
mérsékeltek a kiilonb6zd, nozokomialis infekciok okozta halalozésokat, egyre szélesebb
korben alkalmaztak a tartdés immunszuppressziot kivaltd agressziv citotoxikus szereket szerv-,
ill. csontveld (hematopoetikus Ossejt) transzplantacidk, kemoterapias kezelések, illetve
autoimmun betegségek alkalmaval. Ennek kovetkeztében aggasztdé novekedés volt

megfigyelhetd egyes invaziv gombainfekciok szamaban (Pagano és mtsai, 2001).

A korok eldidézéséért az esetek 90%-aban az Ascomycota torzsbe tartozd eukariota,
Aspergillus fumigatus fonalas gomba a felelés. Az elmult években azonban jelentds
mértékben emelkedett az Aspergillus terreus altal okozott megbetegedések gyakorisaga is
(Baddley és mtsai, 2003; Denning, 2006). A szervezetbe jutott konidiosporak
megtelepedésétdl fliggden a mikozis szamos formajat ismerjiik. A kronikus forma az 1d6
elérehaladtaval megfelelé kezelés hianyaban és a fert6zé agens vérrendszer kozvetitett

szétterjedése révén generalizalodik, a mikozis szisztémassa valik.

Annak ellenére, hogy mar jo ideje jelentds eldrelépésrdl szamolnak be egyes
elsévonalbeli antimikotikumok (pl. Posaconazole és a mind oralisan, mind pedig intravénasan
is adhato triazol, a Voriconazol) alkalmazasardl (Siwek ¢s mtsai, 2006; Marco és mitsai,
1998), az invaziv mikozisok napjainkban tovdbbra is a fejlett orszagok legmagasabb

morbiditast és mortalitasu betegségei koz¢ tartoznak.



Szakirodalmi adatok az invaziv mikoézisban szenveddk szamat kozel kétmillidra
becsiilik, és mara mar kozel annyi ember halalaért felelnek, mint a maladria vagy a
tuberkuldzis (Brown és mtsai, 2012). A csiiggeszt6 statisztikai mutatok tobbek kozott a
megfeleld érzékenységii és specificitast infektologiai tesztek, ill. a betegség korai
szakaszaban megkezdett antifungalis terdpia hianyaval magyarazhatéak. Megfeleld

antiinfektiv terapia nélkiil pedig a betegeknek esélyiik sincs a tulélésre.

A mortalitasi arany akar 100% (Denning, 2006) is lehet. Bizonyitott tény tovabba,
hogy minden antifungalis kezelés nélkiil eltelt ora tovabbi 8%-al ndveli a mortalitast (Kumar
antifungalis kezelés. Lévén, hogy a gombainfekciok okozta morbiditas jelentdsen befolyasolja
az onkohematologiai osztdlyokon kezelt betegek ¢életkilatdsait és életmindségét, egyre
nagyobb jelentdségre tesz szert a korhazi infekcidkontroll (Sinko, 2011), melynek
hatékonysaga jelentés mértékben fiigg a kellden szenzitiv és specifikus, koltséghatékony
molekularis tesztektol.

A Streptomycesek az Actinomycetes osztaly Actinomycetales rendjének Gram-pozitiv,
alkothatjak. A mar emlitett humanpatogén Aspergillus fajokkal kdzos 6kologiai él6helyeken
osztoznak. Midta kidertilt, hogy szdmos fontos, szekunder metabolit termelésére képesek,
jelentdségiik megndtt. A gyogydszatban hasznalt bioaktiv anyagok kb. 55%-at termelik
(Champness, 2000).

Jelentés klinikai hasznuk mellett egyéb érdekes jellemvonasuk, mint fonalas
szervezddésiik, bonyolult morfoldgiai differencidlodasuk, DNS-iik 75% koriili G+C aranya,
valamint kiugroan nagy genomméretiik (8-11 Mb) egyarant szerepet jatszanak abban, hogy a

legtobbet tanulmanyozott baktériumok kozé tartoznak.

Novekedésiik sordn olyan komplex morfologiai és biokémiai differencidlodasi
folyamatokon mennek keresztiil, melyek sajatsagai szilard és folyékony téptalajon jelentds
eltéréseket mutatnak. Osszetett életciklusuk szabédlyozasanak lényeges komponensei a

pleiotrép hatast autoregulatorok.



Az egyetlen, eddig ismert fehérje tipust autoregulatort, a C faktor fehérjét a DOTE
Biolégiai Intézetében (ma DE-AOK Huméngenetikai Tanszék) sikeriilt elséként a termeld
Streptomyces griseus 45H - az j taxonomiai besorolas szerint S. albidoflavus 45H - (Kiss és
mtsai, 2008) torzsének 72 Oras tenyészlevébdl izolalni, azonositani, génjét klonozni,
szekvenalni, és szabalyzo hatasat vizsgalni (Biro és mtsai, 1980; Birkd és mtsai, 1999).
Szilard téptalajon szerepet jatszik a légmicélium képzésben, valamint befolyasolja a

sporulécio folyamatat, mig folyékony taptalajon preconidium képzést indukal.

A génszakasz kodold régioja GTG startkodontél TGA stopkodonig terjed, 972 bp
nagysagi. A szekréciora keriilt fehérje 324 aminosavbol all. Az érett C faktor fehérje
aminosav szekvencidjat PSI-BLAST homologiakeresé programokkal vizsgalva hozza nagyon
eredettel rendelkezd géneket talaltunk négy huménpatogén fonalas gombafajban (lasd alabb),
tovabbi két apatogén gombaban (Podospora anserina és Penicillium chrysogenum
Wisconsin), egyéb mas Streptomyces fajokban; Streptomyces scabies, Streptomyces
bingchenggensis, Streptomyces ambofaciens és Streptomyces erythreus (amely torzs Gjabb
taxonomiai besorolasa Saccharopolyspora erythraea), ill. néhany Gram-pozitiv, nem
Actinomyces, alacsony G+C tartalmu baktériumban (Staphylococcus aureus, Lactobacillus

delbrueckii, Bacillus subtilis és Listeria monocytogenes), valamint ezek fagjaiban.

A patogén fonalas gombak koziil az Aspergillus fumigatus és a Neosartorya fischeri
valamint az Aspergillus terreus és a Chaetomium globosum fajokban talalhatd6 meg a gén.
Raadasul az Aspergillus fumigatus és a Neosartorya fischeri esetében a C-faktor génje
egyszerre kettd, a harmas és az 6t0s kromoszomajukon is megtalalhatd. A két fajban a
génekre nézve az 5-0s kromoszoma esetén 94,8%-0s, mig a 3-as kromoszomak esetén 93,3%-
os a hasonlosag. 1dokozben tudomasunkra jutott, hogy a még nem szekvenalt Aspergillus

lentulus genom is tartalmaz legalabb egy, feltételezésiink szerint ugyancsak facC ortolog gént.

Mivel az adatbazis adatok alapjan, a facC gén ortologjainak megléte foként olyan
eukariota, humanpatogén gombafajok esetében bizonyitott, melyek az aszpergillozisos
megbetegedések elsddleges kivaltoiként ismertek, ill. azon fajok genomjaban nincsenek jelen,
amelyek az immungyenge egyének szervezetében megtelepedvén szisztémas fertdzéseket
(gombas, ¢és bakterialis) okoznak, ezért kézenfekvd lehetdség kindlkozott olyan, invaziv
aszpergillozist detektaldo nukleinsav esszék fejlesztésére, amelyek a C faktor fehérje ortolog

génjeit hasznaljak (facC) targetként.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Az Aspergillus nemzetség

Az Aspergillus spp. a legnagyobb gombacsoport, melyet a valodi gombak orszagaba
¢s az Ascomycota torzsbe tartozo fonalas szervezddési fajok alkotjak. A szeptumokkal tagolt,
micéliumot fejleszté fonalas gombakat termétest felépitésiik alapjan az Eurotiales rendbe

soroljuk, melyekre a kleisztotéciumos termdétest a jellemzd.
Taxondmiai besorolasukat az 1. tablazat szemlélteti.

1. tablazat. Aspergillusok taxonomiai besorlasa.

Orszag Fungi

Torzs Ascomycota

Osztaly Euascomycetes

Rend Eurotiales

Csalad Thrichocomaceae

Nemzetség Aspergillus

Fébb, reprezentativ fajok Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus

flavus, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans

Kozéjiik tartozik az Osszes ismert gomba 30%-a, de az imperfekt alakokkal egyiitt
aranyuk akar a 75 %-ot is elérheti (Denning, 2006). A kozmopolita, “Janus arcti” nemzetség
tagjai sok egyéb mellett metabolikus diverzitasuknak koszonhetéen (pl. szamos kiilonb6z6
szénforrdson 1is egyarant képesek ndni ¢és szaporodni) jelentdsek az Okologiai
bioremediacioban, mezdgazdasagban, a gyogyszer- és ¢élelmiszeriparban, tovabba jelentds a
szerepilk mind az allat, ill. a huméan kdzegészségiigy teriiletén (Varga és Samson, 2008;
Samson ¢és mtsai, 2004). Annak ellenére, hogy kartételiiknél lényegesen jelentosebb a
gazdasdgi hasznuk, rettegett nemzetségként ismertek. Akad koztik szamos, az ¢lo
szervezetekre karos hatasu novény (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus), allat- és
humanpatogén faj is (Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus lentulus,

Aspergillus flavus, Aspergillus niger).



Nem csoda tehat, hogy az Aspergillus gombafajok a mikologiai, az ipari
biotechnologiai, mikrobioldgiai, molekularis bioldgiai, genetikai és orvosbiologiai kutatdsok
egyik legintenzivebben vizsgalt nemzetsége, hiszen megismerésiik gyakorlati szempontbol
fontos, am mivel tobb modellszervezet is akad koztiik, elméleti szempotbdl is kimelkedd

jelentéségti.

Az Aspergillus nidulans sejtbiologiai és genetikai aspektusbol is az egyik
legmélyrehatébban tanulmanyozott modell szervezet. Biodegradacids jelentdségilik oOridsi.
Fontos szereplik van a biologiai szén- €s nitrogén korforgasban. Szamos fajuk jol ismert
enzimtermel6d képességérdl, melyek koziil sokuknak igen jelentds és széleskorii a gazdasagi
hasznuk a fermentacios (Aspergillus oryzae, Aspergillus soyae) iparban (Bennett 1985;
Bennett 2001). Ilyen pl., a koji fermentdcid, amit évezredekkel ezel6tt még kizardlag,
tapasztalati alapon fejlesztettek. Igen jelent6s tovabba bizonyos fajok szerves sav, mint az
oxal,- ill. citromsav (Aspergillus niger) termelé képessége. Ismertek tovabba egyes ¢16
szervezetekre karos, pl. antibiotikum-, mikotoxin- (pl. az Aspergillus flavus altal termelt
aflatoxin) mig masokra jotékony (pl. a koleszterincsokkentd agensként ismert sztatinok)
hatasu szekunder metabolit termeld képességiikrol. Az Aspergillus terreus volt az elsé modell
organizmus, amelynek tanulményozasaval felderitették a lovasztatin bioszintetikus utvonalat

(Hendrickson és mtsai, 1999).

3.2 Az Aspergillusok életciklusa

Teljes életciklusi, dimorf fajok. Eletiik soran ivaros és ivartalan szakaszok valtogatjak
egymast. Mindkét forma képes Onmagat fenntartd, sokszorositd képletek létrehozasara.
Ivartalan, vegetativ szaporodasuk soran az utddok genetikai értelemben pontos méasai, klonjai
a sziilétorzsnek, kivéve a paraszexudlis folyamatok sordn ritka eseményként bekovetkezd

mitotikus vagy szomatikus rekombinaci6 eredményét.

Az ivaros, azaz a szexualis szaporodas 1ényege az, hogy a két sziil6torzs ivarsejtjeinek
egyesiilésével 1étrejott utodsejt (diploid zigota) mindkét sziild genetikai allomanyat hordozza.
Az ivaros ciklus kritériuma, hogy benne sejt- és sejtmagfuzio, ill. meiozis kovetik egymast,
tehat a cikluson beliil a haploid és diploid magtazis valtakozik. A szexudlis szaporodast
(ivarsejtek egyesiilése) és a vegetativ sejtek egyesiilését (anasztomozis) kompatibilitasi

rendszerek szabalyozzak.
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3.3 Tudomany- és vallastorténeti vonatkozasok

Tudomanytorténetiik tobb ponton 06sszefonodik mind direkt, mind pedig atvitt
értelemben a vallassal. Szamos, ma mar jol ismert gombas megbetegedésre talalhatok

utalasok a héber Bibliaban (Levitdk konyve, 13-14. fejezetek).

Az Aspergillus nemzetséget 1729-ben, egy olasz botanikus, Pietro Antonio Micheli
(1679-1737) nevezte el. F6 miive, a Nova Genera Plantarum 1729-ben keriilt kiadasra,
melyben az autodidakta botanikus 900 gombafajt ir le. Az Aspergillus genus a réomai
katolikusok altal a nagymiséken hasznalt szenteltviztartordl kapta a nevét, amelyre a tuddst a

mikroszkopikus méretii sporatarto struktirak emlékeztették.

A német szarmazast Heinrich Anton DeBary (1831-1888) - akit sokan a modern
mikoldgia- 1ill. fitopatologia atyjaként is ismernek - 1850-es évekbeli munkassaga a
penészgombak, kiilonosképpen az Aspergillus-ok taxondémigjaban mérfoldkének szamitott. O
volt tovabba az elsd, aki felfigyelt arra a jelenségre, hogy a nemzetség szdmos tagjanak
egyarant van ivartalan (anamorf/imperfect/mitosporas) és ivaros
(teleomorf/perfekt/meiosporas) szaporodasi ciklusa, amely az autodidakta mikologus szamara

megneheziti a binominalis nevezéktan helyes hasznalatat és értelmezését (Bennett 1985).

3.4 Alapveté védelmi mechanizmusok Aspergillusok altal okozott fertozések

eliminalasara

A nagy mennyiségli, aeroszolikus sporat termel6 Aspergillus-ok az immunrendszer sejtjeinek

» tavol tartasara: a konidiosporak RodAp és RodBp gének altal kodolt hidrofob karaktert
fehérjékbdl allo rodlet-rétegiiknek kdszonhetden jol ellenallnak a degradacionak, ill.
annak melanin pigmentaltsiga melynek szerepe van a fagocitak tavol tartasaban,

» eliminalasara: patogenitasi faktorok (pl. a gliotoxin immuntoxin, amelynek fontos szerepe
van a makrofagok reaktiv oxigéngyok termelésének gatlasdban is) szamos praktikat, ill.

» védelmi mechanizmusok széles tarhazat: kiilonféle exoenzimek termelése pl. szuperoxid
dizmutaz, katalaz (fontos szerepe van a reaktiv H,O, eliminalasaban) foszfolipaz,
alkalikus protedz, stb. fejlesztették ki (Jahn és mitsai, 2000; Paris €és mtsai, 2003;
Youngchim és mtsai, 2004; Syed és mtsai, 2012; Sales-Campos és mtsai, 2013).
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A levegbében terjedd, rendkiviil kisméretii (2-5 pum) sporak belégzésiiket kovetden
elészor az orriireg, orrmellékiireg, 1égesé és a horgdk felszinét boritd csillészoros
hengerhamsejtekkel és a légutakat borito mukézaval érintkeznek, amelyek Gn. anatéomiai
barrierként szolgalnak a gombak elleni védekezésben (Margalit és Kavanagh, 2015). Csillos
mozgasukkal kisoprik (mukociliaris Ontisztitas) a gomba aeroszolok jelentds részét (Garlanda
¢s mtsai, 2002), am azon konidiumok, amelyek mégis bejutnak az alvedlusokba a
velesziiletett immunrendszer sejtes elemeivel, az alveolaris fagocitakkal (monocitak,
makrofagok, neutrofil granulocitak és dendritikus sejtek) 1épnek kapcsolatba (Latge, 1999;
Medzhitov, 2007; Brown, 2011).

» A monocitak a fert6zés kezdeti szakaszdban az antigénnel valo taldlkozas hatdsara
makrofagokka differencialodnak. A makrofagok f6 funkcioi kozé tartozik a patogén
konidiosporak, ill. hifak bekebelezése és fagocitozis Utjan térténd eliminalasa, biologiailag
aktiv molekulak eldallitasa (citokinek, kollektinek, lipid mediatorok), amelyek mas
fagocitaknak a fertdzés helyére torténd toborzasat végzik, ill. antigén prezentalas a
limfocitak szamara (Zelante és mtsai, 2007/a).

» Neutrofil granulocitak. Proteolitikus enzimeket (szerin proteazok ugy, mint elasztaz,
katepszin-g, proteinaz-3) termelnek és tarolnak granulumaikban (Tkalcevic és mtsai,
2000). A sikeres patogének elleni védekezés nagy mennyiségii reaktiv oxigéngyok
(reactive oxygen intermediates; ROI) képzést indukal, amelyet a NADPH oxidaz enzim
katalizal. Gyorsan, nagy mennyiségii ROI-t (szuperoxid, hidrogén peroxid, hidroxil
gyokok) képesek eldallitani. Ez az un. “respiratory burst”, amely lényegében a
(Babior és mtsai, 1973, Schaffner ¢és mtsai, 1982). A melanin bioszintézis
Osszefliggésben all a ROI-kkal szemben mutatott érzékenységgel, ui. kimutathatd, hogy
minél kevésbé pigmentalt a konidium, anndl erdsebb szenzitivitdst mutat az oxidativ
stressz irant (Jahn és mtsai, 1997; Jahn és mtsai, 2002). A neutrofil sejtek aktivaciojuk
soran ,,degranulalédnak”, azaz azok tartalmat az extracellularis térbe valasztjak ki.

» A dendritikus sejtek (DC) a kiilsé és belsé kornyezet kozt kapcsolatot fenntartd
epithelidlis barriereknél tarolodnak nagyobb mennyiségben, amelyek az esetek
tobbségében a patogének szervezetbe jutasanak kapuiként szolgalnak (Garlanda és mtsai,
2002). Fontos szerepiik van a nativ es az adaptivimmunrendszer kozti kommunikacio

fenntartasaban.
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A gombasejtek falaban levd B-1,3-glukan, amelyet a csirdzd gombédk nagy mennyiségben
valasztanak ki a kdrnyez6 szovetekbe is, a dectin-1 ligandja (Bellocchio és mtsai, 2004/a,
Luther és mtsai, 2007). A DC-k aktivacidjukat kovet6en a legkozelebbi nyirokcsomokba
vandorolnak, ahol a B-és T-sejtekkel vald kapcsolatba 1épést kovetéen adaptiv

immunvalaszt generalnak az altaluk termelt immunmodulalo6 citokinek hatasara.

Az alvedlusokba jutott konidiosporak egy részét az alveolaris makrofagok bekebelezik,
(Latge, 2001; Brown, 2011), am vastagon pigmentalt burkuknak és a hidrofob fehérjékbol
allo rodlet-rétegiiknek koszonhetéen nem azonnal, hanem csak a csirazasukat kovetéen indul
meg a neutrofil sejtek offenzivaja (Jahn és mtsai, 2000, Latge, 2001). A fert6zés helyére
vonzott neutrofil granulocitak az altaluk termelt citokinek (IL-10, IL-12, TNFa) hatisara
nagy hatékonysaggal eliminaljak a koérokozok jelentds részét, gyulladasi folyamatokat és a
kornyezd szovetek roncsoloddsat indukdlva. A neutropénias betegek azért is vannak kiteve
jelentés mértékben a betegség veszélyének, mert az imént bemutatott fehérvérsejteknek

rendkiviili a jelentésége az alveolusokba jutott sporak és hifak hatékony eliminalasaban.

A patogének antigénjeivel legel6szor talalkozo fagocita sejtek antigén prezentalo
funkciot (antigen presenting cells, APC) is betoltenck. Az APC-k a fagolizoszomaikban
lebontott patogéneket a megfeleld antigént kotd, T-sejt receptorral (T-cell receptor, TCR)
rendelkez6 CD4+ segitd (T-helper; Th) limfocitaknak mutajak be, amelyek az epitopokat csak
akkor kepések felismerni, ha azok tigynevezett 6 hisztokompatibilitasi génkomplex (MHC II)
altal kodolt membranfehérjékhez kapcsolodnak (Ramadan és mtsai, 2005, Reis e Sousa, 2006,
Zelante és mtsai, 2007/b).

Az APC-k az Aspergillus-ok felszinén olyan molekularis mintazatokat ismernek fel,
amelyek a gazdaszervezet sajat sejtjeire nem jellemzdéek. Ezen molekuldk alkotjdk a
patogénnel asszocialt molekula mintazatot (PAMP). llyenek lehetnek a gomba sejtek
falaban levo kiilonb6z6 glukanok, kitin, galaktomannan (GM), stb (Latge, 2001). A PAMP-
ok felismerésére képes receptorok az ugynevezett mintazat felismerdé receptorok (PRR)
(Medzhitov, 2007). Ez utdbbiak evoluciosan konzervaltak (Beauvis és Latge, 2001). A
csiravonalban kodolt PRR-ok a patogének felismerése szempontjabol ugyan korlatozott
repertoarral rendelkeznek, ennek ellenére a patogének széles spektrumat felismerik

(Medzhitov és Janeway, 2000).
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A gomba patogéneknek az immunsejtek PRR-aihoz valo kotddése szamos fontos
immunfolyamatot indukal (fagocitozis, ,,respiratory burst”, citokin termelés (Medzhitov,
2007). A gombak felismerésére alkalmas PRR-0k kétféle formaban fordulhatnak el6. Egyesek
sejtmembran asszocialtak, (direkt felismerés), mig masok oldott, szolubilis formaban

(indirekt felismerés) vannak jelen a vérben €s opszoninok altal kotédnek a PAMP-hoz.

» Toll-szerii receptorok (TLR-ek). Kifejezodhetnek epithel sejtek, DC-k, makrofagok, T-
sejt, B-sejt kiils6 feliiletén és az intracellularis organellumaikban is egyarant. A TLR-2
receptor szdmara mind a gomba konidium, ill. a hifa, mig a TLR-4 csak a konidiumok
bizonyos szénhidrat komponensei szolgalhatnak ligand gyanant (Bellocchio és mitsali,
2004/b).

» C-tipusu lektin receptorok elsésorban DC-ken talalhatéak. A dectin-1 és a DC-SIGN
transzmembran receptorok kozvetleniil ismerik fel az Aspergillus-okat a konidiumok
falaban talalhat6 a B-1,3 glukan (dectin-1) és a galactomannan a (DC-SIGN) ligandoknak
koszonhetben (Serrano-Gomez és mtsai, 2004; Serrano-Gomez és mtsai, 2005).

» Kollektinek (szolubilis, C-tipusu lektinek): A majsejtek altal szekretalt mannoz koto
lektinnek (MBL) fontos szerepe van a patogének opszonizacidjaban, ill. a komplement
komponensek (C4b, C3b) mozgositasaban (Neth ¢és mtsai, 2000; Thiel, 2007). A
bronchusok epithel sejtjei altal termelt és az alveolaris térbe szekretalt surfactant SP-A és
SP-D nem aktivaljak komplementrendszert, viszont opszonizaljak a patogéneket azaltal,
hogy a gombak B-1,6-glukan molekulaihoz kotédnek, eldidézvén azok makrofagok és
neutrofilek altal térténé eliminalasat (Allen és mtsai, 2001; Che és mtsai, 2012).

» Pentraxinok (szolubilis receptorok): C-reaktiv protein (CRP) és a pentraxin-3
(PTX3). A CRP a m4jsejtek szekretaljak, a klasszikus komplement utvonalat aktivalja
(Szalai, 2002). A PTX3-at szekretaljak a DC-k, fibroblasztok, endothél, epithél sejtek, de
a neutrofilok granulumaiban is termelddik (Garlanda és mtsai, 2005). Csak a
konidiosporakat ismerik fel, hifdkat nem (Garlanda ¢és mtsai, 2002). Szerepiik van a
patogének opszonizaldsaban, alveolaris makrofagokat vonzanak €s a gombak fagocitdzisat

indukaljak (Garlanda és mtsai, 2006).
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A szervezetbe jutd konidiosporak elimindciojaban elsésorban a velesziiletett (nativ)
immunrendszer elemeinek van fontos szerepe, am mikodésiik szorosan €s funkcionalisan
Osszefonodik a szerzett (adaptiv) immunrendszer sejtjeivel (Hohl és Feldmesser, 2007). A
nativ immunrendszer elemeinek patogének altali aktivacidja egyuttal az effektor funkciok
kozvetlen beinditasat is jelenti (Walsh és mtsa, 2005), hiszen olyan mediatorok (kemokinek,
citokinek) képzodését indukaljak, amelyek hatasara a T-limfocitak differencialédnak
proinflammatorikus Th1, ill. Th17 sejtekké, vagy anti-inflammatorikus Th2 sejtekké, melyek
Osszehangolt mitkodésének fontos szerepe van a gyulladasi folyamatok, ill. a nem kivant
szoveti roncsolodas kozti egyensuly fenntartdsdban (thlzott Th2 sejtvalasz megndvelheti a

gombafertézések iranti fogékonysagot) (Brown és mtsai, 2012).

3.5 Aspergillus fajok altal okozott megbetegedések

Az Aspergillusok ritkan okoznak egészséges emberekben megbetegedéseket, és a
fertdzés sem szokott emberrdl emberre terjedni. Az ubiquiter fajok széleskorii adaptacios
képességének kdszonhetden a levegdben szabadon szallo, konidiospoérak gyakrolatilag barhol
fellelhetéek. Talajban, vizben, romld taplalékokon, rothadd szerves maradvanyokon,
légkondicionald berendezésekben, szamitogép ventillatorokban, de parndkban, takardkban
egyarant el6fordulnak. Az Aspergillus nemzetség tagjai opportunista patogének, igy annak
ellenére, hogy az egészséges immunrendszerli egyének naponta akar tobb szdz sporat is
belélegezhetnek (Chazalet ¢és mtsai, 1998), Ok nem veszélyeztetettek, azonban az

immundeficiens, vagy legyengiilt immunrendszer(i egyéneket képesek megbetegiteni.

Az Aspergillus fajok altal eléidézett tiidémegbetegedéseket annak megfeleléen irjak
le, hogy a szervezetbe jutott konidiumok a légzdszervrendszer mely részén képesek
megtelepedni  (kolonizéalni). Kolonizaciés képességiiket jelentdsen befolydsolja az

immunrendszer aktudlis allapota.

Az aszpergilloma a gombak megtapadasat kdvetden alakul ki, és gombafonalakat,
nyakot, fibrint, vérvaladékot és fehérvérsejteket tartalmaz. A géc fokozatosan nd, és pusztitja
a kornyez6é szoveteket. Nem jelent komoly veszélyt az egészségre, de nem is maradhat
kezelés nélkiil. Az invaziv tiidéaszpergillozis (ITA) az esetek 90%-ara jellemz6. Sulyos,

immungyenge allapotban jon 1étre.
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Az immundefektusb6l addédoan idovel (honapok, sokszor akar évek leforgasa alatt)
disszeminalhat akar a vesébe, majba, kozponti idegrendszerbe (Vidal és mtsai, 2005; Hummel
¢s mtsai, 2006) stb. Az id6é elérehaladtaval a korlatozott vagy teljes immuninkompetencia
kovetkeztében az invaziv fertdzések szisztémdassd valnak és annak ellenére, hogy az
alapbetegség allapotaban altalanos javulas mutatkozik, a méasodlagosan kialakuld fertdzések
halalhoz vezethetnek. Az allergias bronchopulmonadaris aszpergillozis egy hiperszenzitiv
tiidObetegség, amelyet az Aspergillus antigének valtanak ki. Allergias tiineteket produkalod

tulérzékenységi reakcio.

3.6 Rizikocsoport

Az invaziv aszpergillozisos betegségek tradiciondlisan (az elsé megfigyelések a 1970-
es ¢évekbdl szarmaznak) Osszefliggésbe hozhatéak olyan megbetegedésekkel, amelyek
esetében a neutrofilek szamanak koros lecsokkenése all (Meyer és mtsai, 1973), amelyekrdl in
vitro tesztelések soran beigazolodott, hogy képesek az Aspergillus hifa fonalakat eliminalni
(Diamond és mtsai, 1978).

A rizikdcsoportba immundeficiens betegek, els6sorban koros, hematologids
(neutrophil sejtek szama <500 x 10%liter) megbetegedésekben szenveddk; akut-, kronikus
limfoid leukémids, Hodgkin nem Hodgkin tipusti limfomas, mieloma multiplexes betegek
(Montagna és mtsai, 2012; Bergeron és mtsai, 2012), ill. szerv (Pacholzyk és mtsai, 2011),
dssejt- vagy csontveld transzplantaltak tartoznak (Patterson és mtsai, 2009; Lortholary és
mtsai, 2011). Az 1990-es években Denning és Stevens arrol szamoltak be, hogy az invaziv
aszpergillozis (l1A) incidencidja Ossejttranszplantalt betegekben akar 94%-ot is elérheti
(Denning ¢és Stevens, 1990). Ezen kiviil rizikofaktort jelentenek a hosszan elnyalo
antibiotikum ktrak, a rossz taplalkozasi szokasok, munkahelyi artalmak, valamint a
szervtranszplantaltak  esetén  alkalmazott immunszuppresszaldé  agensek, mint a

kortikoszteroidok €s a ciklosporin hasznalata (Florent és mtsai, 2006; Pagano és mtsai, 2006).

A légutak kozvetitésével vagy esetleges miitéti beavatkozasok révén szervezetbe jutott
opportunista patogének kolonizalhato feliiletet taldlnak, képesek megtelepedni, s invaziv,
szisztémas megbetegedéseket eldidézni. Mindenképp emlitést érdemelnek a nem primer
hematologias megbetegedésekre visszavezethetd AIDS-es esetek is.
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3.7 Az invaziv aszpergillozisos megbetegedések epidemiologiaja

“The mold, Aspergillus fumigatus, is a cause of spontaneous infections in man, domestic
mammals, and both domestic and wild birds. In man and the mammals such infections are so

rare as to be of little practical importance”.
[Arthur T. Henrichi, 1938/

1938-ban Arthur T. Henrichi az IA f6 okozo agensét, az Aspergillus fumigatust
spontan és enyhe lefolyasu betegségek okozojaként irta le. A II. vilaghaborut kovetden
fokozatosan ndvekvd tendencia volt megfigyelhetd az invaziv mikdzisos esetek szdmaban,
spektrumdban olyannyira, hogy mara mar a fejlett orszdgokban az invaziv gombas
megbetegedések rendelkeznek az egyik legmagasabb morbiditasi, ill. mortalitési’ statisztikai

mutatoval.

Az elmult bé negyed évszazadban az invaziv aszpergillozisos esetek szamaban kozel
négyszeres, a mortalitisukban pedig 57%-0s ndvekedés mutatkozott és az immungyenge
betegpopulacioban az invaziv aszpergillozist kozel 90%-os mortalitdsi ratdjaval nem olyan
régen még a széles spektrumu antimikotikumok (flukonazol, vorikonazol) piacra

bocsatasanak ellenére is vezetd halalokként tartottak szamon (McNeil és mtsai, 2001).

Az Aspergillus fumigatus kozegészségligyi szempontbol az egyik leggyakoribb és
egyben a legveszélyesebb, levegdben terjedd humanpatogén (Denning, 1998).

Korhézi statisztikdk szerint az eurdpai populdcioban az 0sszes haladlozasok 7%-aért az

Aspergillus fumigatust tartjak felelésnek (Denning, 2006).

Ugyan az invaziv aszpergillzisban szenvedd betegek klinikai izolatumanak 90%-aban
az Aspergillus fumigatus valamely torzsét azonositjak, azonban az Aspergillus terreus-nak is
egyre novekszik a jelentdsége (Lass-Florl és mtsai, 2005; Mokaddas és mtsai, 2010). Ezen faj
emlitésre méltd tovabba azért is, mert rezisztenciat mutat szamos, elsdvonalbeli

antimikotikummal szemben (pl., amphotericin-B) (Demitrovicova és mtsai, 2013).

.....

szolgalnak, tovabba értékeik mindig csak egy adott id6szakra, ill. populacié méretre vonatkozhatnak.
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3.8 A tilélés esélyei és a terapias opciok

“Az invaziv aszpergillozisban szenvedo betegek atlagosan 30 nappal hosszabb ideig fekszenek
korhazi osztalyon azokndl, akik ilyen betegségben nem szenvednek, ebbol adodoan ellatdasuk
koltségei esetenként atlagosan 75 000 Euréval emelkednek. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
evente 10 000 uj megbetegedésrol szamolnak be. Egy 1996-ban végzett felmérés adatai

szerint, az Amerikai Egyesiilt Allamokban az évi koltségek elérték a kozel 500 millié eurdt”.
/Jiirgen Loffler, 2007/

A komplex, invaziv beavatkozdsoknak és a rezisztens fajok elterjedésének
koszonhetden, az 1990-es évek ota gyakorlatilag megduplazddott az invaziv mikdzisos esetek
szdma, azonban a mortalitasi ratdk valtozasat illetden, érdekes jelenségnek lehetiink tanui.
Annak ellenére, hogy Denning 10 éve még arra hivta fel a szakma figyelmét, hogy az
aszpergillozisos esetek megfeleld kezelés hidnyaban akar 100%-a halalos kimeneteliiek is
lehetnek (Denning, 2006), addig egy harom évvel késébbi tanulmany mar csupan 35%-ra
becsiili azon betegek aranyat, akik a fert6zést6l szamitott 12 héten beliil el is halaloznak

(Neofytos, 2009).

Egy eurdpai tanulmany kiilonb6z6, hematoldgiai megbetegedésekben szenvedo,
invaziv aszpergillozisos eset 12 héten beliil bekdvetkezd mortalitasi ratajat mar csak 42%-ra
becsiilte és tovabbi csokkenést mutatott erre vonatkozdan a nyomonkovetés hat éves (2004-
2009) idészakéaban (Nicolle és mtsai, 2011). Ezzel szemben, egy masik tanulmany az akut
mieloid leukémias, invaziv aszergillozisos betegek talélési esélyeire vonatkozdéan romlo
statisztikai adatokrol szamolt be, mely szerint az a nyomonkovetés iddszaka alatt 32%-r6l
14%-ra csokkent (Michallet és mtsai, 2012). Akadnak tovabbi szerzok, akik magyarorszagi
adatokra tdmaszkodva azt allitjak, hogy akut leukémidban és limfoméban szenvedd betegek
esetében kozel 50%, azaz igen magas a letalitas, mig a transzplantalt betegek csoportjdban

stlyosabb prognozis volt tapasztalhato, s a halalozasi arany elérte a 87%-ot is (Sinko, 2011).

Rendkiviili jelentéséggel birna a megeldzes, amely a rizikdcsoport betegeire nézve
meghatarozott  id6kozonkénti,  folyamatos  mintavételezést és  koltséghatékony
mintafeldolgozast kovetden, szenzitiven sziirne a korokozok jelenlétére. Indikacid esetén
pedig az antimikotikumok pre-emptiv alkalmazasa képes lehetne a betegség prevalenciajanak

mérséklésére. Szamolni kell azonban a rezisztens gombafajok megjelenésével (Barton, 2013).
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1. abra. Korai, ill. kései antifungalis terdpia és a mortalitasi rata kozotti osszefiiggés.
Attol fliggben, hogy az adekvat terapiat 10 napon belill, vagy csak ezt kovetden kezdik meg,
drasztikus mértékben csokkennek 60%-rol 10%-ra a betegek tulélési esélyei (Von Eiff és mtsai, 1995).

A kés6i diagnozissal a betegek tulélési esélyei naprol-napra drasztikus mértékben
csokkennek (1. abra), és ezzel aranyosan emelkednek a terapias koltségek is. Bizonyitott tény
ugyanis, hogy az invaziv aszpergillozisos betegek lényegesen hosszabb ideig szorulnak
korhazi ellatasra, igy 1ényegesen magasabbak kezelési koltségeik is (Menzin és mtsai, 2009;
Kim ¢és mtsai, 2011). Az invaziv aszpergillozisos esetek évenkénti kezelésére forditott
gombaellenes terapia koltségeit Eurdpaban tobb szazmillid eurdra becsiilik. Ezen koltségek
mérséklése céljabol elengedhetetlen jelent6séggel birna az Aspergillusok species szintii
detektaldsa, mely a célzott gombaellenes terapia eldfeltétele, hiszen a kiilonbozé fajok
eltérden reagalnak a kiilonbozd terapeutikumokra, nem beszélve arrol, hogy ily modon
kontrollalhato és csokkenthetd lenne a nagyszdmu azol tipust antimikotikumokra rezisztens

gombafajok folyamatos eléretorése (Barton, 2013; Alcazar-Fuoli, 2008).

Az Aspergillus terreusrol példaul tudjuk, hogy természetébdl adddan rezisztens az
amphotericin-B-re (Gerhard és mtsai, 2013), amely az ezredfordulét megel6z6é antifungalis
éraban az elsddlegesen valaszthatd opciok kozt szerepelt, amikor is még az invaziv

aszpergillozisos betegek gyogyulési esélyei meglehetdsen kedvezdtlenek voltak.
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Az amphotericin-B-t az utobbi idében eldszeretettel kombinaljak kiilonboz6 triazol
szarmazékokkal, mint amilyen a Voriconazole (Segal és Walsh, 2006), amely valodi attorést
jelentett, jelentdsen javitva a betegek talélési esélyeit; 70,8% szemben a korabban,

hagyomanyosan valasztando amphotericin-B-hez képest; 52,8% (Sinko, 2011).

Az Aspergillus fumigatus azollal szemben mutatott rezisztenciaja az utobbi
évtizedekben egyre aggasztobb mértéket 6lt (2. abra). A piacon folyamatosan jelennek meg
ujabb, hatékonyabb, egyre kevesebb mellékhatidssal jaré antimikotikumok, azonban a
szisztémas, invaziv mikozisoktdl szenvedd betegek esetében a gyodgyszeres terapia mellett a
kornyezet spoéramentesitése ugyancsak kritikus. Ezt kdzponti, nagy teljesitményii 1égsziirdk,

az elfekvo osztalyokon pedig zsiliprendszerek kialakitasaval érik el (Perdelli és mtsai, 20006).

® Multi azol rezisztencia
H [traconazole & posaconazole rezisztencia
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2. abra. Aspergillus fumigatus fajok azol rezisztencidjanak alakulasa.

A manchesteri kdzponti mikologiai laboratérium 1997-2008 kozt eltelt 12 éves iddszakban, az
Aspergillus fumigatus izolatumokon végzett vizsgalatai alapjan megallapithato, hogy az azol

rezisztens fajok megjelenésében egy dinamikusan névekvd tendencia mutatkozik (Howard és mtsai,
2009).
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3.9 Az invaziv aszpergillozis laboratoriumai diagnozisa

Az aszpergillozis diagnosztika modszerei lehetnek konvencionalisak, ill.

molekularisak, tovabba a mintavételezés, jellegébdl adodoan lehet invaziv valamint

noninvaziv. Jelen ismereteink szerint nem ismert még olyan noninvaziv diagnosztikai eljaras,

kereskedelmi forgalomban hozzaférhet6 infektologiai teszt, amely dnmagaban is képes rovid

1don beliil, megbizhat6é eredményekkel szolgalni.

X/
L X4

Megbizhat6 diagndzis felallitasa nehézkes, ugyanis:

Az immunhianyos allapot hosszatdl, esetleg bizonyos, tartésan fennalld kornyezeti
artalmak jellegétél (munkahelyek, ahol az egészséges immunrendszerii betegek
tartosan, az 4tlagosndl magasabb spoéra expozicidnak vannnak kitéve, pl. a
szantofoldeken kaszalo emberek, a pékek) fliggéen megallapithatd, hogy az egyes
paciens kohorszok a kiilonboz6 terapias opciok, ill. a tulélési esélyek tekintetében
rendkiviili diverzitast mutatnak. Szamos olyan eset ismert, amikor a hosszu évek soran
a tiidében megtelepedett Aspergillus gomba kolonidk semmi komolyabb panaszt nem
okoztak egészen addig, mig egy tartdos immungyenge allapot nem allt be. A fertdzés
reaktivalddasat kovetden, a betegség lefolydsa mar extrém iitemben zajlik.

A korokozo agensek egyéb mas fajokkal vald egyiittes eléfordulasukbol kifolyolag
csak nehezen azonosithatoak.

Az invaziv aszpergillozis tiinetei egyaltalan nem specifikusak, so6t rendkiviil
valtozatosak. A tipikus gyulladasos markerek, mit a C-reaktiv proteinek, ill. a
prokalcitonin, egyaltalan nem speficikusak az invaziv aszpergillozisra (Chai és
Kontoyiannis, 2010). Amint az aszpergillozisra gyanat add tiinetek el6szor
manifesztalodnak, az mar a betegség kortorténetében egy eldrehaladott allapotnak
felel meg. Megallapithatd tovabba, annak ellenére, hogy az infekcid kezdeti
idoszakaban szinte egyaltalan nem, vagy csak alig mutatkoznak specifikus,

aszpergillozisra gyanut ado tlinetek, a betegség lefolyasa rendkiviil dinamikus.
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A megtamadott szovetekben a gombak jelenléte kelld biztonsaggal vagy csak az
iddigényes tenyésztéses (Groll ¢s mtsai, 1996; Walsh és mtsai, 2008), vagy hisztopatologiai
eljarasokkal, azaz a megfeleld helyrdl szarmazo bioldgiai mintdk, biopszids mintavételezések
(bronchoalveolaris lavage mintavétel; BAL) gombatenyészeteinek elemzésével igazolhato. Az
emlitett modszereknek azonban szamos hatranya ismert. Invaziv beavatkozast igényelnek,
amely figyelembe véve a betegek amugy is rendkiviill rossz fizikai allapotat (az
onkohematologiai betegekben a fennalldé vérzékenység miatt ellenjavallt a szoveti
mintavételezés), a hattérbetegségeik kockazati tényez6it, csak nagyon indokolt esetben

kivitelezhetd.

Ezen talmenden rendkiviil koriilményes és nehéz a klinikai rutin diagnosztikdban
biztositani a feltételeket a steril mintavételezésekhez, és a kopetbdl, orrvaladékbol, BAL-bol
stb. kitenyészthetd fajok mar gyakran csak a betegség eldrehaladott voltat képesek jelezni
(White és mtsai, 2006/b; Erjavec, Verweij 2002). Ilyen eljarasokra gyakran mar csak poszt
mortem keriil sor (Walsh és mtsai, 2008) (3. abra).

W ante mortem  ® poszt mortem
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3. abra. Aszpergillozisok és Candidiazisok ante mortem és poszt mortem megoszlasa.

Egy 2009-ben sziiletett retrospektiv tanulmany Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Histoplasma,
Pneumocystis, Zygomycota fajok okozta gombafert6zések megoszlasat vizsgalta az 1984-2002-ig
terjedd, 18 évet atfedé idoszakban ante mortem és poszt mortem vizsgalatok eredményei alapjan
(Antimori és mtsai, 2009).
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Szamos, kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd, invaziv beavatkozast nem igényld
aszpergillozis diagnosztikai modszer 1étezik, amelyek nagy elénye, hogy rovid idon beliil

képesek eredményeket szolgaltatni.

Feltalalasat kovetéen (Compton, 1991) az aszpergillozis diagnosztika ugyancsak
alkalmazta a transzkripci6 medidlt amplifikacios stratégiat, a NASBA-t (nucleic acid
sequence-based amplification) (Loeffler és mtsai, 2001). Ez egy RNS alapt, azonos
hémérsékleti profilon végbemend (nem igényel specidlis PCR késziiléket, csak inkubatort),
izotermalis (41°C) amplifikacids stratégia. Az alacsony homérsékleti profil nagy hatranya,

hogy DMSO hozzéaadasa ellenére is magas az aspecifikus amplifikacio.

A fals-pozitivok viszonylag magas aranyanak, ill. a nem kivant keresztreakcioknak
koszonhetden, mara mar alabbhagyni latszik a népszeriiségiik a DNS alapt és a szerologiai
moddszerek kombindcidjaval 1étrejott PCR-ELISA technologidknak (Florent és mtsai, 2006;
Denning; 2006; Williamson és mtsai, 2000). A hibrid eljaras elonye abban allt, hogy képes
volt 6tvozni a PCR reakciok erésségét képezé magasfoku (94-100%) specificitast és a
szerologiai modszerekre jellemz6 érzékenységet (85-100%) (Florent és mtsai, 2006; Aquino
és mtsai, 2007).

Gomba infekcidra nem csak specifikus gomba antigének jelenlétebdl
kovetkeztethetiink, hanem adott diagnosztikai eljaras alapulhat Aspergillus antigének (D-
arabinitol, mannitol, stb.) jelenlétére adott valaszreakcio altal termelt antitest (anti-arabinitol,
anti-mannan, stb.) detektalason is. Egyre elterjedtebbek a kilégzéses tesztek, amelyek
segitségével Aspergillus koloniak jelenlétét képesek kimutatni a tiidoben. A bioldgiai marker
a 2PF (2-pentyl-furan). Ezen a téren mondhatni még gyerekcipdben jar a szakma, hiszen
szamos kérdés marad megvalaszolatlan. Jelenleg még az sem egyértelmiien eldontdtt tény,
hogy mi az elfogadott cut-oft érték, amelyet meghaladva adott minta pozitivnak tekinthetd.
Szamos étel esetében igazoltdk, hogy olyan “magas” 2PF szinttel rendelkeznek, hogy
jelenlétiik a szdjban vagy a gasztrointesztinalis traktusban kontaminaciét, a bioldgiai mintak

fals-pozitivitasat okozzak (Chambers és mtsai, 2011).
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2008 ota Lateral-Flow Device (LFD) néven kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd
egy immunkromatografids gyorsteszt, amely képes a gomba infekcio sordn nagy
mennyiségben termelédott, szérum oldott Aspergillus specifikus glikoprotein epitopok
kimutatasara egér immuoglobulin G (IgG) JF5-monoklonalis antitesttel vald detektalas révén
(Thornton, 2008; White és mtsai 2013; Held és mtsai, 2013). Nagy elénye, hogy nem
szilkséges a bioldgiai mintdkat az analizisiikhoz megfelelden felszerelt referencia
laboratoriumokba  kiildeni. Egy 2009-es tanulmanyban tengerimalacokat fertéztek
Aspergillus-sal és azt vizsgaltak, hogy a megbetegedést6l szamitva hany nap elteltével
képesek az egyes immunesszék az okozo agensek (Aspergillus-ok) kimutatasara. Arra
jutottak, hogy az LFD bizonyult a legeredményesebbnek az invaziv aszpergillozis korai
detektaldsara, hiszen az mar az 5. nap elteltével képes volt kimutatni az invaziv aszpergillozist
az eset csoport 82%-aban. Ezzel szemben 5 nap utan az Aspergillus GM-EIA (galaktomannan
enzim immunesszé) szenzitivitasa csak 59% volt, a B-D-gliikan teszt pedig csak az esetek

23%-aban volt képes aszpergillozist diagnosztizalni (Wiederhold és mtsai, 2009).

3.9.1 Szerodiagnozis

A szerologiai modszerek az iddigényes tenyésztéses eljarasokkal szemben akar mar
harom oran beliil képesek eredményeket szolgaltatni (Aquino és mtsai, 2007). Mivel az
¢lovilagban altalanosan eléforduldé gombasejtfalalkotokra szlirnek, nagy hianyossaguk, hogy
nem alkalmasak species szintli azonositasra, ezért a differencial diagnozishoz kombinalni kell

Oket egyéb mas, biomarker detektaldson alapuldé modszerekkel.

A surrogate markerek? az esetek tobbségében éltalanos gombasejtfal alkotok. A
Pastorex Aspergillus latex agglutinacié immunoesszé, valamint ennek tovabbfejlesztett,
érzékenyebb valtozata a Platelia Aspergillus szendvics-ELISA esetében olyan bioldogiai
markerek jelenlétére szlirnek vérbol vagy vizeletbdl (Verweij és mtsai, 1995), amelyek

kibocsatasa dinamikusan véltozik a betegség elérehaladtaval.

2 Surrogate marker: biologiai aktivitis mérésére szolgéldé marker molekulak, amelyek mennyisége a
terapia hatékonysaganak fliggvényében valtozik, ezért alkalmazzak oket adott terapias kezelés
hatékonysaganak elsddleges indikatoraiként.
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A Platelia Aspergillus ELISA (Mennink-Kersten és mtsai, 2004) altal detektalt
galaktomannan (GM) molekula (Stynen és mtsai, 1992), rendelkezik egy nem immunogén,
un.’mannan core’ kozponti magrésszel és tobb, immunoaktiv, B-1-5 galaktofuranozil egységet
(a GM kimutatasara alkalmazott patkany monoklonalis antitest EB-A2 ezen epitopokhoz
kotodik) tartalmazo oldallancokkal (Latge JP és mtsai, 1994, Quindos, 2006). A GM nem
kizardlag az Aspergillusok-ban fordul el6. Megtalalhatd szamos mas gomba falaban, mint pl.

Penicillium, Fusarium, Alternaria és Histoplasma (Mikulska és mtsai, 2012).

A GM-hez hasonloan ugyancsak fontos gombasejtfal alkotoként ismert az (1,3)-p-D-
glikan (BDG) molekula (1,5)-8-galaktofuranozil oldallanca (Fungitell/Glucatell esszé)
(Miyazaki ¢és mtsai, 1995), amely szintén megtalalhaté pl. a Candida, Fusarium,
Acremonium, ill. a Pneumocystis jiroveci gombak falaban (Hope és mtsai, 2005; Marty és

mtsai, 2009). Nem hidba ismeri a szakma panfungalis markerként.

Mind a GM, mind pedig a BDG molekula jellemzdje, hogy a fertézés terminalis
szakaszaban érik el a legmagasabb szérum koncentracot (Mennink-Kersten és mtsai, 2006;
Morton ¢s mtsai, 2010), de igazoltdk, hogy mar a fertézés korai fazisatol (elsé hét) fogva

kimutathat6 az antigének jelenléte.

Kezdetben tgy tartottdk, hogy a vizelet a leginkdbb idedlis minta az invaziv
aszpergillozis GM szerodiagndzisara (Rogers ¢és mtsai, 1990), azonban ez hamar
megcafolasra keriilt (Stynen és mtsai 1992). Mig régebben inkdbb a teljes vér (Hebart ¢€s
mtsai, 2000; Lass-Floerl és mtsai, 2004) vagy plazma (Kawazu és mtsai, 2004), addig
manapsag inkabb a szérum (Florent és mtsai, 2006) ill. a BAL mintakat tekinti a szakma a

legidealisabbnak a kiilonféle ELISA-immunoesszeék szdmara.

Annak ellenére, hogy az emlitett immunoesszék eredményei jelentds befolyassal
birnak a klinikai dontéshozatalra, és igy hatdssal vannak a betegeknek a gombainfekciokra
vonatkozo, haromfokozatt EORTC (European Organisation for Research and Treatment of
Cancer) / MSG (Mycoses Study Group) kategoériarendszer valamelyikébe valo besorolasara
(De Pauw és mtsai, 2008), szakirodalmi adatok alapjan szenzitivitasuk meglepben széles
tartomanyban mozgott (29-100%). Specificitasuk ennél 1ényegesen behataroltabb (81-98%)
(Hope és mtsai, 2005).
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Egy 2012-ben kozolt, 13 éves id6szak adatait feldolgoz6 meta-analizis szerint a B-D-
gliikan (BDG) teszt szenzitivitdsa 77%, mig specifictasa 83% (Onishi és mtsai, 2012). Mas
meta-analizis adatok arrol szamolnak be, hogy a Platelia Aspergillus GM-EIA immunoesszé
szenzitivitasa 77% [95% CI, 61-89], specificitasa 81% [95% CI, 72-88], mig a (1,3)-p-D-
gliikkan teszt szenzitivitasa 78% [95% CI, 67-84], specificitasa pedig 85% [95% CI, 79-89]
(Karageorgopoulos és mtsai, 2011). Erdekes eredménnyel zarult tovabba egy 2008-ban kozolt
meta-analizis, amely az 1998-2006 kozt eltelt id0szak (9 év) soran publikalt 30 tanulmany
eredményeit Osszegezte és ily modon kalkulalta a Platelia Aspergillus GM-immunosszé
szenzitivitasi 78% (61-89%) és specificitasi 81% (72-88%) értékeit OD 0.5 cut-off értéknél
(Leeflang és mtsai, 2008). Még frissebb tanulmanyok szerint az Aspergillus GM-EIA
specificitasa (91,5%) ennél is jobbnak bizonyult (White és mtsai, 2013).

A kereskedelmi forgalomban jelenleg hozzaférhet6, szerodiagnasztikai modszerek

rovid jellemzését az 1. fiiggelék-ben tiintettiik fel.

3.9.2 DNS alapu detektalas valos ideji rendszerben

A megfeleléen megtervezett PCR reakciok nemcsak az Aspergillusok genus (18S
rRNS gének), hanem akar a species szintli (ITS1-5.8S rRNS-ITS2) azonositasara is képesek
(Erjavec, Verweij, 2002). Ez utobbiakat tobbnyire a gombak variabilis és/vagy konzervalt
szakaszait egyarant tartalmazo riboszémalis DNS target komplexek (rDNS) - 5.8S (Varga és
mtsai, 2000; Springer ¢és mtsai, 2013), 18S (Loeffler és mtsai, 2001), 28S riboszémalis RNS
gének - vagy az 6ket 0sszekotd ITS (internal transcribed spacer) (Hinrikson és mtsai, 2005;
White és mtsai, 2010/a), vagy esetleg egyes gomba mitokondridlis DNS szakaszaira
(Bretagne ¢és mtsai, 1995) tervezik, lehetéséget teremtvén a szisztémas aszpergillozis
szempontjabol legjelentdsebb okozd agensek (Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus terreus, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus versicolor) altal

eléidézett megbetegedések azonositasara (Einsele és mtsai, 1997).
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A DNS detektaldson alapuld moédszerek nemcsak species szintli diszkriminaciora
alkalmasak, de akar a fert6z6 dagensek egyes antifungalis szerek ellen mutatott
rezisztenciajanak az azonositisara is (Perlin és Park, 2001; White és mtsai, 2015). A
fajazonositas torténhet specifikus, szekvencia eltéréseken alapuld olvadasi gorbe
analizisekkel, diagnosztikus szekvenaldsokkal, vagy egyszer(i, fajspecifikus primer-proba

kombinacion alapuld detektaldssal, akar multiplexeléssel.

A nukleinsav alapt moddszerek konnyti kivitelezhetdségiiknek, idétakarékossdguknak
és jo reprodukalhatosaguknak koszonhetéen rendkiviil elterjedtek (White és mtsai, 2010/b).
Megfelelden megvalasztott célgéntdl fliggden magasfoku specificitast (kozel 100%) mutatnak
(Aquino és mtsai, 2007). EImondhatd, hogy e teriileten a diagnosztika megfeleléen beallitott
¢s a jo specificitassal rendelkezd modszereknek koszonhetdéen az utdbbi idében jelentds
elorelépést tett (Springer és mtsai, 2013). A valos idejii PCR rendszerek mar alacsony templat
koncentraci6 mellett is alkalmasak rendkiviil pontos mennyiségi meghatarozasra. Femtogram,
azaz akar egyetlen kopia target szekvencia is kimutathatd. A DNS amplikonok mennyiségi
valtozasanak valos ideji, azaz ciklusrdl ciklusra torténd monitorozdsa képezi a kinetikus

reakciok alapjat.

Ha a biologiai mintdkban gomba eredetii nukleinsavak taldlhatok, azok kevesebb, mint
egy nap alatt kimutathatdéak. Manapsag a legelterjedtebb diagnosztikai modszerek kozé azok
tartoznak, melyek kivitelezése, valos idejii PCR rendszerben (Quantitativ Real-Time PCR)
torténik (Bolehovska és mtsai, 2006; White és mtsai, 2006/b; Cesaro ¢és mtsai 2008), azaz

alkalmas az amplifikacio ciklusrol ciklusra torténé nyomon kovetésére (Kang és mtsai, 2000).

Egyéb tényezok, mint a vizsgalt minta eredete pl. teljes vér (White és mtsai, 2010/a),
szérum (Springer és mtsai, 2013), BAL (Torelli és mtsai, 2011), a biologiai minta térfogata
(Suarez és mtsai, 2008), DNS izolalas hatékonysaga, a primerek szerkezete és specificitasa
(képeznek-e dimereket vagy egyéb, aspecifikus szaporulatokat) a PCR reakcio tipusa (sima,
fészkelt, valos idejli, asszimetrikus), PCR inhibitorok jelenléte (citrat, heparin) ugyancsak

jelentdsen befolyasoljak az érzékenységet.
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A real-time rendszerii esszék rendkiviili specificitasa azzal magyarazhato, hogy a mért
fluoreszcens szignal intenzitds valtozas kovetésének eldfeltétele a primerek, ill. a proba(k)nak
target szekvencia(k)hoz vald egyidejii kotédése. Az ”online monitoring”-nak koszonhetéen, a
futassal szimultan végezhet6 az analizis. A reakciok kinetikaja zart rendszerben, folyamatosan
nyomon kovethetd. A real-time rendszerek kevesebb, mint 2 logaritmusvaltozast is képesek
kimutatni, azonban alacsony kdpiaszam mellett (kevesebb, mint 20 kopia/reakcid csé) mar
szamolnunk kell a bemérési hibakbol és a részecskék eloszlasabol kovetkezd “poisons

error’®-al (Peccoud és Jacob, 1996).

A technika fejlédésével nemcsak a reakciok elvégzéséhez sziikséges 1d6 csokken, de a
reakciok koltségei is egyre kedvezdbben alakulnak, ezaltal a real-time rendszerti platformok

mind szélesebb korben elérhetdk.

A kereskedelmi forgalomban jelenleg hozzaférhetd, nukleinsav alapti diagnosztikai

modszerek rovid jellemzését az 1. fiiggelék-ben tiintettiik fel.

* Poisons error = (Poisson-féle hiba) nagyon kis mennyiségii templat eloszlasabol adodé, nem
reprezentativ mintavételezés. Nagyon alacsony templat koncentracio mellett egymast kovetd
bemérések nagy szérast mutatnak. Altalanossagban elmondhato, hogy minél alacsonyabb a templat
koncentracid, annal nagyobb a poisons féle eloszlasi hiba.
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3.9.3 Olvadaspont analizis

Az olvadaspont analizis egy downstream-PCR alkalmazas, amely a target mennyiségi
meghatarozasa mellett alkalmas a kiillonb6z6 amplikon molekuldk szekvencia eltéréseinek
detektalasara, igy fajazonositasra is. Eltérd szekvenciaji nukleinsav molekuldk elsésorban
G+C tartalmuktol és hosszuktdl fliggden (befolyasolhatjak még egyéb DNS-hez interkaldlodo
anyagok, mint a DMSO ill. sok, mint MgCl, tartalom) mas ¢és mas olvadasponttal
rendelkeznek, ily médon fokozatos melegités mellett pontosan meg tudjuk hatarozni az egyes

amplikon elegyek Tm (olvadas) pontjat *.

Szekvenciatol fiiggetlen detektalason alapuld analizis, amelynek sordn a hasznalt
festék (SYBRGreen, EvaGreen, ResolightDye) aspecifikusan kotddik minden dsDNS-hez,
majd azt gerjesztvén, adott hullimhosszusagon fényt emittal, amit mériink. Az ilyen jel6lo
anyagok hasznalata abban az esetben javasolt csak, ha a primerek kelld specificitast
nyujtanak, s nagyon kicsi az esélye aspecifikus melléktermékek keletkezésének. A modszer
tovabbi elénye lehet, hogy a kapott tiszta amplikon oldat optimalis esetben tovabbi célokra

(pl. szekvenalas) kozvetlentil felhasznalhato.

A célszekvencia felsokszorozodasat kovetden lassan elkezdjiik melegiteni az amplikon
oldatot, mikézben nyomon kovetjiik az emittdlt fluoreszcencia valtozasat. Olvadaspont
analizis soran azt a hdmérsékleti értéket hatarozzuk meg, amelynél a tiszta amplikon elegy
50%-a szimpla szald, nem tiszta amplikon elegy esetén jol kivehetéek a keletkezett
heteroduplex molekuldk leolvadéasi pontjai is. A fluoreszcencianak a hdémérséklet
fliggvényében valo abrazoldsa egy csokkend szigmoid gorbét eredményez, amelynek az
inflexios pontja adja meg az olvadaspontot. A konnyebb értelmezhetdség kedvéért ezeket a
kinetikai gorbéket negativ derivalt (-dF/dT a homérséklet fliggvényében) alakjukban
abrazoljuk, ahol az inflexidés pont(ok) egyértelmii cstics(ok)ként jeldli(k) ki az olvadasi
hémérsékletet. Minden amplikonhoz jellemz6 cstcs tartozik, igy tobb csucs tobb inflexios

pontot, igy tobb eltéré amplikont jelez.

Sokkal pontosabb kiértékelést tesz lehetévé a nagy felbontdsu olvadasgorbe analizis
(HRM analizis), amely soran a fluoreszcencia intenzitast egy arra alkalmas szoftver pontrol-

pontra koveti, majd a megrajzolt leolvadasi gérbéket egymasra vetiti.

* A DNS Tm pontja (melting temperature) az a hémérséklet, amelynél az adott fragmentum halmaz 50%-a
szimpla szalu formaban van jelen.
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3.9.4 Fals pozitiv eredmények

A nem megfelelden kivitelezett, am rendkiviil szenzitiv real-time PCR reakciok, az
ubiquiter okoz6 agensek jelenlétébdl adodoan fals-pozitiv eredményekhez és a specificitas
romlasahoz vezethetnek. A nagy széazalékban jelentkezd fals-pozitiv eredmények csak az
kapott eredmények tobbszori reprodukalasaval zarhatok csak ki. A real time rendszerben
Kivitelezett PCR-reakciok alkalmaval pedig, esetenként még a nem aszpergill6zisos epizodok
esetében is nehezen elkeriilhetd, hogy a kopet-, valamint a kiilonb6zd testfolyadékokbol
(bronchoalveolaris folyadék) szarmazd biopszias mintakba ne keriiljenek a helytelen
mintavételezés soran a kornyezetb6l, vagy az egészséges immunrendszer védekezd
mechanizmusai altal degradalt patogén gombak nukleinsav tormelékei (Bolehovska és mtsai,
2006).

Szerologiai modszerek esetén a hamis-pozitiv eredmények kiugréan magas szama
olyan betegcsoportok esetében tapasztalhato, amelyeket kozvetleniil a diagnézist megel6zden
Piperacillin-Tazobactam, Ampicillin-Sulbactam valamint Amoxicillin-Klavulansav béta-
egyéb antibiotikumokkal, mint PenicillinG, Ceftriaxon, Imipenem, Ciprofloxacin,
Vancomicin, Gentamicin sth. kezeltek (Aquino és mtsai, 2007). Ezen esetek kontaminaciora
vezethetk vissza, ami azzal magyarazhatd, hogy az antibiotikum kezelés alatt 4ll6 betegek
esetén a kezelések soran szennyezOanyagokat juttattak a véraramba (a béta-laktadm tipusu
antibiotikumokat termel6 Acremonium genusz sejtfalaban szintén talalhatoak galaktofuranozil

oldallancok) (Florent és mtsai, 2006).
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3.10 EORTC (European Organisation for Research and Treatment of Cancer)

Az 1962-ben létrejott, “Européen de Chimiothérapie Anticancéreuse (GECA)”
fliggetlen csoport alapitdja Prof. Henri Tagnon volt. A megalakulasat kovetd hatodik évben,
1968-ban a szervezet a mai “European Organisation for Research and Treatment of Cancer”
(EORTC) nevii, briisszeli székhelyli, tudomanyos, multinaciondlis és multidiszciplinaris,
kozel 30 orszag 300, elsdsorban rakkutatassal foglalkozd centrumat egyesitd, ill. tobb mint
2500 kollaboracids partnert magéaban foglald kutatoi szervezetté alakult at. Az EORTC mara
mar egy foként belga, holland és francia, bar 1972 ota jelentds mértékli transzatlanti
tamogatassal is bird alapitvany, amelynek alapvetd céljai kozé tartozik az alapkutatasok és a
klinikai vizsgalatok kozotti rés Osszezarasara iranyulé ugynevezett transzlacids kutatisok®
eldmozditasa, tovabba a modern, hatékony és kevesebb nem kivant mellékhatassal jaro
kemoterapids agensek fejlesztése, tesztelése. A szervezet tagjainak alapvetd célja nem mas,
mint a multi-kdzponta, klinikai kisérletek koordinalasa, klinikai, gyakorlati iranyelvek
l1étrehozasa, gyogyszerhatdstani, epidemioldgiai, vizsgalatok eldmozditasa és tdmogatasa,
tovabba az Ujonnan napvildgot 1atdé innovativ modszerekkel a daganatos megbetegedések

kezelésében folyamatosan javulo tendencia eldsegitése.

3.11 Kockazatelemzésre szolgalo, haromfokozatu kategoriarendszer

Az invaziv gombds megbetegedések utdbbi évtizedekben mutatott romld morbiditési,
ill. mortalitdsi mutatdinak koszonhetéen, az EORTC szervezet figyelmének a fokuszaba
kertiltek. Megalakult az invaziv mikézisokkal foglalkozé6 MSG konszenzus csoport; European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative
Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group
(EORTC/MSG). Felismerték ugyanis, hogy ahhoz, hogy eredményesen szallhassanak szembe
az invaziv miko6zisokkal, mindenekel6tt létre kell, hogy hozzanak egy kockazatbecslésre
alkalmas modellt. Alapvetd igény ugyanis, hogy a klinikusok képesek legyenek megbecsiilni
az invaziv mikozisok valoszinliségét (probability) és a lehetdségét (possibility), objektiv,
klinikai, radiologiai és mikrobioldgiai vizsgalatokkal ahhoz, hogy a betegek egyértelmiien
besorolhatoak legyenek a harom f6 kategoria (“proven” = bizonyitott, “probable” = val6szin,

“possible” = nem bizonyitott) valamelyikébe.

® hasznaljak még: translational research, evidence based research, from bench to bedside medicine.
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3.12 Diagnosztikai torzitas

Ahhoz, hogy egy uj, bevezetésre vard teszt diagnosztikai pontossagat, ill.
hatékonysagat meg tudjuk becsiilni, az altala generalt eredményeket 6ssze kell vetni in vitro
diagnosztikai tesztelésre alkalmas mindsitési, klinikai modszer altal generalt eredményekkel,
amelyek optimalis esetben, a beteg statuszat illetéen valos allapotokat tiikroznek. A
nukleinsav alapu, Aspergillus infektologiai tesztek validalasat jelent6sen megneheziti a
diagnosztikai torzitds. A szerologiai, Platelia Aspergillus GM immunoesszé a rutin
diagnosztikaban a gold-standard-ként elfogadott, az altala generalt eredmények (valds és fals
egyarant) befolyasoljak az EORTC iranyelvek szerinti kategorizalast. Mivel a jol beallitott
real-time PCR technikak szenzitivebbek lehetnek, mint a szerodiagnézis, el6fordulhat, hogy
egyébként valos pozitiv PCR eredményeket fals taldlatként aposztrofalnak, ily modon

csokkentvén az 1j modszer specificitasat.

3.13 Intézményi infekciokontroll

Az opportunista, human patogén, szisztémas, invaziv mikdzisokat eldidézé fajok koziil
az Aspergillusok jelentik a legnagyobb veszélyt a stlyos, kronikus neutropéniaban szenvedé
betegek szamara (Pagano ¢és mtsai, 2006, Pagano ¢s mtsai 2007). Kiilonosen az akut mieloid
leukémidban (AML) szenvedd betegek vannak kitéve leginkabb az infekcid veszélyének
(Pagano ¢és mtsai, 2011). Ahhoz, hogy hatékonyan szallhassanak szembe a fertdzéssel,
kiemelkedd jelentdséggel bir a megfeleld korhazi infekcidkontroll. Ehhez egy olyan
forgatokonyv feléllitdsa sziikséges, amely a rizikocsoportba tartozod betegek megfeleld
kategorizalasan tul, alkalmas lehet annak eldontésére, hogy sziikséges-e az empirikus
feleslegesen terheli a betegek szervezetét. Szolid- és vérképzdszervi tumorok miatt kezelésben
részesiild betegek korében kiilondsen nagy hangsulyt kell fektetni a kezelés soran fellépd
lazas neutropénia nyomonkdvetésére, hiszen klinikai adatok szerint, 15%-al ndveli a
haldlozast (Lyman ¢és mtsai, 2010). Csokkent immunitdsi betegcsoportok hatékony
kezeléséhez a megfeleld fertdzésellenes stratégia kidolgozésa elengedhetetlen. Ehhez pedig a
klinikus szakorvos (az esetek tobbségében onkologus) mellett mikrobiologus, infektologus
bevonasa, ill. az egyes szakemberek kozti megfeleld kommunikédcié bir kiemelkedd

fontosaggal.
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3.14 ISHAM-EAPCRI

Az ISHAM (International Society for Human and Animal Mycology) - EAPCRI
(European Aspergilllus PCR Initiative) egy nonprofit szervezet, 1étrejovetelének egyik 6
célja, hogy a tagok dsszerendezett és koordinalt munkajanak koszonhetéen megoldast talaljon
a nukleinsav alapt, invaziv aszpergillozisokat detektalo eljarasok legégetobb hianyossagara, a

standardizaciora.

Elsé lépésként, 2006-ban az Egyesilt Kiradlysag mikozisokkal foglalkozé PCR-
munkacsoportja (Fungal PCR Consensus group) k6zos megallapodassal nyilvanossagra hozott
egy gomba nuleinsav detektalason alapulé PCR rendszerekre vonatkozé modszertani leirast,
majd ezt kovetden még az év szeptemberében Parizsban megalakult, a 16 orszag, 69
centrumanak 86 laboratoriumi kutatojat, klinikusat egyesitd Aspergillus-PCR diagnosztikai
munkacsoport (EAPCRI). Az ISHAM védnoksége alatt 4ll6 szervezet a hatékony és

gordiilékeny miikodés végett 6nallo vezetéséggel rendelkezik.

A laboratoriumi munkacsoport torzstagjai évente 2-3 alkalommal {iléseznek.
Kerekeasztal megbeszéléseik soran Osszegzik az elmult iddszak eredményeit. Beszélnek

tovabba kozos, nemzetkdzi kooperaciokon alapuld palyazati lehetdségekrol.

A klinikai munkacsoport célja, hogy elemezze ¢és Osszegezze a laboratoriumi €s
statisztikai munkacsoport 0j eredményeit a két masik tudomanyos szervezettel; EBMT-vel
(European Society for Blood and Marrow Transplantation), és EORTC-vel egyiittmiikodve.
Javaslattételeikkel instrualjdk a DNS alapu aszpergillusz diagnosztika nemzetkdzi, validacios,

korkontrollos vizsgalatait.

A statisztikai munkacsoport munkdja szervesen Osszefonddik a laboratoriumi
munkacsoportéval akik a nemzetk6zi kdrkontrollos tanulmanyok lebonyolitasat koordinaljak
a statisztikai munkacsoport altal megtervezett modon. Paneleket osztanak szét a résztvevod
laboratoriumok kozott, amely panelek egyarant tartalmaznak pozitiv, azaz Aspergillus
fumigatus patogén DNS tartalmu, ill. vak, azaz negativ, gomba DNS-t nem tartalmazo

biologiai (féként total vér és/vagy szérum) mintakat.
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4. CELKITUZESEK

Aszpergillozist diagnosztizald real-time esszék fejlesztése az invaziv aszpergilldzis
legfbb, ill. gyakori okozoiként ismert Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill.
Aspergillus lentulus fajok genomjaban meglévé Streptomyces facC génekkel ortolog
génszakaszokra.

Az Aspergillus fumigatus és Aspergillus terreus specifikus, facC ortologokhoz
tervezett Tagman® esszék reakcio hatékonysaganak, analitikai szenzitivitasanak, ill.
specificitasanak meghatarozasa.

Az Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus lentulus fajoknak a jellemz6 olvadaspontjaik
(olvadaspont analizis), leolvadasi gorbéik (HRM analizis) alapjan torténd azonositasa.
Tagman® esszék dinamikus tartomanyanak vizsgalata Aspergillus fumigatus ill.
Aspergillus terreus konidium tartalm@, nagyszam szérum mintan, automata
nukleinsav izolalé rendszerben.

A Tagman®-LNA probas Aspergillus fumigatus specifikus real-time esszék validalasa
prospektiv eset-kontroll tanulmany sordn a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati
Intézetével, valamint az Orvosi Mikrobioldgiai, ¢és Patologiai Intézetekkel
egyiittmiikddve. Kombinalt biologiai marker analizis sordn lazas, neutropénias
betegeket monitorozunk Aspergillus specifikus antitestek, ill. Aspergillus fumigatus
facC ortologok jelenlétére, harom napos nyomonkovetéssel. A kombinalt biomarker
analizisek eredményeit Osszevetjiik egymaéssal és a konvenciondlis moédszerek
eredményeivel, majd meghatdrozzuk az egyes modszerek diagnosztikai hatékonysagat.
Részt vesziink az évenként legalabb egy alkalommal megszervezett korkontrollos
vizsgalatokban, lehet6séget teremtvén sajat fejlesztésii, Aspergillus gomba nukleinsav
detektalason alapuld, real-time diagnosztikai rendszereink tovabbfejlesztésére,

tesztelésére, valamit a nemzetk6zi mezOnyben elfoglalt helyiink felmérésére.
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5. ANYAGOK és MODSZEREK

5.1 C-faktor homologok keresése BLAST programmal

Az C faktor fehérje aminosav szekvenciajat (4. abra) BLAST (basic local alignment
search tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) homoldgia keresé programmal
vizsgaltuk. Fehérje adatbazisokban végeztiink keresést a bevitt szekvenciaval. A PSI-BLAST
program egy olyan algoritmus alapjan mikodik, mely eldszér egy hagyomanyos BLAST
kereséssel kigylijti a vizsgalt szekvencia homoldgjait, majd un. iteracids fazisok soran ezekbol
tobbszoros Osszerendezéssel szekvenciaprofilt készit. Végezetiil pedig ezzel a profillal végez
ujabb keresést a szekvenciaadatbazisban. Ezaltal tavoli homoldgokat is megtalal. Manapsag

az egyik legalkalmasabb mddszer ortolog gének felfedésére.

Streptomyces griseus factor C protein precursor

/organism = "Streptomyces albidoflavus"
/strain = "45H"
/function = "involved in the regulation of cytodifferentiation"

MPAATTSSPSRRGLLRLGGGLVAASAFGLSEFGAGSAAAAVPATK
RESLTEPSHDLFRHAKLHDARVQQOSFTEFDIVNRRLEVAQLKSGS
PDDSGDLCITQLDESGNKLGHMYLLGEFGHGVSIGAQPVGADTYL
WTEVDVNSNARGTRLARFKWNNGATLSRTSSALAKHQPVPGATE
MTCAIDPVNNRMAIRYLTASGRRYGIYNVADIAAGVYDKPLSDV
PHPTGLGTFQGYALYGSYVYQLTGNPYGPDNPNPGNSYVSSVDV
NTGALVQRAFTRAGSTLTFREPEGMGIYRTAAGEVRLEFLGFASG
VAGDRRSNLFYKNVLI

4. abra. A C-faktor gén aminosav szekvenciaja.

A szekréciora keriilt fehérje 324 amindsavbol all. A 38 aminosav hosszu szignalszekvencia
levagodasat kovetden az érett fehérjét 286 aminosav alkotja, molekulatdomege 31038 Da (Biro ¢s
mtsai, 1980). A C-faktort a DOTE Bioldgiai Intézetében (ma DE-AOK Humangenetikai Tanszék)
sikeriilt els6ként a termel6 Streptomyces griseus 45H (az 0j taxondmiai besorolas szerint Streptomyces
flavofungini 45H) torzsének 72 oras tenyészlevébdl izolalni (Bird és mtsai, 1980; Birkd és mtsai,
1999).
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5.2 Tagman® rendszerek

A Tagman® hidrolizis elven miikodd probak alkalmazasanak otlete a Perkin-Elmer

Corporation kutatoitél szarmazik (Holland és mtsai, 1991).

Diagnosztikai teszteknél a specificitas rendkiviil fontos tényez6. A real-time rendszerii
detektalassal nemcsak nagyfoku szenzitivitasbeli, de a Tagman® hidrolizis elven miikodé
probak hasznalataval rendkiviil magasfokt specificitasbeli javulds is elérhetd. Ez annak is
koszonhetd, hogy a megfelelé intenzitasi (baseline feletti) fluoreszcens fénykibocsatas
eléréséhez az eléremutatod €és a hatramutatd primereken (forward, ill. reverse) kiviil a koztiik
elhelyezkedd, ugyancsak egyszalu ,,proba” DNS molekulanak a templat szekvenciahoz vald
specifikus hibridizaciojara is sziikség van. Optimalis esetben, jol beallitott reakcio
paraméterek mellett és megfelelden megtervezett primer- ¢és proba kombinaciokkal
amplifikacid csak a target régiokrol torténik, és mar alig néhany nukleotid eltérés a primerek

vagy a proba szekvencidjaban akadalyozza az aspecifikus szaporulatokat.

A FRET®, azaz a Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer dip6lus-dipolus
kolcsonhatas révén két, gerjesztett allapott festék molekula; a fluorofor (donor) és a quencher
(akceptor) kozti, tavolsag fiiggd, fluoreszcens sugarzas nélkiil végbemend energia atadasi
folyamat (Forster, 1948; Lakowicz 1999). A donor és az akceptor molekulakat ugy valasztjuk
meg, hogy emissziods spektrumukban jelentds atfedés mutatkozzon, ezért amennyiben a két
molekula kozti tavolsag 2-10 nm-nél kevesebb, a donor (FAM™ ") molekula 4ltal kibocsajtott

DTM 9

fluoreszcenciat az akceptor (MGB 8, DQ ) molekula elnyeli.

A polimeraz reakcidé eldrehaladtaval, a hdstabil Taqg-polimerdz enzim 5°—3’
exonukledz aktivitasanak koszonhetden a proba 5° végéhez kovalensen rogzitett fluorofor
molekula lehasad, és tavol keriil a proba 3’ végéhez ugyancsak kovalensen kapcsolt akceptor
molekulatol, és a real-time reakciok kinetikdjaban egy arra alkalmas (CCD) kameréaval
exponencialisan novekvd fluoreszcens szignal lesz detektalhatd, amelynek valtozasa
barmilyen posztamplifikdcioés folyamat kozbeiktatasa nélkiil, az amplifikacidokkal szimultan

kovethetd a monitoron.

® FRET: Forster-féle rezonancia energia atadas
" 6-FAM™: 6-carboxyfluorescein
® MGB : minor groove binder
9 DQD™: dark quencher dye
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5.2.1 Tagman®-MGB esszék

A Tagman®-MGB probés esszék tervezéséhez a LifeTechnologies online feliiletén
elérhetd FileBuilder 3.0 Primer Express® tervezd programot hasznaltuk. A tervezett

Tagman®-MGB esszé primereinek és a proba elhelyezkedését az 5/a, 5/b, 5/¢ abrak mutatjak.

>A.fumigatuschr#3 /AFUA_3G14910/
ATGACTCCGCTCGTCAAAGTCGGCAGCCTTCTGGCCGCATTGCTCTGGGTCACCTTTGGC
ATCGCGACAGTCAGCGCCAGCATCCCCTCATCCAAACGCTTCGATCTCTCTGCCCCCTCC
GCCGATCTCTACCGTCACAAAGCCCTCCGCGATGACACAGTCCAGCAAGGATTCGCCTTT
GACAATGTCAACCGCCGCCTTTTCGTCGCCCAGCGCCGCGACGGCTCCTCCGAAACAGCG
GGCGACCTAACAATCACCCAGCTCGACTTTGACGGCAACTACGTCGGACACATGTACCTA
AAGAGCTTTGGTCATGGCGTCTCCTTCGGCGCGCAGGCCGTTGGGTCCGCAACCTACCTC
TGGACCGAGGTCGACGCCAACGCCAACGGCTACGGCAAGCAACTCGCCCGCTTCAAGTTC
GCCTCGGGCACCACGCTGACCAGCTCCTCCGCTCAACTGGCAAAGTTCAAGCCCGTCGCC
GACGCAACGGAGCATACCTGCGCCATTGACCCGGTGTACAACCGGCTGATCGTCCGGTAT
CACCTCAGCGGGTCAAAGCATATCGCCGTGTATGATCTTGCTGCGGCGACGCGCGGCGAT
TTCTCCGCCCCGCTGGCGAACTTCAAGCAGCCGGAGTTGGAGACGCTGTCGTTGACT
CAGGGTTATGCAGCGTATGGACAGTATCTGTATCTGCTGACGGGAACTTCATATGCGGCC
AGCGGAGGTAAAGTCAATTCCGAGGTAACCAGTGTTGACATGAACACGGGCAAGGTGGTG
CAGGGGCCCACGCTCACCAAGGCCGGTTCCACGCTGGAGTTTAGAGAGCCGGAGGGATTA
GCGATTTACAAGACGGCTGCGGGGCAGGTGAGGTTGTTCTTGGGGTTTGCTTCGGGGAAG
GCGGGTGATCGCAGGTCGAATCTGTTCTACAAGAATGTGTTGGTTTAG

5/a abra. Aspergillus fumigatus Af293 Ch#3 facC ortolég gén (AFUA _3G14910) detektalasara
tervezett 62 bp hossziisagi amplikon primerjeinek és probajanak elhelyezkedése.

A Tagman®-MGB proba (5’-FAM-ACGCTGTCGTTGACTTT-3’-MGB, 17 mer) pirossal, az
eléremutato primer (5’-CAAGCAGCCGGAGTTGGA-3’, 18 mer) sziirkével, mig a hatramutatd primer
(5’-ACTGTCCATACGCTGCATAACC-3’, 22 mer) kékkel jelolt.

>A. fumigatuschr#5 /AFUA_5G00540/
ATGCGAGTCTCCCTCTTTGCTATCATCACAGCACTAACATGTGTGATTGCCAAAATCCCC
GACTCTCCACGATTLC! ( 'CGTCGTATGACCTCTGGCGGAACAAGAAAACC
GCCGCCAAAACCGTCCAACAGTCATTCACCTTTGACAACGTCAACCGCCGCCTGTTCATC
GTAAACCGTCGCGATGGCTCCGCCCTCGACTCAGGAGACTTGACAATCAGCCAACTCGAC
TTCTCCGGAAAGGTCCTCGGCTCAATGCACCTGCTCGGCTGCGGCCACGGTGTGAACATC
GCCGCGGAACCAATCGGAAGCGATACGTATATCTGGAGTGAAACCGACGCTGCAGCCAGC
GGATACGGGACAGCATTGTGGAAGTTCAAGTTCCAGAATGGCAAGACGTTGAATAGCGCC
ACGGATAAGCGCAAGCGGATTGTGCCGTTGCCCGAGTTTGACAGGGGCACTGCCACAATT
GACCCCGTTTATAAGCGGTTGATCGTGCGATACCAGACGGGGACCGTGCAGAACATCGCC
GCGTTTGACCTTGCTGAGGCGAGCGCAGGCAATTTTTCGAACCCACTGGCCAAATGGGAG
ATTCCGCATCTCGTCAAGGAGCTCGGGGCAAAGGTTAACGTCTTTCAGGGATATACAGCT
TACGGGCGGTATGTCTATTTCCTGACTGGGGAATCTTATGACGCTAGTGGTGGTAAGCTG
AATTCAGAGGTTATGGCTCTGGACTTGAATACTGGGAAGCTTGTGCAAGGGCCTGTCACC
ACAAAGGCGGGGTCGACGTTGAAATTTCGTGAGCCGGAGGGGATGGCAATCTATAAGACG
GCCAGTGGGGAGGTGAGGCTTTTCTTGGGATTCGCGTCGGGGGTTGCAGGAGACCGGAGG
AGTAATCTGTTTTACAAGAACGCGCTGATATAG

5/b abra. Aspergillus fumigatus Af293 Chr#5 facC ortolég gén (AFUA_5G00540) detektalasara
tervezett 56 bp hossziisagli amplikon primerjeinek és probajanak elhelyezkedése.

A Tagman®-MGB proba (5’-FAM-CGACCTCACCAAACC-3’-MGB, 15 mer) pirossal, az
eléremutatd primer (5’-AATCCCCGACTCTCCACGAT-3’, 20 mer) sziirkével, mig a hatramutato
primer (5’~-TCCGCCAGAGGTCATACGA-3’, 19 mer) kékkel jelolt.
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>A.terreus /ATEG_03536/
ATGCGTCCTTTCCTCCAAACTATTGTACTCCTCGCATCCAGCGTAAGCCTGGCTTGGGCG
GCGCTACCGTCTTCTTCCCAATTCGACCTGTCAGCGCCATCTTACGACCTCTTCCGCAGC
AAGCCCCTTGCTGACGCGACAGTCCAACAAGGCTTCTCCTTCGACAATGTCAATCATCGC
CTCTTTGTCGCCCAACGCCGCGACGGGTCCTCCGAAACCGCCGGCGATCTGTGTATCACC
CAGCTTGATTTCCACGGAAACATTGTCGGATCAATGGACCTGATCGGGTTTGGCCACGGC
GTGTCCTTTGCCGCTCAGCCAGTCGGTTCGTCGACATACCTCTGGACCGAGGTCGATGCC
AACTCGAATGGATACGGGAAGAAGCTCGCCCGGTTCAAG o
TCGCATACCGATGCCTCGCTCGCGAAATTCACTGCTGTTGAGGGTGCAACGGAGCACACC
TGCTCTATTGACCCGGTGAATAACCGGCTCGTGGTCCGATATGCTCTGAGCGGGAAAAAG
CGCATTGCCGTGTTCGATCTGGGGGCCGCAACAAAGGGTGACTTTTCTACGAAACTGGCG
GATATCGCTCATCCTTCGCTGGATACGCTATCCAAGGTGTTCCAGGGGTATGCTGCATAT
GGAAAGTACGTCTATCTTCTTACGGGAGAGTCGTACGCTGCTTCTGGTGGTGTGGTCAAC
TCGCAGGTGACCGCCGTGGACTTGAATACTGGGAAGGTGGTCCAGGGTCCGACGCTGACC
AAGGCGGGCTCAACCCTCTCGTTCCGTGAGCCGGAAGGACTGGCTATTTACCGCACCGAT
GCCGGGGAGGTGAGACTGTTCTTGGGATTTGCCTCTGGGGAGGCTGGCGACAGAAGGTCG
AATCTGTTCTACAAGAATGCTATGGTATAG

5/c abra. Aspergillus terreus 1H2624 facC ortolég gén (ATEG_03536) detektalasara tervezett 78
bp hosszisagu amplikon primerjeinek és probajanak elhelyezkedése.

A Tagman®-MGB proba (5’-FAM-AAGTTTGTCAATGGCAA-3’- MGB, 17 mer) pirossal, az
eléremutato primer (5’-CGAATGGATACGGGAAGAAGCT-3’, 22 mer) sziirkével, mig a hatramutato
primer (5’-CGAGCGAGGCATCGGTATG-3’, 19 mer) kékkel jelolt.

Az MGB probas esszéink rovid leirasat a 2. tablazat-ban adjuk meg.

2. tablazat. Aspergillus fumigatus Af293 (Taqman®-MGB1, Taqman®-MGB2, Tagqman®-
MGB3) és Aspergillus terreus NIH2624 (Tagman®-MGB4) specifikus, real-time esszék
jellemzése.

MGB probas Tagman® esszék

MGB1  Aspergillus fumigatus Chr3 facC ortolog génhez (AFUA_3G14910) hibridizalo,
Tagman®- MGB esszé, szekvencia specifikus primerekkel.

MGB2  Aspergillus fumigatus Chr5 facC ortolog génhez (AFUA_5G00540) hibridizalo,
Tagman®- MGB esszé, szekvencia specifikus primerekkel.

MGB3  Aspergillus fumigatus Chr3 (AFUA_3G14910) és Aspergillus fumigatus Chr5
(AFUA _5G00540) facC ortolog génekhez hibridizald, Tagman®-MGB esszé,
szekvencia specifikus primerekkel, 1:1 aranyban.

MGB4  Aspergillus terreus (ATEG_03536) facC ortolog génhez hibridizald, Tagman®-
MGB esszé, szekvencia specifikus primerekkel.
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5.2.2 Tagman®-LNA esszék

Tagman®-LNA probas esszé rendszerek tervezését a Roche Applied Science honlapon
talalhatd Universal Probe Library System Assay Design Center elektronikus feliiletén
(http:/Nifescience.roche.com/shop/products/universal-probelibrary-system-assay-design)
végeztikk. A Tagman®-LNA probas esszé rendszereink primer-, ill. proba szekveciait az 6/a,
6/b, 6/c abrak mutatjak.

>A.fumigatuschr#3 /AFUA 3G14910/
ATGACTCCGCTCGTCAAAGTCGGCAGCCTTCTGGCCGCATTGCTCTGGGTCACCTTTGGC
ATCGCGACAGTCAGCGCCAGCATCCCCTCATCCAAACGCTTCGATCTCTCTGCCCCCTCC
GCCGATCTCTACCGTCACAAAGCCCTCCGCGATGACACAGTCCAGCAAGGATTCGCCTTT
GACAATGTCAACCGCCGCCTTTTCGTCGCCCAGCGCCGCGACGGCTCCTCCGAAACAGCG
GGCGACCTAACAATCACCCAGCTCGACTTTGACGGCAACTACGTCGGACACATGTACCTA
AAGAGCTTTGGTCATGGCGTCTCCTTCGGCGCGCAGGCCGTTGGGTCCGCAACCTACCTC
TGGACCGAGGTCGACGCCAACGCCAACGGCTACGGCAAGCAACTCGCCCGCTTCAAGTTC
GCCTCGGGCACCACGCTGACCAGCTCCTCCGCTCAACTGGCAAAGTTCAAGCCCGTCGCC
GACGCAACGGAGCATACCTGCGCCATTGACCCGGTGTACAACCGGCTGATCGTCCGGTAT
CACCTCAGCGGGTCAAAGCATATCGCCGTGTATGATCTTGCTGCGGCGACGCGCGGCGAT
TTCTCCGCCCCGCTGGCGAACTTCAAGCAGCCGGAGTTGGAGACGCTGTCGTTGACTTTC
CAGGGTTATGCAGCGTATGGACAGTATCTGTATCTGCTGACGGGAACTTCATATGCGGCC
AGCGGAGGTAAAGTCAATTCCGAGGTAACCAGTGTTGACATGAACACGGGCAAGGTGGTG
CAGGGGCCCACGCTCACCAAGGCCGGTTCCACGCTGGAGTTTAGAGAGCCGGAGGGATTA
GCGATTTACAAGACGGCTGCGGGGCAGGTGAGGTTGTTCTTGGGGTTTGCTTCGGGGAAG
GCGGGTGATCGCAGGTCGAATCTGTTCTACAAGAATGTGTTGGTTTAG

6/a abra. Aspergillus fumigatus Af293 Ch#3 facC ortolég gén (AFUA 3G14910) detektalasara

tervezett 66 bp hossziisagli amplikon primerjeinek és probajanak elhelyezkedése.

A Tagman-esszé proba szekvencidja (5’-FAM-CAGCATCC-VIC-3’, 8 mer) pirossal, az eléremutato
(5-CTTTGGCATCGCGACAGT-3’, 18 mer) primer szirkével, a hatramutatd primer (5'—
GAGGGGGCAGAGAGATC-3’, 17 mer) kékkel jelolt.

>A. fumigatuschr#5/AFUA_5G00540/
ATGCGAGTCTCCCTCTTTGCTATCATCACAGCACTAACATGTGTGATTGCCAAAATCCCC
GACTCTCCACGATTCGACCTCACCAAACCGTCGTATGACCTCTGGCGGAACAAGAAAACC
GCCGCCAAAACCGTCCAACAGTCATTCACCTTTGACAACGTCAA TGTTCATC
GTAAACCGTCGCGATGGCTCCGCCCTCGACTCAGGAGACTTGACAATCAGCCAACTCGAC
TTCTCCGGAAAGGTCCTCGGCTCAATGCACCTGCTCGGCTGCGGCCACGGTGTGAACATC
GCCGCGGAACCAATCGGAAGCGATACGTATATCTGGAGTGAAACCGACGCTGCAGCCAGC
GGATACGGGACAGCATTGTGGAAGTTCAAGTTCCAGAATGGCAAGACGTTGAATAGCGCC
ACGGATAAGCGCAAGCGGATTGTGCCGTTGCCCGAGTTTGACAGGGGCACTGCCACAATT
GACCCCGTTTATAAGCGGTTGATCGTGCGATACCAGACGGGGACCGTGCAGAACATCGCC
GCGTTTGACCTTGCTGAGGCGAGCGCAGGCAATTTTTCGAACCCACTGGCCAAATGGGAG
ATTCCGCATCTCGTCAAGGAGCTCGGGGCAAAGGTTAACGTCTTTCAGGGATATACAGCT
TACGGGCGGTATGTCTATTTCCTGACTGGGGAATCTTATGACGCTAGTGGTGGTAAGCTG
AATTCAGAGGTTATGGCTCTGGACTTGAATACTGGGAAGCTTGTGCAAGGGCCTGTCACC
ACAAAGGCGGGGTCGACGTTGAAATTTCGTGAGCCGGAGGGGATGGCAATCTATAAGACG
GCCAGTGGGGAGGTGAGGCTTTTCTTGGGATTCGCGTCGGGGGTTGCAGGAGACCGGAGG
AGTAATCTGTTTTACAAGAACGCGCTGATATAG

6/b abra. Aspergillus fumigatus Af293 Ch#5 facC ortolog target gén (AFUA_3G14910)
detektalasara tervezett 64 bp hossziisagi amplikon primerjeinek és préobajanak elhelyezkedése.

A Tagman®-essz¢é proba szekvencidja (5°-FAM-CCGCCGCC-VIC-3’) pirossal, az eléremutato (5°—
CGTCCAACAGTCATTCACCTT-3’, 21 mer) primer sziirkével, a hatramutatdé primer (5'—
ATCGCGACGGTTTACGAT-3’, 18 mer) kékkel jelolt.
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>A.terreus /ATEG 03536/
ATGCGTCCTTTCCTCCAAACTATTGTACTCCTCGCATCCAGCGTAAGCCTGGCTTGGGCG
GCGCTACCGTCTTCTTCCCAATTCGACCTGTCAGCGCCATCTTACGACCTCTTCCGCAGC
AAGCCCCTTGCTGACGCGACAGTCCAACAAGGCTTCTCCTTCGACAATGTCAATCATCGC
CTCTTTGTCGCCCAACGCCGCGACGGGTCCTCCGAAACCGCCGGCGATCTGTGTATCACC
CAGCTTGATTTCCACGGAAACATTGTCGGATCAATGGACCTGATCGGGTTTGGCCACGGC
GTGTCCTTTGCCGCTCAGCCAGTCGGTTCGTCGACATACCTCTGGACCGAGGTCGATGCC
AACTCGAATGGATACGGGAAGAAGCTCGCCCGGTTCAAGTTTGTCAATGGCAAAACTCTG
TCGCATACCGATGCCTCGCTCGCGAAATTCACTGCTGTTGAGGGTGCAACGGAGCACACC
TGCTCTATTGACCCGGTGAATAACCGGCTCGTGGTCCGATATGCTCTGAGCGGGAAAARG
CGCATTGCCGTGTTCGATCTGGGGGCCGCAACAAAGGGTGACTTTTCTACGAAACTGGCG
GATATCGCTCATCCTTCGCTGGATACGCTATCCAAGGTGTTCCAGGGGTATGCTGCATAT
GGAAAGTACGTCTATCTTCTTACGGGAGAGTCGTACGCTGCTTCTGGTGGTGTGGTCAAC
TCGCAGGTGACCGCCGTGGACTTGAATACTGGGAAGGTGGTCCAGGGTCCGACGCTGACC
AAGGCGGGCTCAACCCTCTCGTTCCGTGAGCCGGAAGGACTGGCTATTTACCGCACCGAT
GCCGGGGAGGTGAGACTGTTCTTGGGATTTGCCTCTGGGGAGGCTGGCGACAGAAGGTCG
AATCTGTTCTACAAGAATGCTATGGTATAG

6/c abra. Aspergillus terreus NIH2624 facC ortolog target gén (ATEG_03536) detektalasara

tervezett 77 bp hossziisagi amplikon primerjeinek és probajanak elhelyezkedése.

A Tagman®-essz¢é proba szekvenciaja (5’—-FAM-CATCCAGC-VIC-3’) pirossal, az eléremutatd (5°-
CCTTTCCTCCAAACTATTGTATCC-3’; 25 mer) primer sziirkével, a hatramutaté primer (5°-
AATTGGGAAGAAGACGGTAGC-3’; 21 mer) kékkel jelolt.

Az MGB probas esszéink rovid leirasat a 3. tablazat-ban adjuk meg.

3. tablazat. Aspergillus fumigatus Af293 (Tagman®-LNA1, Tagman®-LNA2, Tagman®-LNA3)

és Aspergillus terreus NIH2624 (Tagman®-LNAA4) specifikus real-time esszék jellemzése.

LNA probas Tagman® esszék

LNA1

LNA2

LNA3

Aspergillus fumigatus Chr3 facC ortoldég génhez (AFUA_3G14910) hibridizalo,
Tagman®- LNA essz¢, szekvencia specifikus primerekkel.

Aspergillus fumigatus Chr5 facC ortolog génhez (AFUA_5G00540) hibridizalo,
Tagman®- LNA esszé, szekvencia specifikus primerekkel.

Aspergillus fumigatus Chr3 (AFUA_3G14910) és Aspergillus fumigatus Chr5
(AFUA_5G00540) facC ortolog génekhez hibridizald, Tagman®-LNA esszé,
szekvencia specifikus primerekkel, 1:1 aranyban.

Aspergillus terreus (ATEG_03536) facC ortolog génhez hibridizalo, Tagman®-
LNA esszé, szekvencia specifikus primerekkel.
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5.3 Mono-, ill. dual-copy Tagman® esszék fejlesztése

Kétféle Tagman® rendszertli esszét terveztiink. A Tagman®-MGB probas rendszerek a
Tagman® Gene Expression MasterMix-ekre (Cat. No.: 4369016), mig a Tagman®-LNA
probak a LightCycler® Probes MasterMix-ekre (Cat. No. 04707 494 001) lettek
optimalizalva. Ez utdbbiban a Tag-polimerdaz egy modositott valtozata, a FastStart Taq
polimerdz talalhatdé. Hasznalataval specifikusabba és hatékonyabba tehetéek a real-time
reakciok, hiszen a héstabil, rekombinans enzim 95°C alatt inaktiv (4 perc, 95°C-on be kell
kapcsolni), ennek kovetkeztében elkeriilhetdek a nem kivant, aspecifikus szaporulatok,
amelyek a PCR reakciok korai szakaszaban, még a reakcidok dsszemérése soran keletkeznének

joval az optimalis anellacios hofok alatt.

Az MGB-NFQ™ probakat, ill. az LNA™ probakat alkotd, médositott nukleotid analog
2'-0O ¢és a 4'-C atomjai kozt 1étrehozott keresztkotéseknek koszonhetden, erds hibridizaciot
biztositanak az egyszalu templat DNS-hez. Rovid (6-10 mer) méretiik ellenére is magas Tm
értékkel, mig egyediilallo hdstabilitdsuknak, ill. rovid méretiiknek koszonhetden, rendkiviil
magas diszkriminacids hatasfokkal rendelkeznek. Mind az MGB, mind pedig az LNA probak
5’ végiikon FAM jeloltek, 3 végiikon specidlis kioltdé (NFQ) molekulakkal.

Osszesen nyolc kiilonbdzé Tagman® hidrolizis esszét (4 Tagman®-MGB ill. 4
Tagman®-LNA probas) fejlesztettiink Aspergillus fumigatus és Aspergillus terreus fajok
azonositasara. A mono-copy rendszerek esetében csak egyetlen target gén talalhato. Mivel az
Aspergillus  fumigatus genomjaban egyszerre két példanyban (AFUA 3G14910,
AFUA 5G00540) is talalhatdbak facC ortolog gének, ezért az Aspergilus fumigatus
diagnosztizald rendszerek esetében fejlesztettiink un. dual-copy esszéket is. Ez utdbbiak
esetében, egyetlen real-time PCR reakcid sordan négy szekvencia specifikus primer és két,
ugyanazt a fluorofort tartalmazé proba hasznélataval egyszerre két génrdl, szimultan torténik

az amplifikécio.

19 MGB-NFQ = Minor Groove Binder Non fluorescent quencher. 3’ végiikhéz kapcsolt specialis kioltd protein
molekulaknak; non fluorescent quencher.
| NA probak = Locked Nucleic Acids. Egyszalt, kémiailag médositott Tagman® hidrolizis probak, melyek a
kémiai modositasuknak koszonhetéen erdsebben hibridizalnak a templat nukleinsavakhoz.
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5.3.1 Genomi DNS kinyeréséhez hasznalt fonalas gombak tenyésztésének koriilményei

Harom (Aspergillus fumigatus AF293), ill. hét napos (Aspergillus terreus NCCB
IH2624 ill. Aspergillus lentulus SZMC3118) torzsek spora szuszpenzidit hasznaltuk
inokulumként €s tenyésztettiik folyékony, gliikkdz tartalmt, minimal taptalajon (AMM) (Baratt
¢és mtsai, 1965). A tenyésztési homérsékletek az Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus
lentulus SZMC3118 torzsek esetén 37°C, az Aspergillus terreus IH2624 esetén 25°C voltak
18 o6ras, 220 rpm razatds mellett. Az inokulumként hasznélt konidiumokat PBS-0.01 %
Tween 80-ban mostuk, hogy elkeriiljik a spoérak Osszecsapzodasat, igy a tomény

szuszpenziok spora tartalma is kdnnyen €s pontosan meghatarozhato6 volt Biirker kamraban.

5.3.2 Genomi DNS izolalas fonalas gombakbol

Patogén gombak feliileti tenyészeteit mechanikus lizissel folyékony nitrogénben tartuk
fel (Baratt és mtsai, 1965) és DNS-t izolaltunk (Thermo Scientific, Maryland, USA) a
forgalmaz6 altal megadott instrukcioknak megfeleléen. A torzsek tenyésztését, ill. a gDNS
izolalasat a Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technologiai Kar, Biotechnoldgiai

és Mikrobiologiai Tanszékén Leiter Eva végezte.
5.3.3 Genomi ekvivalens és koloniaképez6 egységek

A genomi ekvivalens (GE) egy adott faj egyetlen genomjat reprezentald6 DNS
mennyiségét jelenti. A kolonia-képezd egység (CFU) azon €16 képletek szamara utal, amelyek

szilard taptalaj feliileten telepeket hoznak létre.

4. tablazat. Aspergillus fumigatus AF293 és Aspergillus terreus IH2624 fajok genom mérete.

Fajok Genom méret (Mb) GC % Gének szama
Aspergillus fumigatus AF293 29,38 49,8 9 887
Aspergillus terreus IH2624 29,33 52,9 10 406

Az adatok a Broad Institute http://www.broadinstitute.org honlaprél szarmaznak.

Ha figyelembe vessziik, hogy a DNS-ben egy bazispar 617,5 g/mol tomegti (A = 313
g/mol, T = 304 g/mol, G = 329 g/mol, C = 289 g/mol), akkor a Broad Institute altal kozolt

adatok és az alabbi informéciok ismeretében;
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Aspergillus fumigatus Af293 genom mérete kalkulalhato a kovetkezé modon =
29,38 x 10° bp™
617,5 x (29,38 x 10° g/mol)
1,815 x 10'° g/mol
Avogadré allando (6 x 10%%) éretelmében =
1,815 x 10'%/6 x 102~
0,303 x 103g™
3x 10Mg™
3x10fg=230fg
Aspergillus terreus IH2624 genom mérete kalkulalhat6 a kovetkezé modon =
29,33 x 10° bp™
617,5 x (29,33 x 10° g/mol)
1,811 x 10" g/mol
Avogadro allando6 (6 x 10%) éretelmében =
1,811 x 10'%/6 x 0%~
0,303 x 103
3x 10™Mg™
3x10fg=230fg

Mind az Aspergillus fumigatus AF293, mind pedig az Aspergillus terreus 1H2624
fajok haploid genomja 15 fg-nak adodik. Az Aspergillus lentulus genom méretét, a
szekvenciaja ismeretének hianyaban az Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus terreus

IH2624 genomok méretét alapul véve ugyancsak 29,4 Mb-nak és 15 fg-nak becsiiltiik.

5.3.4 PCR amplifikacios kontrollok

A kiilonboz6, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill. Aspergillus lentulus

crc

tartalmazott megfeleld belsd kontrollokat.

% PCR-IC (PCR inhibicios kontroll): real-time analizisek gDNS (10%-10° GE)
tartalmu inhibicids kontrollja.
% PCR-NTC (PCR non-templat kontroll): nukleaz mentes vizet tartalmazo,

amplifikécids reakcio, a real-time reagensek tisztasaganak ellendrzésére.
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5.3.5 Reakcio pozitivitas és minta pozitivitas

A reagens csoben kivitelezett és online monitorozott nukleinsav amplifik4cio abban az
esetben tekinthetd pozitivnak, amennyiben a reakcio fluoreszcencia valtozasanak mértéke
meghaladja a reakcioban mért hattér (baseline 12) sugarzas mértékét. Az igy kapott Ct®
(crossing threshold) érték fogja kijelolni a reakcid kinetikai gorbéjén az ehhez a bizonyos
attorési (inflexios) ponthoz tartozo6 ciklus szamot. Amennyiben viszont vagy nem kapunk Ct
értékeket, vagy a kapott értékek tul szélsdségesnek bizonyulnak (Ct > 46), akkor a vizsgalt
mintat negativnak tekintjiik (White és mtsai, 2010/b).

Az aszpergillozis diagnosztikaban két vagy harom parhuzamos PCR futas
eredményeinek ismeretében hatdrozzuk meg a vizsgalt (biologiai) minta pozitiv, ill. negativ
statusztat. Tovabba, ellentmondas mutatkozik a szakirodalmi adatokban arra vonatkozoan,
hogy sziikséges-e két, egymassal egybehangz6 pozitiv PCR eredmény az invaziv

aszpergillozis igazolasdhoz.

Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara Mengoli és munkatarsai meta-analizisiikben a
2000-2008 kozt eltelt iddszak soran publikalt, 16 tanulmany, 1618 invaziv aszpergillozisos
(EORTC-MSG bizonyitott vagy valdszinli kategoriaba sorolt) betegétél szarmazo 10 000
biologiai mintan végzett PCR analizisek eredményeit 6sszegezték. Nagy szamu adat analizisét
kovetden arra jutottak, hogy a pozitiv mintdk szamanak novelése nem korreldlt a
diagnosztikai pontossaggal, azaz az egyszeri PCR pozitiv eredmény diagnosztikai pontossagat
leir6 index [DOR (95% CI) = 16.00 (8,60-29.79)], valamivel magasabbnak bizonyult a
kétszeri, egybehangzo, pozitiv PCR eredményekénél [DOR (95% CI) = 15,97 (6,83-37.34)]
(Mengoli és mtsai, 2009). Ez tobbek kozott azzal is magyarazhatd, hogy a szigorasagi fok

novelésével elmulaszthatunk valds pozitiv eredményeket.

12 Hattér vagy zajsugarzas, amely a ciklusok kezdeti szakaszaban tapasztalhaté (4ltaldban a 3-15. ciklus), ahol az
amplifikacio kovetkeztében még nem tapasztalhatd szignifikans fluoreszcencia szignal novekedés.
13 Ct (crossing threshold) vagy Cp (crossing point) avagy az a ciklusszam, ahol az amplifikacié gerjesztett
fluoreszcencia szignal meghaladja a fluoreszencia thresholdot, a hattér fluoreszcenciat (baseline).
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54 Tagqman® esszék dinamikus tartomanyanak és analitikai specificitasanak
méreése

A real-time diagnosztikai esszék validalasanak fontos 1épése dinamikus tartomanyuk;
igy reakcié hatékonysaguknak, valamint detektacios kiiszobiiknek és az analitikai

specificitasuknak meghatarozasa.

s A real-time detektalas szenzitivitisa és specificitasa jelentOsen fiigg az
amplifikaciés reakeiok hatékonysagatol (PCR efficiency = E*™), igy a
megfeleléen bedllitott PCR reakcid kortilményektél (MgCl, koncentracid,
anellacios ciklus homérséklete, extenzids ciklus hossza) a megtervezett
primerek tapaddsatol és azoknak esetleges dimer képzésre vald hajlamuktol,
valamint az alkalmazott real-time késziilékekt6l egyarant.

s Egy real-time essz¢ analitikai szenzitivitasat az a legalacsonyabb templat
DNS mennyiség (GE) jeloli ki, amelynél még mérhetd baseline feletti
fluoreszcencia szignal emelkedés. Szoktak ezt detektaciés- (LoD)™ kiiszobnek
is (Limit of Detection) nevezni.

» Egy bizonyos essz¢ analitikai specificitasa pedig attol fiigg, hogy az milyen

L)

mértékben képes kiilonbséget tenni a templattal nagyon hasonlé nukleinsav

targetek kozott, azaz milyen mértékben ad fals pozitiv eredményeket.

Y Némi ellentmondas mutatkozhat a PCR efficiency értékeket illetéen. Dolgozatomban %-o0s értékeket
hasznalok, s ezekben az esetekben az az altalanosan elfogadott elv, hogy 85-115 %-0s PCR hatékonysag
tekinthet6 optimalisnak. Egy mas megkozelités szerint pedig 100%-0s reakcio hatékonysag mellett, az amplikon
mennyisége ciklusonként megduplazodik, ebben az esetben értéke E = 2. llyen értelemben pl. egy 85%-0s
hatékonysag 2 x 0,85 = 1,7-nek felelne meg, sth. Ezen esetekben E = 10 s1oPe.1
> LoD (limit of detection) = az a legalacsonyabb kiindulsi templat DNS mennyiség amelynél a mért, és az
atlagolt Cp értékek 10-es alapt logaritmusara illesztett egyenes meredeksége a "3,1-°3,6 értéktartomanyba és igy
az esszék reakcio hatékonysaga a 110%-90% tartomanyba esik.
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5.4.1 Tagman® esszék dinamikus tartomanyanak mérése gDNS paneleken

Az egyes essz€k reakcié hatékonysaganak, ill. detektaciés kiiszobének
megallapitdsadhoz standard sorokat (panelek) készitettiink a fonalas gombak genomi DNS
izolatumaibdl, igy meghataroztuk esszéink dinamikus tartomanyat, amely nem mas, mint
egy kellden széles koncentracid tartomanyt lefedd (optimalis esetben a detektacios kiiszobtol

indul és legalabb 5-7-l0gyo tartomanyt fed le) standard gorbe.

Tomény Aspergillus fumigatus AF293, Aspergillus terreus NCCB 1H2624 genomi
DNS (gDNS) izolatumok koncentraciojat  fotometralassal (NanoDrop™ 1000

Spectrophotometer V3.7) hataroztuk meg.

Aspergillus fumigatus AF293, Aspergillus terreus NCCB IH2624 fajok genomi DNS
izolatumaibdl 25 tagbol allo, 15 ng - 15 fg (7-logio) tartomanyt higitasi sorozatokat
készitettiink (5. tablazat) nukledzmentes vizben (Ambion PCR grade water). Mintanként
harom parhuzamos reakcioval dolgoztunk, majd sikeres amplifikaciot kovetéen a kapott Cp
értekeket atlagoltuk és kalibracios egyenest illesztlink az egyes mintakhoz rendelt Cp értékek
¢és ismert DNS tartalmuk 10-es alapu logaritmusanak fiiggvényében kapott pontokra. A kapott
linearis gorbék meredekségébdl (y = mx + b) reakcido hatékonysagot (E = efficiency)

szamoltunk az alabbi egyenlet képletébe valo behelyettesitésével.
E - 10 (-1/ SIope)_l

E = adott real-time esszé amplifikacios hatékonysagat kifejezo, becsiilt standard érték, mely
optimalis esetben 90-110%.

A Tagman®-MGB probas real-time esszék reakcid hatékonysaganak mérését és
detektacios kiiszobének meghatarozasat LightCycler 7500 Real-time PCR System késziiléken,
mig a Tagman®-LNA probas esszéinkét a Roche Light Cycler 480 Instrument Il késziiléken

végeztiik. A vizsgalt templat térfogata minden esetben 8 pl-nek adodott.
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5. tablazat. Tagman®-MGBI1, 2, 3, 4 és Taqman®-LNA1, 2, 3, 4 real-time esszék reakcio
hatékonysaganak és analitikai szenzitivitisinak méréséhez hasznalt panelek jellemzése.

Panel neve Tagqman® panel-1 Tagman® panel-2
Panel gDNS tartalma A. fumigatus Af293 A. terreus IH2624
GE/20 ul log1o GE/20 pl DNS koncentracio DNS koncentracio
10e6 6 15 ng 15 ng
7,5x10e5 5,88 11,25 ng 11,25 ng
5x10e5 5,70 7,5ng 7,5ng
2,5x10e5 5,40 3,75 ng 3,75 ng
10e5 5 1,5ng 1,5ng
7,5x10e4 4,88 1,125 ng 1,125 ng
5x10e4 4,70 0,75 ng 0,75 ng
2,5x10e4 4,40 0,375 ng 0,375 ng
10e4 4 150 pg 150 pg
7,5x10e3 3,88 1125 pg 1125 pg
5x10e3 3,70 75 pg 75 pg
2,5x10e3 3,40 37,5 pg 37,5 pg
10e3 3 15 pg 15 pg
7,5x10e2 2,88 11,25 pg 11,25 pg
5x10e2 2,70 7,5pg 7,5 pg
2,5x10e2 2,40 3,75 pg 3,75 pg
10e2 2 1,5 pg 15pg
75 1,88 1,125 pg 1,125 pg
50 1,70 0,75 pg 0,75 pg
25 1,40 0,375 pg 0,375 pg
10 1 0,150 pg 0,150 pg
7,5 0,88 112,5fg 112,5fg
5 0,70 751g 751g
2,5 0,40 37,5fg 37,5fg
1 0 15 fg 15 fg

Aspergillus fumigatus specifikus esszéink reakcid hatékonysagat és detektacios kiiszobét (Tagman®-
MGBL1, 2, 3, Tagman®-LNAL, 2, 3) a Tagman® panel-1-en, Aspergillus terreus specifikus esszé¢ket
(Tagman®-MGB4, LNA4) a Tagman® panel-2-n mértiik.

47



5.4.2 Tagman® esszék analitikai specificitasanak mérése gDNS paneleken

Optimalis esetben, jol beallitott reakcid paraméterek esetén ¢és megfeleléen

megtervezett primer- és proba szekvenciakkal amplifikacio csak a target régiokrol torténik.

s Tagman®-MGB esszéink specificitasat vizsgaltuk 200 ng human placenta
(Sigma D3035) ill. szamos prokaridta (Escherichia coli, Streptomyces
albidoflavus 45H, S. griseus 52-1, Streptomyces lividans 1326, Streptomyces
albus R-55, Streptomyces flavofungini) ill. eukariota patogén gomba klinikai
izolatumainak (Aspergillus fumigatus 1100, Aspergillus fumigatus 680/10,
Aspergillus fumigatus 1156/10, Aspergillus fumigatus 893/10, Aspergillus
fumigatus 902/10, Aspergillus fumigatus 666/10, Aspergillus fumiagtus 852/10,
Aspergillus fumigatus 540/10, Aspergillus fumigatus 884/10, Aspergillus
terreus NCCB 1H2624, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus
brasiliensis, Aspergillus lentulus 3118, Aspergillus flavus, Aspergillus
pseudotamarii, Aspergillus tubingensis, Candida albicans), valamint apatogén
gombak (Trichoderma reesei, Penicillium chrysogenum) genomi DNS-én. A
tesztelt DNS izolatumok koncentracidja 7 ng — 17 pg/ul tartomanya volt,
amely megfeleléen magas ahhoz, hogy ha a fajok kozt barmilyen kereszt
reakcio 1épne fel, akkor azt detektalhassuk, viszont kellden alacsony ahhoz,
hogy az izolatumokban, esetlegesen hattérszennyezésként jelen levo,
Aspergillus eredetli kontaminaci6 kihiguljon beldliik.

% Tagman®-LNA3 ¢és Tagman®-LNA4 esszénk specificitasat az ISHAM-
EAPCRI altal 2013-ban (2013/08/20) kibocsatott korkontrollos panelen
vizsgaltuk, amely tartalmazta a kovetkez6 izolatumok (Aspergillus fumigatus,
Fusarium sp., Aspergillus niger, Penicillium sp., Cunninghamella sp.,
Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Candida albicans, Aspergillus terreus,
Absidia sp., Aspergillus versicolor, Scedosporium sp., Aspergillus niger,
Aspergillus versicolor, Aspergillus lentulus, Aspergillus flavus) valamelyikét

kilonb6zo koncentracidban.
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5.5 Olvadaspont analizis Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus fajok
azonositasara

Az ISHAM-EAPCRI 2013/08/20 korkontrollos panel feldolgozasaval kapott
eredmények kiértékelését kovetden azt tapasztaltuk, hogy az Aspergillus fumigatus specifikus
Tagman®-LNA3 esszé képes volt az Aspergillus lentulus gDNS-ével is reagalni (lasd 15.
tablazat). Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a még nem szekvenalt Aspergillus

lentulus genom is tartalmaz facC ortolog gén(eke)t.

Kezdeti 1épésként az Aspergillus fumigatus AFUA_3G14910, ill. AFUA_5G00540

crer

crer

koriilményeket.

Gradiens PCR reakciokat végeztiink (Thermo Hybaid Px2 PCR Express Thermal
Cycler), melyek soran a Phusion® High-Fidelity DNS polimeraz enzimet (F-530S, Lot: 1137)
hasznaltuk, 1U/20 pL végkoncentracioban. Az 5x Phusion HF puffer (F-518) koncentracidja
4 uL/20 pL, a ANTP mix reakciotérbeni anyagmennyisége pedig 200 uM volt. A PCR reakcid
koriilményeit a 6. tablazat-ban tiintettiik fel.

Héfok Iddtartam A gradiens PCR platform
1. 92°C 5 min Megndovelt idotartamt denaturacios fazis
2. 92 °C 1 min, 15 sec Denaturécid
3. 55°C 1 min, 15 sec Anellacio
60 °C
65 °C
4, 72 °C 1 min, 15 sec Extenzio

2-4 1épések ismétlése 35X

5. 4°C tovabbi felhasznalésig Végso fazis

6. tablazat. Gradiens PCR protokoll az Aspergillus lentulus genomban feltételezett Aspergillus
fumigatus AFUA_3G14910, ill. AFUA_5G00540 génekkel nagyfokban homolég Aspergillus
lentulus gén amplifikaciéjahoz.

A hasznalt PCR késziilék: gradiens PCR, BioScience, Px2
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Aspergillus fumigatus AFUA_3G14910

BMEATGACTCCGCTCGTCAAAGTCGGCAGCESM

ATGACTCCGCTCGTCAAAGTCGGCAGCCTTCTGGCCGCATTGCTCTGGGTCACCTTTGGC
ATCGCGACAGTCAGC CCAGCATCCCCTCATCC"‘CGCTTCGATCTCTC!GCECCCTCE
EECGAECTCTACCGECACAAAGCCCTCCGCGATGACACAGTCCAGC"GGATTCGCCTTT
GACAATGTCAACCGCCGCCTTTTCGTCGCCCAGCGCCGCGACGGCTCCTCCGAAACAGCG
GGCGACCTAACAATCACCCAGCTCGACTTTGACGGCAACTACGTCGGACACATGTACCTA
AAGAGCTTTGGTCATGGCGTCTCCTTCGGCGCGCAGGCCGTTGGGTCCGCAACCTACCTC
TGGACCGAGGTCGACGCCAACGCCAACGGCTACGGCAAGCAACTCGCCCGCTTCAAGTTC
GCCTCGGGCACCACGCTGACCAGCTCCTCCGCTCAACTGGCAAAGTTCAAGCCCGTCGCC
GACGCAACGGAGCATACCTGCGCCATTGACCCGGTGTACAACCGGCTGATCGTCCGGTAT
CACCTCAGCGGGTCAAAGCATATCGCCGTGTATGATCTTGCTGCGGCGACGCGCGGCGAT
TTCTCCGCCCCGCTGGCGAACTTCAAGCAGCCGGAGTTGGAGACGCTGTCGTTGACTTTC
CAGGGTTATGCAGCGTATGGACAGTATCTGTATCTGCTGACGGGAACTTCATATGCGGCC
AGCGGAGGTAAAGTCAATTCCGAGGTAACCAGTGTTGACATGAACACGGGCAAGGTGGTG
CAGGGGCCCACGCTCACCAAGGCCGGTTCCACGCTGGAGTTTAGAGAGCCGGAGGGATTA
GCGATTTACAAGACGGCTGCGGGGCAGGTGAGGTTGTTCTTGGGGTTTGCTTCGGGGAAG
GCGGGTGATCGCAGGTCGAATCTGTTCTACAAGAATGTGTTGGTTTAG

KM GACAAGATGTTCTTACACAACCAAATC M

7. abra. Asperilus fumigatus Af293 AFUA_3G14910 facC ortolog gén 948 bp hossza

szekvencidja.

Az abran kékkel jeloljiik az Aspergillus fumigatus facC ortologok amplifikacidjahoz hasznalt primerek
szekvenciait. Forward primer szekvencidja, 5’-ATGACTCCGCTCGTCAAAGTCGGCAG-3’, 27
mer. Reverse primer szekvencigja: 5°- CTAAACCAACACATTGTAGAACAG-3’, 27 mer. Piros szin
jelzi a késébbiek soran HRM analizishez hasznalt primereink tapadasi helyeit, ill. ugyancsak piros

szinnel jeloltik az amplikon azon nukleotidjait,

kiilonbségeinek alapjaul szolgalnak majd.

Aspergillus fumigatus AFUA_5G00540
S TGCGAGTCTCCCTCTTTGCTATCATIEY

ATGCGAGTCTCCCTCTTTGCTATCATCACAGCACTAACATGTGTGATTGCCAAAATCCCC
GACTCTCCACGATTCGACCTCACCAAACCGTCGTATGACCTCTGGCGGAACAAGAAAACC
GCCGCCAAAACCGTCCAACAGTCATTCACCTTTGACAACGTCAACCGCCGCCTGTTCATC
GTAAACCGTCGCGATGGCTCCGCCCTCGACTCAGGAGACTTGACAATCAGCCAACTCGAC
TTCTCCGGAAAGGTCCTCGGCTCAATGCACCTGCTCGGCTGCGGCCACGGTGTGAACATC
GCCGCGGAACCAATCGGAAGCGATACGTATATCTGGAGTGAAACCGACGCTGCAGCCAGC
GGATACGGGACAGCATTGTGGAAGTTCAAGTTCCAGAATGGCAAGACGTTGAATAGCGCC
ACGGATAAGCGCAAGCGGATTGTGCCGTTGCCCGAGTTTGACAGGGGCACTGCCACAATT
GACCCCGTTTATAAGCGGTTGATCGTGCGATACCAGACGGGGACCGTGCAGAACATCGCC
GCGTTTGACCTTGCTGAGGCGAGCGCAGGCAATTTTTCGAACCCACTGGCCAAATGGGAG
ATTCCGCATCTCGTCAAGGAGCTCGGGGCAAAGGTTAACGTCTTTCAGGGATATACAGCT
TACGGGCGGTATGTCTATTTCCTGACTGGGGAATCTTATGACGCTAGTGGTGGTAAGCTG
AATTCAGAGGTTATGGCTCTGGACTTGAATACTGGGAAGCTTGTGCAAGGGCCTGTCACC
ACAAAGGCGGGGTCGACGTTGAAATTTCGTGAGCCGGAGGGGATGGCAATCTATAAGACG
GCCAGTGGGGAGGTGAGGCTTTTCTTGGGATTCGCGTCGGGGGTTGCAGGAGACCGGAGG
AGTAATCTGTTTTACAAGAACGCGCTGATATAG

KM CAAAATGTTCTTGCGCGACTATATCigleM

amelyek a HRM analizisek olvadaspont

8. abra. Asperilus fumigatus Af293 AFUA 5G00540 facC ortolog gén 933 bp hossza

szekvenciaja.

Az abran kékkel jeloltiik az Aspergillus fumigatus facC ortolégok amplifikacidjahoz hasznalt primerek
szekvencidit. A forward primer szekvencigja: 5‘-ATGCGAGTCTCCCTCTTTGCTATCAT-3’, 26
mer. A reverse primer szekvencija: 5 -CTATATCAGCGCGTTCTTGTAAAAC-3’, 25 mer.

50



Terveink szerint az amplifikaciot kdvetéen a kapott fragmenteket szandékunkban allt
megszekvenaltatni a HRM rendszereink megtervezéséhez, igy kiemelkedd fontossaggal birt a
felsokszorozott szekvencidk pontossaga. Az 5°-3’ elongacios és 3°-5 exonukleaz aktivitassal
is egyarant rendelkezé Phusion polimeraz enzim 4,4 x 10" nukleotidonként hibazik egyszer,
amely 50-szer kevesebb, mint a Taq DNS polimerazé (Thermus aquaticus) és 6-szor jobb a
Pfu DNS polimerazétol (Pyrococcus furious) is, igy ezt hasznaltuk.

Az PCR amplifikdci6 eredményeinek kiértékeléséhez agardz gélelektroforézist
végeztiink. A 2%-o0s agardz géleket ethidium bromiddal (EtBr) festettiik. A DNS fragmentek
méretének pontos meghatdrozadsdhoz és azonositdsdhoz 100 bp-os molekulasuly markert

hasznaltunk.

Az Aspergillus fumigatus AFUA_3G14910-génhez tartozo, primerparral sikeresen
amplifikalt Aspergillus lentulus nukleinsav fragmenteket megszekvenaltattuk, majd
megterveztik a 7. abran bemutatott, Aspergillus fumigatus Af293 facC ortolog
(AFUA 3G14910), és az Asperillus lentulus SZMC3118 torzs facC ortolog génekhez
egyarant hibridizalo, elére (forward) ill. hatramutatd (reverse) PCR primereket. Ezeket a
tovabbiakban az Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus lentulus fajok amplikonjainak a
jellemz6 szekvencia eltéréseibdl adddo olvadaspontjaik, és leolvadasi gorbéik (HRM analizis)

alapjan torténd azonositasara hasznaltuk.

51



5.5.1 Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus HRM esszé dinamikus tartomanyanak
mérése gDNS paneleken

A real-time futasokat a Roche LightCycler® 96 Instrument késziiléken végeztiik.
Festék: ResoLight dye (Roche). Assay Mix: 2x LightCycler® 480 High Resolution Melting
Master (Cat. No. 04 909 631 001). A legtjabb generacios, aspecifikus fluoreszcens festékek,
mint pl. amilyen a ResoLight Dye (Roche Applied Science) vagy EvaGreen® a duplaszala
DNS-hez interkalalédnak, nem toxikusak a polimerdz enzim szamdra, ezért magas
koncentracioban alkalmazhatoak, igy gyakorlatilag kozel teljes szaturaciot biztositanak. Ezért
is alkalmasak magas felbontoképességli, HRM (high resolution melting) olvadasi gorbe
analizisre. Az assay hasznalata soran a protokolban javasoltak szerint jartunk el, és az
olvadaspont analiziseinket 20 pl reakcio térfogatban, 3 mM MgCl, koncentracio mellett, 96-
os well-plate-en futtattuk. A templat térfogata 6,6 ul. A 7. tablazat-ban feltiintetett modon
Aspergillus fumigatus AF293 ill. Aspergillus lentulus SZMC3118 genomi DNS tartalmu
paneleket (HRM panel-1, HRM panel-2, HRM panel-3) készitettiink 7 logjo tartomanyban
(10°-1 GE/PCR reakcio).

7. tablazat. Aspergillus fumigatus Af293 ill. Aspergillus lentulus 3118 nukleinsav tartalmi
panelek a HRM esszék amplifikacios hatékonysiaganak (efficiency), és LoD értékeinek
meghatarozasahoz.

Panel neve HRM panel-1 HRM panel-2 HRM panel-3
gDNS tartalma Aspergillus Aspergillus Aspergillus fumigatus és
fumigatus Af293 lentulus 3118 Aspergillus lentulus

GE/20uL  logl0 GE/20 uL DNS koncentracio DNS koncentracio DNS koncentracio

10° 6 15 ng 15 ng 7,5 ng 7,5 ng
10° 5 1,5ng 1,5ng 0,75 ng 0,75 ng
10* 4 150 pg 150 pg 75 pg 75 pg
10° 3 15 pg 15 pg 7,5 pg 7,5 pg
10° 2 1,5 pg 1,5 pg 0,75 pg 0,75 pg
10 1 150 fg 150 fg 75 fg 75 fg
1 0 15 fg 15 fg 7,519 7,519

Az Aspergillus fumigatus Af293 és az Aspergillus lentulus SZMC3118 specifikus HRM esszét az
Aspergillus fumigatus gDNS tartalmt panel-1-en, ill. az Aspergillus lentulus SZMC3118 gDNS
tartalml panel-2-n teszteltik. A panel-3 egyarant tartalmazott Aspergillus fumigatus Af293 ill.
Aspergillus lentulus SZMC3118 gDNS-eket a tablazatban feltiintetett koncentraciokban (1:1
aranyban), igy ezt a panelt az Aspergillus fumigatus ill. Aspergillus lentulus specifikus HRM esszéink
1:1 aranyu keverékével vizsgaltuk.
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56 Tagman® esszék dinamikus tartomanyanak mérése Aspergillus konidium
tartalmu biologiai paneleken

5.6.1 Extrakciés és amplifikacios kontrollok

Azon, egészséges kontrolloktél szdrmazd vérmintakat (szérum, ill. teljes vér),
amelyeket a tovabbiakban kiilonb6z6 negativ (Aspergillus konidiumokat és nukleinsavakat
sem tartalmazé mintak), ill. pozitiv kontrollként (Aspergillus konidiumokat meghatarozott
mennyiségben tartalmazé mintak) terveztiink hasznalni egybeontottiik (pool-oztuk) és
felhasznalas eldtt minden esetben ellendriztiik azok, ill. ezzel egyiitt az izoladldshoz hasznalt

reagensek tisztasagat.

Amennyiben a reagensek ¢és a kontrolloknak szant mintak negativnak bizonyultak,
biztonsaggal alkalmazhattuk Oket tovabbi célokra. A tovabbiakban ezeket a mintakat
hasznaltuk mind az ECN, mind pedig a kiilonb6z6 Aspergillus konidium tartalmt bioldgiai
panelek (1asd alabb, 5.12.2 fejezet 7., 8. tablazat) elkészitéséhez.

% ECN (negativ extrakcios kontroll): negativ bioldgiai minta, amely sem
konidiumot, sem nukleinsavat nem tartalmaz.

% LCN (negativ lizis kontroll): gomba nukleinsav, ill. konidium mentes lizis
kontroll a mechanikus feltaras soran fellépd esetleges kontaminacio
ellendrzésére.

% PCR-IC (PCR inhibiciés kontroll): real-time analizisek gDNS (10%-10° GE)
tartalmu inhibicios kontrollja.

% PCR-NTC (PCR non-templat kontroll): nukleaz mentes vizet tartalmazo,

amplifikécids reakcio, a real-time reagensek tisztasaganak ellendrzésére.

5.6.2 Konidium tartalmu biologiai panelek

A bioldgiai mintak (kontroll és panel mintak egyarant) nukleinsav extrakcioja Roche
MagNA Pure LC 2.0 automata nukleinsav izolalé rendszerben folyt. A real-time PCR
analiziseket a Tagman®-MGB esszék esetén LightCycler 7500 Real-time PCR Systems, mig a
Tagman®-LNA essz¢k esetén Roche Light Cycler 2.0 kapillaris PCR késziilékeken végeztiik.
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% Hat-tagi teljes vér paneleket készitettink Tagman®-MGB (Tagman®-
MGB3, Tagman®-MGB4), ill. Tagman®-LNA (Tagman®-LNA3, Tagman®-

LNA4) esszéink dinamikus tartomanyainak meghatarozasahoz.

Egészséges kontrolloktol szarmazé teljes vérmintakhoz (2,5 ml) 2,5x10° CFU-nak
megfelel6 mennyiségii Aspergillus fumigatus AF293 ¢és Aspergillus terreus NCCB 1H2624
konidiumot mértiink, majd ezekbdl 6 tagh, 10x-es (10°-10' CFU) higitasi sorokat (panelek)
készitettiink (8. tablazat). A kétfelé mért mintdkat (1,25 ml) a mechanikai lizist kdvetden
parhuzamosan vizsgaltuk Aspergillus fumigatus (Tagman®-MGB3, Tagman®-LNA3) ill.
Aspergillus terreus (Tagman®-MGB4, Tagman®-LNA4) specifikus esszéinkkel.

8. tablazat. Taqman®-MGB, ill. Taqman®-LNA esszék dinamikus tartomanyainak
meghatarozasahoz hasznalt teljes vér panelek.

Teljes vér Lizatumok Teljes vér panel-1  Teljes vér panel-2

CEUR5mI CFU/A25ml GE/ml logy, GE/L ml Aspergillus fumigatus  Aspergillus terreus

Af293 gDNS IH2624 gDNS
2,5x10° 1,25x10° 10° 6 15 ng 15 ng
2,5x10° 1,25x10° 10° 5 1,5 ng 1,5 ng
2,5x10* 1,25x10* 10° 4 150 pg 150 pg
2,5x10° 1,25x10° 10° 3 15 pg 15 pg
2,5x10? 1,25x10° 10° 2 1,5 pg 1,5 pg
2,5x10* 1,25x10" 10" 1 150 fg 150 fg

0,

< Ot-tagii, nagyszamu szérum paneleken Tagman®-LNA (Tagman®-LNA3,
Tagman®-LNA4) esszéinket (184 db Aspergillus fumigatus vagy Aspergillus

terreus minta) tovabb teszteltiik.

Egészséges kontrolloktol szarmazo, Aspergillus fumigatus AF293 (128 db szérum
minta) ¢és Aspergillus terreus 1H2624 (56 db szérum minta) konidiumot meghatarozott
mennyiségben tartalmazo, egyenként 2 ml térfogati szérum paneleket (16 db Aspergillus
fumigatus Af293 és 7 db Aspergillus terreus 1H2624 panel) készitettiink el (10°-10° CFU
tartomanyban) a 9. tablazat-ban bemutatottak alapjan, majd a mintakat nyolcfelé mértiik (250

ul) és a benniik 1évé Aspergillus gomba konidiumot mechanikus lizissel tartuk fel.
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9. tablazat. Aspergillus fumigatus Af293, ill. Aspergillus terreus 1H2624 szérum panelek gomba
konidium tartalmainak alakuldsa és osszetétele, ill. a nyers pozitiv/negativ eredmények
panelenkénti megoszlasa a biolégiai mintak pozitivitasanak, ill. negativitisanka feltiintetése
nélkiil.

Panel Lizis minta Szérum Eltitum PCR reakcio

Szérum Minta
panelek szam CFU/ CFU/ GE/ GE/ GE/

(db) (db) 2 ml 250 pl 200 pl 60 ul 20 ul
3LNA3 24
> LNAS 16 80 000 10 000 8000 8000 1066,7
5 LNA3 40
T LNA o 2528 316 253 253 33,8
4 LNA3 32
5 LNAS 16 800 100 80 80 10,7
2 LNA3 16
T LNAL g 256 32 26 26 33
2 LNA3 16
T LNAS p 80 10 8 8 11

A panelekkel megegyez6 szamu negativ kontroll szérumok (184 db ECN kontroll)
analizise folyt. Az ECN mintdk 5%-ndl magasabb fals pozitivitdsa esetén kapott
eredményeink nem keriiltek kiértékelésre. Mig a 10 genomnak megfeleld mennyiségii
(Aspergillus fumigatus ill. Aspergillus terreus) gomba nukleinsav tartalma pozitiv mintak
esetében, a magas templat koncentraciora vald tekintettel csak két parhuzamos PCR reakciodt
végeztiink, addig az ECN ellenérzott mintak esetében minden esetben harom parhuzamost
futtattunk. A tovabbi real-time analizisek soran kivétel nélkiill harom parhuzamos PCR
reakciot végeztiink és csak abban az esetben tekintettlink adott mintat negativnak,

amennyiben a harom futas koziil egyetlen PCR amplifikacio sem mutatott pozitiv eredményt.
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5.6.3 Mechanikai lizis Roche MagNA Lyser berendezéssel

A gomba konidiumokat MagNA Lyser (Roche Applied Science) késziilékkel és
keramia gyongyok (Ceramic Green Beads, Roche Applied Science) alkalmazasaval, altalunk
optimalizalt protokollnak megfelelden (90 sec, 5000 rpm) tartuk fel a tovabbi felhasznalasnak
megfeleléen 250 pul ill 1250 pl-ben.

5.6.4 Nukleinsav izolalas Roche MagNA Pure LC 2.0 nukleinsav izoldlé berendezéssel

A Roche MagNA Pure LC 2.0 automata nukleinsav izolalé berendezés gyors, pontos
¢s hatékony munkat tesz lehetdvé. Beépitett HEPA filterrel és UV lampaval rendelkezik.
Gondosan beadllitott rendszerel6készité protokoll (Greasing station program futtatdsa 16)

szigoru betartasa mellett tiszta munka feltételei teremthetéek meg.

Az izolalasi protokollokhoz a Roche cég altal forgalmazott Roche MagNA Pure LC -
Total Nucleic Acid Isolation Kit ill. a MagNA Pure LC Nucleic Acid Isolation Kit — High
Performance Kit-ecket hasznaltuk. Elébbi 1000 pl-bél, mig az utobbi 200 ul-bol képes
nukleinsavat izolalni. gy az 1250 pL lizdtumbol 1000 pL-t, mig a 250 ul lizatumbol 200 pl-t
mériink be sterilen, elszivo fiilke alatt a mintatart6 tégelyekbe. 1000 pl reakciotérfogat esetén
a valasztott protokoll a Total NA LV Serum_Plasma.blk volt, s a megfeleld oldatok
mennyisége, a processzald edények jellege a protokollban megszabottak szerint alakult. Az
elatum 50 pL térfogatt volt. A Total NA Variable Elution Volume.blk program soran a gépbe

toltott biologiai mintak térfogata 200 pl, mig az eltcios térfogat 60 pl-volt.
5.6.5 Poszt-elucio

A Tagman®-MGB3 ill. Tagman®-MGB4 kondicigju real-time PCR amplifikaciok az
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR késziiléken, mig a Tagman®-LNA3 ill. Tagman®-
LNA4 kondiciéju real-time analizisek a Roche LightCycler®480 Instrument II késziiléken
futottak 20 pl reakcid térfogatban és megfelelé PCR-IC, ill. PCR-NTC kontrollok beiktatasa

mellett.

16 Greasing station = az “O-ringek” (gumigyiiriik, amelyekre a pipettak hermetikusan tapadnak) zsirozasa
(szilikonozasa).
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5.7 A 2014-es ISHAM-EAPCRI BAL panelek

2014 novemberében, az ISHAM-EAPCRI nemzetkozi szervezet, mostanra mar 27
tagot szamolo kutatd szervezet tagjaként, mi is megkaptuk a 2014-es év korkontrollos vak
BAL paneljeit (BAL panel-D1 és panel-D2) vizsgalatra, amelynek az Osszetételét a 10.

tablazat mutatja.

10. tablazat. A 2014-es vak BAL panelek (BAL panel-D1 és BAL panel-D2) osszetétele.

Minta Aspergillus fumigatus DNS Széras Detektalas
ID target jellege /500 ul BAL  95% CiI fontossaga
1 Negativ kontroll 0 GE 0 Alapvet6 fontossagu
2 Aspergillus fumigatus DNS 50 GE 36-64 Alapvet6 fontossagu
3 Aspergillus fumigatus DNS 10 GE 3,7-16,3 Alapvet6 fontossagu
4 Aspergillus fumigatus DNS 5 GE 0,6-9,4 Lényeges
5 Aspergillus fumigatus DNS 1GE -1,0-3,0 Lényeges
6 Aspergillus fumigatus DNS 100 GE 80,2-119,8 Alapvet6 fontossagu
7 Aspergillus fumigatus konidium 5GE 0,6-9,4 Lényeges
8 Aspergillus fumigatus konidium 50 GE 36-64 Alapvet6 fontossagu
9 Aspergillus fumigatus konidium 1GE -1,0-3,0 Lényeges
10 Aspergillus fumigatus konidium 10 GE 3,7-16,3 Alapvetd fontossagi

11 Aspergillus fumigatus konidium 100 GE 80,2-119,8 Alapvetd fontossagl
12 Negativ kontroll 0 GE GE 0 Alapvet6 fontossaga

A nukleinsav izolalas hatékonysaganak, ill. a kiilonbozé home-made real-time PCR Aspergillus
diagnosztikai modszerek analitikai szenzitivitasanak meghatarozasahoz tengerimalac BAL mintakat
készitettek elé feldolgozasra a cardiffi kdzpont mikrobioldgiai laboratéoriumaban (Public Health
Wales, Microbiology). A BAL mintakat 0sszedntotték és ellendrizték, hogy valoban nem tartalmaznak
Aspergillus fumigatus eredetii nukleinsavakat vagy konidiumokat. A panelek 12x500 ul tengerimalac
BAL mintat tartalmaztak Aspergillus fumigatus gDNS (1-6 mintak) ill. konidiumainak kiilénb6z6
koncentracidival (7-12 mintak). A panelek pontos Osszetétele azok feldolgozasukat megel6zden
egyetlen résztvevd centrum szamdara sem volt ismert.

Két azonos BAL panel (BAL panel-D1, BAL panel-D2) érkezett hozzank
feldolgozasra, melyek koziil az egyikbdl automata rendszerben, mig a mdasikbol manualis
nukleinsav izolaldé moddszerrel nyertik ki az Aspergillus fumigatus eredetii gomba

nukleinsavakat. Minden egyes minta esetében mechanikus lizist végeztiink a mintakban 1évo

konidiumok feltarasara.
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A két panelt 2 kiilonbdzd real-time rendszerben vizsgaltuk (Roche LC 2.0, LC 96). Osszesen
4 modszert (mddszer-1,-2,-3,-4) teszteltiink a 11. tablazat-ban leirtak alapjan.

11. tablazat. 2014-es BAL panelek feldolgozasanak modszerei legfontosabb jellemzdikkel.

Mintafe’ld.qligozés A B C D E F
staciol
BAL Minta- Mechqnikai Nuklein§av Elticio Real-time
panel térfogat lizis extrakcio PCR
DI D2 2510 5310 Higls LIS Automata Manudlis 60l 45 pl '2‘8 'ég IC
Moédszer-1 X X X X X X X
‘Modszer2 X x x ox x X X
Médszer3  x x x ox x x ox
‘Modszer-4 x x x x x x x

Az els6 harom modszer esetében (modszerek-1,-2, ill.-3) az els6 BAL panelt (BAL panel-D1), mig a
modszer-4 esetében a 2. panelt (BAL panel-D2) vizsgaltuk Aspergillus fumigatus specifikus
konidiumok, ill. nukleinsav targetek jelenlétére.

% A, Mintatérfogat: A vak BAL panel-D1 esetében az 500 ul BAL mintakat két
részletben (2 x 250 pl) lizéltuk és a lizatum 2/5-ét (200 pl) toltottik be a MagNA Pure
LC 2.0 (Roche Applied Science) nukleinsav izolalo automata mintatarto tégelyébe II-
es biztonsagi fokozatu, steril elszivo fiilke alatt. A vak BAL panel-D2 esetében a
teljes mintatérfogatot (500 pl) lizaltuk és a lizdtumbol (450-460 pl) izolaltunk
Aspergillus fumigatus nukleinsavat manualis rendszerben.

s B, Mechanikai lizis: Maodszer-1,-2,-4 esetében a keramiagyongyos lizist

alkamaztuk, 20-25 gyongy/reagens cs6, 5000g, 40 sec (lizis A). Modszer-3 esetében
a Roche SeptiFast Lysis Kit-et (04 404 432 001) hasznaltuk, s a protokollban leirtak
szerint (7000g, 70 sec) jartunk el (lizis B).

+ C, Nukleinsav extrakcid: Az automata rendszer(i izolalashoz a Roche MagNa Pure
LC Nucleic Acid - High Performance (05 323 738 001) kitet hasznaltuk. A nukleinsav
extrakcio a Total NA Variable Elution Volume.blk protokolnak megfeleléen zajlott.

Futasi protokolnak a “Variable Elution Volume’-ot jeloltik meg. A manualis
rendszer(i nukleinsav extrakciohoz a Roche High Pure Viral Nucleic Acid Large
Volume (05 114 403 001) kitet hasznaltuk a protokolban megjeldlt utasitdsoknak

megfelelden.
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« D, Elucioés térfogatok: Automata rendszerti nukleinsav extrakciot kovetéen 60 pl-ben

(a protokolban meghatarozottak szerint) elualtunk, mig a manualis rendszerben 45 pl-
ben.

s E, Real-time PCR: Aspergillus fumigatus specifikus Taqman®-LNA3 esszét

hasznaltunk. Roche LC 2.0 real-time futasok soran alkalmazott 5x Light Cycler
Tagman Master-t (04 735 536 001) hasznaltunk. A 20 pl reakcié térfogat 60%-a (12
ul) templat (az elutum 26%-a) volt. Roche LC 96 real-time futasok soran 2x
FastStart Essential Probes Master-t (06 402 682 001) hasznaltunk. A 20 ul reakcié
térfogat 40%-a (8 ul) templat (az elutum 17%-a) volt.

s F, IC kontroll: QuantiFast Pathogen PCR+IC Kit (211352). A kithez javasolt
MasterMix nem kompatibilis az LC 2.0 real-time PCR iiveg kapillarisaival (nem
tartalmaz BSA-t), ezért az inhibicios kontroll futdsok soran is 5x Light Cycler Tagman
Master-t (04 735 536 001) hasznaltunk.

A pontozds menete a kovetkezOképpen alakult. Alapvet6 fontossagi mintak (210
CFU/GE, ill. 0 CFU/GE) helyes azonositasokor (negativ mintak negativitasa esetén) 3 pont,
mig lényeges minta (<10 CFU/GE) detektalasakor 2 pont adodott az egyes panelek kiilonb6zo
modszerekkel torténd feldolgozasaval kapott adatsorainak pontjaihoz. Maximalisan adhato
pont 32 (24 pont alapvetd fontossagii mintak helyes azonositasara, mig 8 pont a Iényeges
mintak azonositasara). Aspergillus fumigatus konidium, ill. Aspergillus fumigatus DNS

detektalasaval, maximalisan gytijthetd pontok szama 16 volt kiilon-kiilon.
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6. BETEGEK és MODSZEREK

6.1 Betegpopulacio

2012. junius 6. és 2013. majus 8. kozt eltelt 11 honap soran 27 (16 férfi, 11 nd),

kiilonb6zé hematologiai megbetegedésben (foként AML) szenvedd, Ossejttranszplantalt,

intenziv kemoterdpias kezelés alatt allo, lazas neutropénids (neutrofil szam < O,5X109

sejt/liter; testhémérséklet > 38°C két alkalommal mérve > 38.5°C egyszer mérve) beteg

(LNE) keriilt bevonasra prospektiv eset-kontroll tanulmanyunkba a Debreceni Egyetem

Belgyogyaszati Intézet beteganyagabol (12. tablazat).

12. tablazat. Lazas neutropénias epizodok demografiai mutatoi.

Erték(ek)
Lazas neutropénias betegek szama 27
Antibiotkum kuarara nem reagal6 lazas betegek (I. csoport) 16
Antibiotikum hatasara laztalanna valt betegek (I1. csoport) 11
Férfi/n6 nemek aranya 1:0,69
Férfiak median életkor (év) = (tartomany) 42.5 (14-75)
Férfiak atlagéletkora (év) & (SD) 39,31 +21.72
N6k median életkor (év) + (tartomany) 45.5 (19-66)
Nok atlagéletkora (év) = (SD) 43,50 + 15.31
AML epizod, (%) 10 (37%)
ALL epizod, (%) 2 (7%)
HL epizdd, (%) 1(3,7%)
NHL epizok, (%) 3 (11%)
MM epizdd, (%) 2 (71%)
PTCL epizdd, (%) 1 (3,7%)
EM egyéb malignitasok, (%) 8 (30%)

Roviditések: (AML), Akut Myeloid Leukémia; (ALL), Akut Limfoblasztos Leukémia; (HL), Hodgkin
Limfoma; (NHL), Non-Hodgkin Limfoma; (MM), Mieloma Multiplex; (PTCL), Periférias T-sejtes

Limfoma; (EM), egyéb malignitasok.
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6.2 Eset csoport, kontroll csoport

Egy uj, in vitro diagnosztikaban még nem alkalmazott médszer, (esetiinkben a facC-

cres

elengedhetetlen, hogy a mddszer altal generalt eredmények megbizhatosagat ellendrizziik.

Ehhez a klinikus szakemberek a ldzas neutropénids epizodokat az invaziv
tiildéaszpergillozis (ITA) szempontjabdl kiilobozd veszélyességi csoportokba (bizonyitott
ITA, valoszini ITA, nem bizonyithatd ITA) soroljak az EORTC-MSG 4altal definialt
iranyelveknek megfeleléen, objektiv klinikai, mikrobioldgiai (tenyésztés, hemokulturdk,
BAL), képalkotd (mellkas CT) és molekularis (GM szerologia) vizsgalatok eredményeinek
figyelembe vételével (De Pauw és mtsai, 2008).

crer

ITA” kategoridba sorolt epizédok képezték az eset csoportunkat, mig a ,,nem bizonyithatd

ITA” kategoriaba soroltak a kontroll csoportot (Springer és mtsai, 2013).

6.3 Az invaziv tiido aszpergillozis diagnosztikai stratégiaja

A laz megjelenését kovetden a betegek valamilyen (pl. cefepime vagy carbapenem)
széles spektumu antibiotikum kezelést kaptak az aktualis IDSA (Infectious Diseases Society

of America) iranyelveknek megfelelden (Freifeld és mtsai, 2011).
6.3.1 Képalkoto vizsgalatok

A lazas neutropénia megjelenését kovetéen minden vizsgalatba bevont betegrol

késziilt mellkas CT (komputer tomografia) felvétel.

6.3.2 Biologiai marker-monitorozas

Diagnosztikai stratégiank részeként kombinalt biomarker monitorozast végeztiink
invaziv tiido aszpergillozis (ITA) detektalasara. Lazas neutropénids betegek szérum mintait
monitoroztuk kiilonb6z6 bioldgiai target molekuldk (GM antigén ill. facC ortolog
génszakaszok) jelenlétére Platelia Aspergillus GM-EIA szerologia (300 ul) és facC-PCR (1
ml-2,5 ml) modszerekkel (9. abra).
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A betegek vérmintai (3 darab) sarga kupakos, gélszeparatoros csovekbe keriiltek levételre,

¢és a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézetébe érkeztek a vizsgalatkérd lapokkal

egyiitt. A DNS analizisre szant (2 darab), bontatlan szérum csdovek a Humangetenikai

Tanszékre kertiltek atszallitasra.

R/
L X4

Szerodiagndzis. Az Aspergillus GM-EIA vizsgalatok a Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézetének Virus laboratériumaban folytak, ahol sandwich ELISA
(Platelia Aspergillus GM-EIA; Bio-Rad Laboratories, Magyarorszag) tesztet
hasznaltak a GM detektalasdhoz szérum mintakbol. GM-EIA eredmények
kiértékelését az ODysoe20 = 0.5 pozitivitasi cut-off index figyelembe vétele mellett, az
eldirtaknak megfelelden végezték.

facC-PCR alapu nukleinsav detektalas. A GM szerologiaval parhuzamosan, a

nukleinsav alapu diagnézis az altalunk optimalizalt C faktor ortolog gének
detektalasan alapuld facC-PCR esszéinkkel a Humangenetika Tanszéken tortént. 2,5
ml vérbdl izolaltunk DNS-t steril, II. biztonsagi fokozati laminaris fiilke alatt. A
nukleinsav kinyerést a High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (Roche
Applied Science) altal megszabott protokollban leirtak szerint végeztiik a megfeleld
pozitiv; QuantiFast Pathogen PCR+IC Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ill. ECN
(egészséges kontrolloktdl szarmazd szérum mintak) kontrollok beiktatasa mellett. Az
eludlast 45 pl-ben végeztikk. A PCR amplifikacio soran 12 ul elutumot monitoroztunk
Aspergillus fumigatus nukleinsav jelenlétére a Tagman®-LNA3 esszénkkel, 20 ul
iiveg kapillarisokban, LightCycler 2.0 platform-on (Roche Applied Science), 5x
LightCycler Tagman Master (Roche Applied Science) protokollaban leirtaknak
megfeleléen. Harom parhuzamos PCR reakciot végeztiink biologiai mintanként. Mivel
az elutumot teljes térfogatdban analizaltuk, ezért abban az esetben, ha az elutum
tartalmazott gomba nukleinsavat, akkor azok jelenlétét ki tudtuk mutatni a facC-PCR
real-time rendszerrel. Megfelelé negativ kontrollok beiktatasa mellett, mar egyetlen

pozitiv PCR reakcid-esetén pozitivnak értékeltiik az adott bioldgiai mintat.
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Mintavétel indikacidja: lazas neutropénia

Beteg neve: Szll. datuma: Taj szama:
0. h.: 3 % 5 mL szérum
RIEIE
-
3 csb szérum feladva, egy csomagban, BE = =

Mikrobiclégia felirattal az IVDI &plletbe.
MedSol-kéd: MEBVSZERO
Vizsgélatkérd lapon Aspergillus antigen X-el jelGlve
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Mikrobiclagia felirattal az IVDI éplletbe.

*A mintdkat kérjlk a 0-6ras kérdlappal egyiitt
feladva kiildeni!
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3 csd szérumn feladva, egy csomagban,
Mikrobiologia felirattal az VDI épiletbe.

*A mintékat kérjlk a 0-6ras kérdlappal egyiitt
feladva kildeni!

|:| 2012.

Atovébbiakban, amig a beteg osztdlyon fekva: 2 csd szérum mintavétele naponta. 2
cs0 szérum feladva, egy csomagban, Mikrobioldgia felirattal az IVDI &plletbe.
*A mintakat kérjik a 0-0ras kérdlappal egyltt feladva kildenil

Mintak atfutasi ideje:

Szeroldglal analizis: hetente 2-szer. (H-K vagy SZ-CS).
DNS analizis: minden nap. Eredmények, 48 dran beldl.
*igy mindig csak a 0. oras Platelia teszt kerdl szamlazasral

9. abra. Kombinalt biologiai marker monitorozas stratégidja invaziv tiidéaszpergillozis

szireésére.
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Idedlis esetben adott lazas neutropénids epizédhoz harom Aspergillus GM-szerologia
¢s harom facC-PCR eredmény (3x3 real-time essz€) volt rendelhetd. Akadtak epizodok,
amelyek esetében kevesebb (2 darab) ill. amelyek esetében akar Iényegesen tobb (18 darab)
minta is érkezett a protokollban leirtakhoz képest (2. Fiiggelék).

Annak ellenére, hogy nukleinsav alapu diagnosztikai eredményeink csak tajékoztath
jelleggel szerepeltek és igy nem keriiltek figyelembe vételre sem a diagnosztikai, sem pedig a
terapids dontéshozatalban, a PCR eredményekrdl minden esetben értesitettiik a klinikus és

mikrobiologus szakembereket.

6.3.3 BAL analizis

Az invaziv beavatkozast igényel6 BAL elvégzésének az indikaciojat az aldbbi

koriilmények jelentdsen befolyasoltak.

RS

% megszlnt-e a 14z a széles spektrumu antibiotikumos kezelés hatasara.

% meghaladta-e az elfogadott hatarértéket (ODysos20 = 0.5) a GM antigén szintje a
betegek szérumaban akar egyetlen esetben is.

% kimutatott-e a mellkas rontgen a betegek tiidejében, invaziv aszpergillozisra utald

képleteket (,,air screscent, halo-sign”).

6.3.4 Posztmortem hisztologia

A tido szovetében teny€sz0 gombafonalak megjelenitésére alkalmas eljaras a
hematoxylin-eosin (H&E) festés, azonban szoveti nekrozis esetén javasolt tovabbi kiegészitd
festési eljarasok alkalmazasa (Denning és mtsai, 2003), mint pl. az ugyancsak gomba
specifikus Grocott-Gomori féle methenamine eziistfestés (GMS) (Grocott, 1955), ill. a
perjodsavas (Periodic acid-Schiff) festés (PAS). Szoveti mintakat a patologus kollégak a fobb
testtdjakrol, ill. a tiid0 parenchiménak harom jol elkiiloniilé teriiletérdl vettek és azokat
gondosan vizsgaltak jellegzetes, Aspergillus eredetii gombafonalak jelenlétére, amelyek

esetében jol kivehetdek a szeptumos tagolodas és a hifaelagazodasok.
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6.4 Invaziv tiido aszpergillézis terapias stratégiaja

Tobb napon at tartd, széles spektrumu antibiotikum teradpidra nem reagalo, esetleg
visszatérd laz, egynél tobb (legoptimalisabb esetben két egymast kovetd) pozitiv szeroldgiai
eredmény, ill. pozitiv CT és/vagy BAL tenyésztés egyiittes eléfordulasa aldtdmasztjdk az
antifungalis terapia megkezdésének fontossagat. A lazas allapot megsziinése, negativ CT
és/vagy BAL tenyészet esetén javasoljuk a kombinalt, biomarker monitorozasi periodus

kiterjesztését heti kétszeri ellenérzéssel.

Lazas neutropénias esetek (LNE)

™ Nincs IGM Nincs IGM
indikacioja indikacié indikacio

Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus
pozitiv negativ pozitiv negativ
tenyésztés tenyésztés tenyesztes tenyésztés

Diagndzison alapuloé terapia

Széles spektrumi Nincs antifungalis

antifungalis terapia terapia, beteg
monitorozas

10. 4bra. Tiidé aszpergillozis javasolt diagnosztikai és terdpias stratégidjanak részletes
bemutatasa.

Roviditések: (LNE); lazas neutropénias esetek, (GM); galaktomannan antigén detektalasan alapuld
modszer, (CT); mellkas CT, (IM); invaziv mikoézis indikacioja, (BAL); bronchoalveolaris lavazs
tenyésztés. Az abran feliilr6l lefel¢ haladva, prioritisuknak megfeleld sorrendben tiintettiik fel a
kiilonbozo vizsgalatokat, amelyeket lehetséges kimeneteliikt6l fiiggéen jeldltiink. Diagnoézison alapuld
terapia (angol terminoldgia szerint preemptive-terapia). Az egyes kék rubrikdkon feketével jeldlt
szamértékek Osszeadodnak, majd az igy kapott végso érték segiti a klinikus szakembert a megfeleld
terapias dontés meghozatalaban. Kettd, vagy annal alacsonyabb pontszamot elért epizodok esetén nem
indikalt az antifungalis terapia, viszont ameddig a beteg osztalyon fekszik, javasolt a nyomonkdvetése.
Ez utobbi hetenként egyszeri-kétszeri alkalommal a PCR tesztek elvégzését, ill. pozitiv PCR esetén a
GM-szerologia elvégzését is jelenti. Harom, vagy annal magasabb pontszamot kapott epizodok széles
spektrumu antifungalis kezelésben részesiiltek.
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7. ADATELEMZES

7.1 Fontosabb statisztikai mutatok definialasa

(VP) valés-pozitiv mintak = patogén konidium, vagy DNS tartalmu, pozitiv
teszteredményt mutatd mintak, ill. esetektdl szarmazd, pozitiv teszteredményt mutatd mintak.
(AN) al-negativ mintak = patogén konidium vagy DNS tartalmu, negativ teszteredményt
mutatd mintak, ill. esetektdl szarmazo, negativ teszteredményt mutaté mintdk. (VN) valos-
negativ mintdk = patogén konidium vagy DNS-t nem tartalmaz6, minték, ill. kontrolloktol
szarmazo0, negativ teszteredményt mutaté mintak. (AP) al-pozitiv mintdk = patogén konidium
vagy DNS-t nem tartalmaz6, mintak, ill. kontrolloktol szarmazo, pozitiv teszteredményt

mutatd mintak.

(Se) szenzitivitas = a pozitivnak helyesen felismertek aranya. (Sp) specificitas = a
negativak helyesen felismertek aranya. (PV") pozitiv prediktiv érték arra utal, hogy pozitiv
minta esetén, mekkora az esély arra, hogy az adott minta valéban pozitiv, ill. pozitiv
teszteredmény esetén, mennyi az esélye annak, hogy a vizsgalt epizod valoban beteg. (PV')
negativ prediktiv érték arra utal, hogy negativ teszteredmény esetén, mekkora az esély arra,
hogy a vizsgalt minta valoban negativ, ill. negativ teszteredmény esetén mekkora az esély

arra, hogy a vizsgalt epizod valoban nem beteg.

(LR™) = likelihood ratio positive annak a valésziniisége, hogy adott diagnosztikai
teszt pozitiv eredményt mutat egy betegségben szenvedd egyénnél, osztva annak a
valoszinliségével, hogy adott teszt pozitiv eredményt mutat adott betegségben nem szenvedd
egyénnél. (LR") = likelihood ratio negativ annak a valoszintisége, hogy adott diagnosztikai
teszt negativ eredményt mutat egy betegségben szenvedd egyénnél, osztva annak a
valoszinliségével, hogy adott teszt negativ eredményt mutat adott betegségben nem szenvedd

egyénnel.

DOR-esélyhanyados. A DOR (diagnostic odds ratio), azaz a diagnosztikai
esélyhanyados értéke azt mutatja meg, hogy pozitiv teszteredmény esetén hanyszorosara
novekszik annak az esélye, hogy a beteg invaziv aszpergillézisban szenved. Mivel a
diagnosztikai OR értéke nincs maximalva, ezért ne lepddjlink meg, ha tobb nagysagrendnyi

kiiliinbség mutatkozik az eltérd diagnosztikai platformok DOR értékeiben.
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7.2 Statisztikai vizsgalo modszerek

Diagnosztikai tesztek esetében fontos szempont, hogy adott mddszer ne generaljon
fals (téves) eredményeket. A Bayes-féle megkozelités szerint a priori'’ és poszteriori™®
valosziniiségek megfeleld kalkulacioja segit a statisztikai mutatok helyes értelmezésében. A
van-nincs azaz pozitiv-negativ detektalason alapulod teszteket kétvaltozos, tn. dichotoémikus
teszteknek nevezziik. A statisztikai analizisekbe bevont epizoédokat a vizsgalt betegség
szempontjabol, aktudlis egészségiigyi statuszuknak megfelelden, két alpopulaciora bontjuk.
Esetekre és kontrollokra. Az eset-kontroll vizsgalatok eredményeit a 11. abran bemutatott

2x2-es kontingencia tablazat segitségével értelmezziik (11. abra).

Eset Kontroll
B+ B-
Pozitiv teszt VP, AP, Pozitiv prediktiv érték
eredmény Valos pozitivok Al pozitiv PV*=VP/ (VP + AP)
T+
Negativ teszt ) AN, VN, Negativ prediktiv érték
eredmény Al negativ Valos negativok PV ' =VN/ (VN + AN)
T-
Szenzitivitas Se Specificitas Sp a prediktiv értékek fliggnek a
=VP/ (VP + AN) =VN/ (AP + VN) PREVALENCIATOL!

11. abra. Prior és poszterior valésziniiségek kalkulacidja a Bayes-féle megkozelités alapjan.

A dichotomikus tesztek valamely mérheté mutaté alapjan (T+, T-) vonnak le kdvetkeztetéseket adott
betegség meglétérdl (B+) vagy hianyarol (B-).

A kategorikus (pozitiv teszt/beteg, negativ teszt/beteg) és folytonos (Se, Sp, PV", PV")
valtozok meghatarozasa mellett kalkulaltunk atlagot, mediant, standard deviaciot (SD=), ill.

megbizhatdsagi tartomanyt (95% CI).

7 a betegség prevalenciaja azaz, a betegség szempontjabol pozitiv egyedek aranya, nem ismervén még a
diagnosztikai teszt kimenetelét.
¥ megegyezik a pozitiv prediktiv értékkel a betegnek itélt embereknél, ill. a negativ prediktiv értékkel a
betegnek nem itélteknél.
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7.2.1 ROC analizis

A ROC (Receiver Operating Characteristic) analizist a I1. vilaghaboruban fejlesztették
¢és hasznaltak eldszor radarjelek elemzésére. Eredményességének kdszonhetéen mar az 1950-
es évektdl széleskorti alkalmazasa volt megfigyelhetd, elsésorban az orvosi diagnosztika
tertiletén. Hasznéljak ugyanis bizonyos diagnosztikai vizsgald moddszerek hatékonysaganak
vizsgélatara. Nagy elénye, hogy alkalmas a kiilonb6z6 modellek megkiilonboztetd

képességének grafikus megjelenitésére.

A két 6sszevetenddé modszer (esetiinkben a facC-PCR, ill. a GM-EIA) diagnosztikai
hatékonysaganak méréséhez a tesztek valtozo (kvantitativ) eredményeit, 77 GM-EIA index és
249 facC-PCR Cq (Fiiggelék 2) megfelelé kvantitativ (pozitiv/negativ) eredményekké kell
alakitanunk, alapul véve a mintdkat szolgaltatd epizodok aktudlis egészségiigyi allapotat az

ITA fertézés szempontjabol (eset csoport és kontroll csoport).

FacC-PCR esetében minden PCR futast kiilon analizaltunk. Szenzitivitasi (Se) és
specificitasi (Sp) mutatokat kalkulaltunk az egyes dontési tartomanyoknal, majd ROC gorbét
szerkesztettiink oly modon, hogy a valds pozitiv (y tengelyen szenzitivitas értékek) értékeket
abrazoltuk a fals-pozitivok (1-specificitas értékek az x tengelyen) fliggvényeében. Gorbe alatti
teriiletet szamoltunk 95%-0s megbizhatosagi tartomannyal (95% CI), ill. standard hibaval
(+SD).

Amennyiben a gorbe alatti teriilet, azaz Area Under the Curve = AUC, vagy Area
Under ROC = AUROC:

s 1> AUC > 0.9 a vizsgalt teszt kiemelkedd diagnosztikai pontossaggal rendelkezik.

% 0.9> AUC > 0.8 a vizsgalt teszt jelentds diagnosztikai pontossaggal rendelkezik.

% 0.8> AUC > 0.7 a vizsgalt teszt megfeleld diagnosztikai pontossaggal rendelkezik.

s 0.7> AUC > 0.6 a vizsgalt teszt mérsékelt diagnosztikai pontossaggal rendelkezik.

% Végezetiil pedig 0.6 > AUC > 0.5 arra utal, hogy adott klinikai vizsgadlo modszer

haszndalhatatlan in vitro tesztelésre.

A gorbe alatti teriilet meghatarozasa mellett szamoltunk pozitiv és negativ likelihood

aranyokat (LR", LR"), ill. pozitiv és negativ prediktiv értékeket (PV*, PV) is.
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7.2.2 Diagnosztikai vizsgalé6 médszerek osszehasonlitasa Kappa-teszttel

A gold-standard Aspergillus Platelia GM-EIA ill. az 1], bevezetésre varé modszer,
esetlinkben facC-PCR diszkriminator altal generalt eredmények kozti kondordancia vizsgalata
érdekében Cohen féle Kappa tesztet végeztiink, amely figyelmen kiviil hagyja a betegek valds
statuszat, mindosszesen csak azt vizsgalja, hogy a két diagnosztikai teszt (operator) altal
generadlt eredmények milyen mértékben egyeznek, illetve egyezésiik milyen mértékben

tudhato be a véletlennek (12. abra).

PCR+ PCR- | Osszesen:
GM+ 8 3 11
GM- 20 46 66
Osszesen: 28 49 77

12. abra. Diagnosztikai vizsgalo modszerek (Aspergillus Platelia GM-EIA, ill. facC-PCR) kozti
egyezés vizsgalata Kappa-teszttel.

A 2x2-es tablazat egyes rubrikai azt jelolik, hogy az egyes diszkriminatorok vizsgalati eredményei
milyen mértékll egyezést mutattak.

K=1 érték tokéletes egyezést jelol, mig a K=0 érték arra utal, hogy a diagnosztikai
tesztek altal generdlt eredmények kozti egyezés nem nagyobb annal, mint amit a véletlen
generdlna. A 0.8-nal magasabb értekek kiemelkedd egyetértésre utalnak, 0.6-0.8 kozti
tartomanyba esé értékek jelentds egyetértésre utalnak, 0.41-0.6 kozti tartomanyba esd
mutatok még megfeleld egyetértésre utalnak, végiil pedig a 0.21-0.4 kdzti tartomanyba esd

értekek pedig mérsékelt egyetértésre utalnak.

Modszer 6sszehasonlitasaink soran a SigmaPlot ill. a GraphPad statisztikai analizald
programokat hasznaltuk, melyek koziil az utobbi online, barki szdmara szabadon hozzaférhetd
http://graphpad.com/quickcalcs/kappa. A linearis regressziot, a ROC analizist bemutatd, ill. a
dot-plot abraink kivétel nélkiil hiteles, SigmaPlot abrak. Venn-diagramjainkon bemutatott
Aspergillus GM-EIA ill facC-PCR 6nall6 modszerek, ill. kombinalt biomarker tesztelésiink
statisztikai mutatoit a fent vazolt Osszefliggések alapjan Excel program segitségével

szamoltuk.
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8. EREDMENYEK

8.1 FacC ortolég gének jelenlétét igazoltuk aszpergillozist okozé humanpatogén
fajokban

Az ¢érett C-faktor fehérje aminosav szekvencidjat PSI-BLAST homolégiakereso
programokkal vizsgaltuk ¢és hozzd nagyon hasonld ortolog, valdszinisithetden kozos
evolucios eredettel rendelkezd géneket talaltunk négy humanpatogén fonalas gombafajban;
Aspergillus fumigatus Af293, Aspergillus terreus NIH2624, Neosartorya fischeri NRRL181,
Chaetomium globosum CBS148.51, valamint tovabbi két apatogén fonalas gombaban;
Podospora anserina, Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255, ill. egyéb mas
Streptomyces fajokban; Streptomyces scabies 87.22, S. ambofaciens ATCC 238777, S.
erythreus NRRL2338 ¢s S. venezuelae ATCC 10712, néhany Gram-pozitiv, nem
Actinomyces, alacsony G+C tartalm( baktériumban; Bacillus subtilis és Listeria
monocytogenes, valamint ezek fagjaiban (5.1 fejezet). Az Aspergillus fumigatus Af293
genomban egyszerre két példanyban, a 3-as (AFUA 3G14910) és az 5-0s (AFUA_5G00540)
kromoszoman is megtalalhatoak a C-faktor ortolog gének. Az Aspergillus terreus 1H2624

genomban csak egyetlen példany talalhato.
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8.2 Tagman®-MGB és Tagman®-LNA esszék dinamikus tartomanya gDNS
paneleken

Nyolc kiillonb6zé Tagman® esszét fejlesztettiink és teszteltiink Aspergillus fumigatus
(MGBI1, MGB2, MGB3, LNA1, LNA2, LNA3) és Aspergillus terreus (MGB4, LNA4) fajok
szenzitiv detektalasara és azonositasara (5.2.1, 5.2.2 fejezet-ek). Az 5.4 fejezet-ben vazolt
moédon meghataroztuk Aspergillus fumigatus Af293 ill. Aspergillus terreus 1H2624 gDNS
tartalmu nukleinsav paneleken (Tagman®-panel 1, Tagman®-panel 2) az egyes real-time
esszéink reakcid hatékonysagait, ill. detektacios kiiszob (LoD) értékeit (13. tablazat és 14.
abra). Real-time esszéink amplifikacios gorbéinek logaritmikus abrazolasat a teljesség igénye

nélkiil, csak az MGB esszék esetén mutatjuk be a 13. abran.

Rnyvs Cycle Bn vs Cycle

Rn

213
123456789 1011121314159617 191920212223 242526

3031323334 353637 30

Cyle Humber

MGB2 esszé real-time disitasanak eredményei

Cycle Humber

MGB1 esszé real-time dusitasanak eredményei?

as kromoszomajan talalhato facC gén.

Aspergillus fumigatus gDNS panelen 1-6 log,, GE
tartomanyban. Target gén az Aspergillus fumigatus 3- :

Aspergillus fumigatus gDNS panelen 1-6 logig
GE tartomanyban. Target gén az Aspergillus

Rnvs Cycle

Rn

123456788 1011121314151817 18182021

24
5152535455

323334383837

Gycle Humber

MGB3 esszé real-time

3-as és 5-0s kromoszomajan talalhato facC gének.

dusitasainak eredményei
Aspergillus fumigatus gDNS panelen 1-6 log,, GE
tartomanyban. Target gének az Aspergillus fumigatus
i facC gén.

i fumigatus 5-6s kromoszomajan talalhatd facC gén.

2n v Ccle

Rn

123456 78 9 101121314751617 101920212223 24252527 2029 2031 323034353537 I0 340 414243 444545 87 4RA9'S051 525455

288

Cycle Number

MGB4 esszé real-time disitasanak eredményei
Aspergillus terreus gDNS panelen 1-6 log;y GE
tartomanyban. Target gén az Aspergillus terreus

13. abra. MGB1, MGB2, MGB3, ill. MGB4 real-time esszék amplifikacios gorbéinek logaritmikus
abrazolasa Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus terreus 1H2624 tartalmu Tagman®paneleken.

6 logye tartomanya (1 =15 ng; 2 = 1,75 ng; 3 = 150 pg; 4 = 15 pg; 5 = 1,5 pg és 6 = 150 fg) Aspergillus
fumigatus és Aspergillus terreus genomi DNS tartalmu panelek dusitasanak valds-idejii nyomonkovetése
logaritmikus amplifikacios gorbéket eredményez ahol a ciklusok végén mért fluoreszcens jel intenzitasat
abrazoljuk a ciklusszamok fliggvényében.
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MGB1 esszé dinamikus tartomnya Taqman®-panel 1-en LNAI esszé dinamikus tartominya Tagman®-panel 1-en
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14. abra. Tagman®-MGB és Tagman®-LNA esszéink amplifikacios gorbéi linearis abrazolasban, 7
logyo tartomanyu, Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus terreus 1H2624 gDNS paneleken.

Az abra bal oldalan Tagman®-MGB, mig az abra jobb oldalan Tagman®-LNA esszéink 7 10gjo
tartomanyu (15 ng — 15 fg), 25 tagbol allo, higitasi panelein mért, atlag Cp értékeit abrazoltuk a GE-ek 10-
es alapt logaritmusanak fliggvényében.
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Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a 13. tablazat-ban vastagon kiemelt
Tagqman®-LNAS3 esszénk bizonyult a legérzékenyebbnek Aspergillus fumigatus Af293 (LoD
= 1 GE), mig az ugyancsak vastagon kiemelt Tagman®-LNA4 esszénk az Aspergillus
terreus IH2624 (LoD = 1 GE) fajok érzékeny kimutatasara annak ellenére, hogy méréseink

alapjan a Tagman®-LNA3 essz¢ reakcio hatékonysaga az optimalis tartomanyon kiviilre esett
(E = 127%).

13. tablazat. Tagman®-MGB, ill. Tagman®-LNA real-time esszék reakcio hatékonysaganak
mérése a regresszios egyenesek egyenletének, meredekségének feltiintetésével és az esszék
detektalasi tartomanyaival (LoD).

Reakcio
Esszék Egyenlet (y) = Meredekség  hatékonysag R? LoD (GE)
(E=%)
1 MGB1 -3,2383x+43,091 -3,2383 103,612 0,996 7,5
2 MGB2 -3,0274x+41,363 -3,0274 113,952 0,996 10,0
3  MGB3 -3,1282x+41,335 -3,1725 108,772 0,995 5,0
4  MGB4 -3,1353x+43,105 -3,1353 108,424 0,995 10,0
5 LNA1 -3,2984x+43,388 -3,2984 100,991 0,991 10,0
6 LNA2 -3,7560x+47,554 -3,7560 84,604 0,989 25,0
7 LNA3 -2,8085x+41,858 -2,8085 127,019 0,960 1,0
8 LNA4 -3,4404x+50,815 -3,9663 95,283 0,940 1,0

Vastagon emeltiik ki azon Aspergillus fumigatus Af293 (Tagman®-LNA3) ill. Aspergillus terreus
IH2624 gDNS-t (Tagman®-LNA4) detektalni képes esszéinket, amelyek a legalacsonyabb detektacios
kiiszobbel (LoD) rendelkeznek, igy eldzetes meréseink alapjan a legérzékenyebbnek bizonyulhatnak
IA okozo6 fajok azonositasara.
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8.3 Tagman®-MGB esszék analitikai specificitasa gDNS panelen

Az 5.4.2 fejezet-ben vazolt modon, Kisérletesen igazoltuk, hogy az Aspergillus

fumigatus Af293 ¢s Aspergillus terreus IH2624 genomokban talalhato facC ortolog génekhez
hibridizal6 Tagman®-MGB hidrolizis esszék (MGB3, MGB4) nem detektaljak sem a masik

faj, sem pedig pedig jO néhany egyéb vizsgalt faj DNS-ében meglévé facC géneket (14.

tablazat).

14. tablazat. Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus terreus specifikus real-time esszék kiilonbozo
facC ortologokkal rendelkezé, vagy nem rendelkezé fajok genomi DNS izolatumain valé

tesztelések eredményei.

Vizsgalt torzs

facC ortolog

Target gén

gén(ek) AFUA 3G14910  AFUA 5G00540  ATEG_03536
Aspergillus fumiga_tus_ Af293 és  Megtalalhato | . | . | i
tovabbi 8 klinikai izolatum 2 gén
s Mexias | | +
izolatum
Aspergillus nidulans Hianyzik - - -
Aspergillus niger Hianyzik - - -
Aspergillus brasiliensis Nincs adat - - -
Aspergillus lentulus N([seagjt:tlz;lgstt)é - - -
Aspergillus flavus Hianyzik - - -
Aspergillus tamarii Nincs adat - - -
Aspergillus pseudotamarii Nincs adat - - -
Aspergillus tubingensis Nincs adat - - -
Candida albicans Hianyzik - - -
Trichoderma reseii Hianyzik - - -
Penicillium chrysogenum  Megtalalhato - - -
Escherihia coli Hianyzik - - -
Streptomyces albidoflavus 45H  Megtalalhato - - -
Streptomyces griseus 52-1 Hianyzik S S S
Streptomyces lividans 1326 Hianyzik - - -
Streptomyces albus R-55  Megtalalhato - - -
Streptomyces flavofungini  Megtalalhato - - -
Homo sapiens Hianyzik - - -

A (+) jelek pozitiv, mig a (-) jelek a negativ real-time reakciokra utalnak.

74



8.4 Tagman®-LNA esszék analitikai specificitaisa a 2013-as ISHAM-EAPCRI
panelen

Aspergillus fumigatus specifikus Tagman®-LNAS3, valamint az Aspergillus terreus

specifikus Tagman®-LNA4 essz¢ék analitikai specificitasat vizsgaltuk a 2013-as ISHAM-

EAPCRI panelen is, 1asd 5.4.2 fejezet. Kapott eredményeinket a 15. tablazat-ban mutatjuk be.

15. tablazat. A 2013-as EAPCRI gDNS panel eredményei real-time méréseink alapjan.

Minta Minta gDNS tartalma kon%grll\tlrsaicié Detektalas Adhat6 Debrgcen Sajit

ID (fe/ul) pont eredmények pont
1 Aspergillus fumigatus 150 Alapvet6 fontossagu 3 Detektalt 3
2 Fusarium sp. 500 Nem kivant 1 Nem detektalt 1
Aspergillus niger 150 Alapvet6 fontossagu 3 Nem detektalt 0
4 Penicillium sp. 300 Nem kivant 1 Nem detektalt 1
5 Cunninghamella sp. 350 Nem kivant 1 Nem detektalt 1
6 Aspergillus terreus 1.7 Lényeges 2 Detektalt 2
7 Aspergillus flavus 77 Alapvetd fontossagu 3 Nem detektalt 0
Candida albicans 170 Nem kivant 1 Nem detektalt 1
Aspergillus fumigatus 15 Alapvet6 fontossagu 3 Nem detektalt 0
10 Absidia sp. 400 Nem kivant 1 Nem detektalt 1
11 Aspergillus terreus 170 Alapvet6 fontossagu 3 Detektalt 3
12 Aspergillus versicolor 70 Alapvet6 fontossagu 3 Nem detektalt 0
13 Scedosporium sp. 450 Nem kivant 1 Nem detektalt 1
14 Aspergillus niger 1.5 Lényeges 2 Nem detektalt 0
15 Aspergillus versicolor 35 Lényeges 2 Nem detektalt 0
16 Aspergillus lentulus 3 Lényeges 2 Nem detektalt 0
17 Aspergillus lentulus 300 Alapvet6 fontossagu 3 Detektalt 3
18 Aspergillus flavus 3.9 Lényeges 2 Nem detektalt 0
oOsszesen: 37 osszesen: 17

A 2013-as ISHAM-EAPCRI panel a tablazatban feltlintetett torzsek gDNS izolatumait tartalmazta
kiilonb6z6 koncentracidban. A pontjainkat (6sszesen 17 pont) annak megfeleléen adtak, hogy alapvetd
fontossagu-e az adott Aspergillus faj species szintli azonositasa (3 pont), ill. Iényeges-e (2 pont). Nem
kivant fajok (nem Aspergillus genus) meg nem talalasat (azaz a negativok negativként valod
azonositasat) ugyancsak pontokkal (1 pont) értékelték.
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A vizsgédlat célja az volt, hogy meghatirozza az ISHAM-EAPCRI szervezet
laboratoriumi munkacsoportjanak tagjai altal hasznalt (home-made) real-time aszpergillozis
diagnosztikai PCR esszék detektalasi tartomanyat, ill. specificitasat. Az egyes panelek hat
Aspergillus klinikai izolatum gDNS mintait tartalmaztak kiilonb6z6 koncentracioban, koziilikk
egy torzs (Aspergillus lentulus) mutat jelent6s genetikai egyezést az Aspergillus fumigatus
genommal, illetve 6t masik olyan torzset, amelyek potencidlis kontaminaciés forrasok
lehetnek a klinikai gyakorlatban. A helyes talalatok meglétét, ill. a fals talalatok hianyat (azaz
a negativok negativként vald azonositasat) pontoztak (14. tablazat), majd ezeket a végén

Osszesitették, s ennek megfelelden allitottak fel egy rangsort.

m Megoszlas =&o—Kumulativ gyakorisag
120% 12
11
100%
o0 9
2 0%
5 8 4
=~ =
g 5
> 60% 6 gb
E 5 =
£ 40%
~ 3
20%
3% 2
0% 0

<10 10-14 15-19 20-24 25-29 >29

Panelek adatsorait leird pontok szdma (tartomany)

15. abra. Kiilonbo6zé fajok gDNS-eit tartalmazo panelek analizisével kapott 33 teljes adatsor
pontjainak megoszlasat és kumulativ gyakorisagat bemutat6 diagram.

A piros oszlopdiagramok aljan feltiintetett szamadatok az egyes tartomanyokba sorolt adatsorok
megoszlasara utalnak. A kékkel jelolt gorbe a gyakorisagok valtozasanak alakulasat irja le tigy, hogy
az egyes, kék pontoknal feltiinetett %-os értékek azon adatsorok kumulativ gyakorisdgara utalnak,
amelyek kevesebb pontot értek el, mint a soron kdvetkezd tartomanyokba soroltak.
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Osszesitett pontjaink szdma 17 a maximalisan adhatd 37-bél. Ilyen eredményt a
korkontrollos vizsgalatba bevont mas munkacsoportok altal szolgaltatott 27 adatsor (0sszesen
33 teljes adatsor, lasd 15. abra) volt képes elérni, ill. meghaladni. Atlag 24.21 (SD+7.96). A
legkevesebb pontot elért adatsor 6 pontot kapott, mig a legmagasabb érték 35 volt (15. abra).
Aspergillus fumigatus ill. Aspergillus terreus specifikus esszéink egyetlen esetben sem
reagaltak mas fajok gDNS-ével egyetlen kivétellel. Aspergillus fumigatus specifikus esszé
(Tagman®-LNA3) egy esetben kereszt reakciot mutatott az Aspergillus lentulus gDNS-ével.

8.5 HRM esszé dinamikus tartomanya Aspergillus fumigatus és Aspergillus
lentulus gDNS paneleken

Aspergillus fumigatus facC ortologgal nagyfoka hasonlésagot mutatd és kozel azonos
méretli (900-950 bp) génszakaszok (AFUA _3G14910, AFUA 5G00540) meglétét igazoltuk
az Aspergillus lentulus SZMC3118 genomban. Az Aspergillus fumigatus AFUA 3G14910
facC génspecifikus primerekkel felsokszorozott amplikonokat megszekvenaltattuk. A

szekvenalas eredményét és a tovabbra sem ismert szekvencia részeket a 16. abra mutatja.

Aspergillus lentulus facC ortolog

VTN NCIGICISUNGIEHNGY-V-VNEUNGIE(€[67:1€(0).9:0:90:0:0.0.00(CCCTTGCTTTGGATCCACTTTGGT
ATCGCGACAGTCAACeo e elerUReeloIUNerUNe® A\ ACGCTTCGATCTCTCCGCTCCCTCA
TACGACCTCTACCGCCACAAGACCCTCeleieler e NN NERNSIOINE®AGCGATTCGCCTTT

GACAACGTCAACCGCCGCCTTTTCGTCGCACAGCGCCGCGACGGATCCTCCGAAACAGCA
GGCGACCTGACAATCACCCAGCTCGACTTTGACGGCAACTACGTCGGCCACATGTACCTA
AAGGACTTTGGCCACGGCGTTTCCTTCGGCGCACAGCCCGTCGGGTCCGCAACCTACCTC
TGGACAGAGGTCGAGGCCAACGCCAACGGCTACGGCAAGAGACTCGCCCGCTTCAAGTTC
GTCTCTGGTACCACGCTGACCAGCTCCTCCGCTGGCCTGGCTAAATTCAAGCCCGTCGCA
GACGCAACGGAGCATACCTGCGCCATTGACCCGGTCTACAACCGGTTGATCGTCCGGTAT
AACCTCAGCGGGGCGAAGCATATCGCCGTGTATGACCTCGCTGCCGCGACGAGGGGGGAT
TTCTCCGCGCCGCTGGCGAATTTTAAGCAGCCGGCGTTGGAGGCGCTGTCGTCGGTCTTT
CAAGGTTATGCGGCGTACGGTCAGTATCTGTACCTGTTGACTGGGACTGCGTACGCGGCC
AGCGGGGGGAAGGTCAATTCCGAGGTTACCAGTGTTGATATGAACACGGGCAAGTGGTGC
AGGGGCCGACGCTCACCAAGCCGGGTCGACGCTGGAGTACAGAGAGCCGGAGGATTGGCG
ATTTATAAGACTGCTGCTGGGGAGGTGAGGTTGTTTGGGTTTTGCTTCGGG)0:9:9:0:0:0:0:0:4

XXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXCTGTTCTACAAGAATGTGTTGGTTTAG

16. abra. Aspergillus lentulus facC ortolég gén szekvencidja.

Az abran sotétkékkel jeloltik az Aspergillus lentulus facC ortolog gén amplifikalasahoz és
szekvenalasahoz tervezett primereket, ill. pirossal jeloltiik azokat, amelyeket az Aspergillus fumigatus,
ill. Aspergillus lentulus fajok olvadaspont analizissel torténd azonositasahoz hasznalunk. FumilentF
(pirossal jelolt forward primer): 5’-GCCAGCATCCCCTCATCC-3’, 18 mer. Olvadaspont (Tm): 68,2.
GC tartalom (G+C %): 66,6. FumilentR (pirossal jelolt reverse primer): 5’-
GCTGGACTGTGTCATCGCG-3’, 19 mer. Primerek olvadaspontjai (Tm): 68,4. GC tartalom (G+C
%): 63,1. A vilagoskék X-el jelolt nukleotidok szekvenciaja nem ismert az Aspergillus lentulus
genomban.
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Primereket terveztiink a megszekvenalt Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus
lentulus SZMC3118 fajok facC gének érzékeny detektalasara, felsokszorozasara €s az

amplikonok jellemz6 olvadaspontjai alapjan a fajok specifikus azonositasara (16. abra)

Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus lentulus SZMC3118 genomi DNS
tartalma paneleket (HRM-panel 1, HRM-panel 2, HRM-panel 3) készitettink 7 logio
tartomanyban (10°-1 GE/PCR reakcié). A 16. tiblazat-ban bemutatott, kiilonboz6 gDNS
tartalm  kalibraciés paneleken, meghataroztuk az Asperillus-HRM esszé reakcid

hatékonysagat, ill. LoD értékeit (5.5.1 fejezet).

16. tablazat. Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus HRM esszé amplifikacios hatékonysaganak
¢és detektacios kiiszob értékének (LoD) vizsgalata

Reakcid ,
Esszék Egyenlet (y) = Meredekség  hatékonysag R LoD (GE)
(E=%)
HRM-panel 1
1. Aspergillus -3,3289x+44,623 -3,3289 99,701 0,996 1
fumigatus gDNS
HRM-panel 2
2. Aspergillus -3,4443x+44,460 -3,4443 95,135 0,999 1
lentulus gDNS
HRM-panel 3
Aspergillus
g TUmigaWSés g 06440440 -3,4496 04,935 0,994 1
Aspergillus
lentulus
1:1 gDNS

HRM esszénk analitikai szenzitivitasanak €s LoD értékeinek vizsgalatat 7 log;, tartomanyt (17 ng-17
fg) Aspergillus fumigatus Af293 gDNS tartalmu (panel-1), ill. Asperillus lentulus SZMC3118 gDNS
tartalmu (panel-2), valamint ezek 1:1 aranyt keverékével létrehozott (panel-3) paneleken végeztiik.

Ezt kovetden pedig meghataroztuk az Aspergillus fumigatus Af293, ill. Aspergillus
lentulus SZMC3118 fajok amplikonjainak a jellemz6 olvadasi pontjait, a fajok specifikus

azonositasara (17. abra).
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HRM esszé real-time disitasanak eredményei :
Aspergillus fumigatus Af293 gDNS tartalmi :
panelen. Target gén az Aspergillus fumigatus 3-as :
kromoszomajan (AFUA_3G14910) talalhato facC§

ortolog gén.

HRM esszé real-time dusitisinak eredményei :
Aspergillus lentulus SZMC3118 gDNS tartalm :
panelen. Target gének az Aspergillus lentulus :
genomban talalhato, feltételezett facC ortolog gén.

: target gének a mar emlitett gének.

HRM esszé real-time dusitisanak eredményei
Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus
lentulus SZMC3118 gDNS tartalmu panelen. A

HRM cssz€ dinamikus tariomanya HRM pancl 1-cn

logloGE

HRM cssz¢ dinamikus tartomanya HRM pancl 2-6n

13
it
i3

logt0GE

HRM csszé dinamikus tartomanya HRM pancl 3-on

© y=.3.4490x + 42,44
Ko - 0,9935

HRM esszé dinamikus tartomanya Aspergillus :
fumigatus Af293 tartalmu higitasi panelen. Az:
atlagolt Cp értékeket abrazoltuk a GE-ek 10-es alapu :
logaritmusanak fliggvényében 7 logig tartoménybané
{ (15 ng — 15 fg).

(15 ng — 15 fg).

HRM esszé dinamikus tartoméanya Aspergillus :
lentulus SZMC3118 tartalmu higitasi panelen. Az :
atlagolt Cp értékeket abrazoltuk a GE-ek 10-es alapu :
logaritmusanak fliggvényében 7 log;, tartomanyban :

logaritmusanak fiiggvényében 7 log;o tartomanyban.

HRM esszé dinamikus tartomanya Aspergillus
fumigatus  Af293, ill.  Aspergillus lentulus
SZMC3118 tartalmu higitasi panelen. Az atlagolt
Cp értékeket abrazoltuk a GE-ek 10-es alapu

17. abra. HRM esszék amplifikacios gorbéinek logaritmikus és linearis abrazolasa 7 log;y tartomanyi gDNS tartalmi paneleken (HRM panel-1, HRM

panel-2, HRM panel-3).
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18/c 18/d

86.2°C
“dF/dT

hémérséklet (°C) hémérséklet (°C)

18. abra. Fajspecifikus amplikonok olvadaspontjainak alakulasa nagyfelbontasd
olvadasgorbe analizissel (HRM), ResolightDye festék jelenlétében.

18/a abra. Az emittalt fluoreszcencia valtozasanak nagyfelbontdsu nyomonkodvetése (HRM
analizise) leolvadasi gorbéket (Aspergillus fumigatus HRM panel-1 esetén piros, Aspergillus
lentulus HRM panel-2 esetén kék, mig Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus
templatok 1:1 ardnyu keverékét tartalmazé HRM panel-3 esetén zold gorbék) eredményez,
amelyek negativ derivéltjainak csucsai jelolik az egyes amplikon elegyek olvadasi pontjait
(olvadaspont analizis). Ezek ismeretében kovetkeztethetiink a reakcidelegyekben jelen levo,
Aspergillus fumigatus Af293, ill. Aspergillus lentulus SZMC3118 specifikus amplikon
molekulak jelenlétére. 18/b abra. Aspergillus fumigatus Af293 facC ortolog génrdl képzodott
nukleinsav amplikonok olvadaspontja: 85,5°C. 18/c abra. Aspergillus lentulus SZMC3118
facC ortolog génrdl képzodott nukleinsav amplikonok olvadaspontja: 86,2°C. 18/d abra.
Aspergillus fumigatus Af293 ¢s Aspergillus lentulus SZMC3118 fajok facC ortolog génjeirdl
képz6dott nukleinsav amplikonok leolvadasi gorbéinek nagyfelbontasu analizise. A derivalast
kovetden a gorbék egymasra vetitésével két, markansan elkiiloniild csucsot kapunk, melyek
olvadas pontjai: 78,3°C és 85,5°C. Az alacsonyabb csucsok (78,3°C) a heteroduplexek
jellemzo (kiilonbozo fajtaji, nem teljesen komplementer Aspergillus fumigatus Af293 ill.
Aspergillus lentulus 3118 hibrid amplikonok) olvadaspont értékeit, mig a magasabb cstcs
(85,5°C) az izoduplexek jellemzé (azonos fajtaju, komplementer, Aspergillus fumigatus
Af293 ¢és Aspergillus lentulus SZMC3118 duplaszalt amplikonok) olvadaspontjaira utal.
Ezen utdbbi csucs ugyanis nem egy, hanem két jellemzé olvadasponttal rendelkezd,
Aspergillus fumigatus (85,5°C) és Aspergillus lentulus (86,2°C) specifikus cstcsok egyiittes
jelenlétére (Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus amplikon elegy esetén a kapott
olvadaspont a tiszta elegyek esetén tapasztalt csucsok olvadaspontjainak median értéke) utal.
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8.6 Aszpergillozis detektaldé Tagman® esszék dinamikus tartomanya konidium
tartalmu biologiai mintakon

Az TA nyomonkovetésére alkalmas nukleinsav detektalason alapuldé modszerek
diagnosztikai hatékonysagat a gomba nukleinsav feltar6 modszer kihozatala és a real-time

rendszeri detektalas alapvetden befolyasoljak.

Aspergillus fumigatus (Tagman®-MGB3, Tagman®-LNA3) ill. Aspergillus terreus
(Tagman®-MGB4, Tagman®-LNA4) specifikus, real-time esszék dinamikus tartomanyat
vizsgaltuk teljes vér ¢és szérum mintdkon az 5.6 fejezet-ben bemutatottak alapjan.
Vérmintakhoz (1000 ul) 7 log tartomanyban gomba konidiumokat mértiink (10°-10°), és
higitasi sorokat készitettiink. A konidiumok mechanikus lizisét kovetden (5.6.3 fejezet)
(Roche, MagNA Lyser) a nukleinsav izolalas automata rendszerben tortént (Roche, MagNA
Pure LC 2.0).

A nagyszamu mintdk analizisét kovetden a panelek egyes higitasi tagjainal kapott Ct
értékeket a higitasok 10-es alapt logaritmusainak fliggvényében abrazoltuk, majd ezekre
standard gorbét illesztettiink. A kapott regresszios egyenesek képletét, meredekségét, a
kalkulalt reakcié hatékonysagokat és az esszék kapott LoD értékekeit a 17. tablazat-ban
tiintetjiik fel.

17. tablazat. Tagqman®-MGB és Tagman®-LNA real-time esszék amplifikacios hatékonysaga
konidium tartalmu szérum mintakon.

Esszé Egyenlet (y) = Meredekség Hatékonysag (%) LoD (GE)
1. MGB3 -3,5911x+45,107 -3,5911 89,874 10,0
2. MGB4 -3,0706x+41,635 -3,0706 111,675 1,0
3. LNA3 -3,2757x+53,939 -3,2757 106,64 1,0
4, LNA4 -3,2617x+44,456 -3,2617 102,5763 1,0

Biologiai mintdk analizisén végzett eredményeink alapjan megallapithato, hogy a Tagman®-LNA
hidrolizis esszéink reakcio hatékonysagai bizonyultak a legjobbnak, reakcio hatékonysaguk optimalis
tartomanyon beliilre estek (E = 103-107%) a konidium tartalmu teljes vér panelek analizise soran. E
mellett, mind a Tagman®-LNA3, mind pedig az Tagman®-LNA4 esszénk (az Aspergillus terreus
specifikus Tagqman®-MGB4 esszéhez hasonldoan) képes volt egyetlen, Aspergillus fumigatus, ill.
Aspergillus terreus gomba genom érzékeny (LoD = 1 GE), specifikus azonositasara.
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8.7 Tagman®LNA3 és Tagman®LNA4 esszék dinamikus tartomanya nagyszamu
szérum mintan

Annak ellenére, hogy a valdsagban (a teljes vér és a BAL mintdkkal ellentétben), a
szérum mintakban gomba konidiumok nem taldlhatoak, Tagman®-LNA esszéink
diagnosztikai hatékonysaganak, ill. dinamikus tartomanyanak mérését nagyszamu, konidium
tartalmtl szérum mintdkon végeztiik. Azt vizsgaltuk, hogy tapasztalhato-e barmilyen PCR
inhibici6 a Vacutainer, sarga kupakos, gélszeparatoros szérum csovekkel valo munka esetén.
184 darab, kiilonb6zé mennyiségii, Aspergillus fumigatus Af293 (128 db) ill. Aspergillus
terreus 1H2624 (56 db) konidium tartalmu szérum mintat (250 pl) allitottunk el (18.
tablazat).

Tagman®-LNA probas real-time esszéink dinamikus tartomanyanak és a mechanikai
lizis (5.6.3 fejezet), ill. az automata rendszerti, nukleinsav extrakcio (5.6.4 fejezet) dinamikus
tartomanyanak meghatirozasdhoz 5 higitasi tagb6l 4all6 (10°-10%), széles koncentracid

tartomanyt lefedd, paneleket készitettiink.

18. tablazat. Nagyszamu (184 szérum) szérum minta (250 pl), Aspergillus fumigatus Af293, ill.
Aspergillus terreus SZMC3118 konidium tartalma, ill. a Tagman®-LNA3, valamint a Tagman®-
LNA4 real-time esszéknek a Kiilonb6z6 szérum mintakon mért pozitivitasa, valamint a Cp
értékek atlaga, és median értékei.

CFU/250 pl Pozitivités (%) Adlag Cp (95% ClI) Median Cp
szérum LNA3 LNA4 LNA3 LNA4 LNA3 LNA4
10000 (4%3(/)28) (312(/)32) (30.23122,3@ (zg,iszalgg,og) 31,9 32,55

316 (12%)?(1)20) (2%1(/)34) (36,%1?&,26) (35,%122,75) LR 37,33
100 (9%3%)6) (Z;}Zg) (36,281;;,11) (37,23%2,43) e 38,43
32 (?12}312) (g;}gi) (37,32512,63) (38,2323,78) e 39,16
10 (Zi}gg) (gg}gi) (38,32%,40) (39,3%132,44) 4115 41,83

A mechanikai lizisen, automata rendszeri extrakcion, ill. az Aspergillus fumigatus és Aspergillus
terreus specifikus Taqman®-LNA esszéink hasznalatdan alapuld modszerek diagnosztikai
hatékonysagainak megallapitasakor nagyobb hangsulyt kapott az Aspergillus fumigatus specifikus
Tagman®-LNA3 esszé, hiszen ennek a fajnak 1ényegesen nagyobb a kdzegészségyiigyi jelentdsége,
mint amellyel az Aspergillus terreus bir. A mechanikus lizist és az automata rendszerti nukleinsav
extrakciot kovetden, real-time rendszerben monitoroztuk az elutumokat Aspergillus fumigatus
(Tagman®-LNAS3), ill. Aspergillus terreus (Tagman®-LNA4) specifikus nukleinsav targetek
jelenlétére (19/a és 19/b abrak).
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Az TA diagnézisara optimalizalt automata rendszeri nukleinsav izolald eljarés, ill. a
Tagman®-LNA3, ill. Tagman®-LNA4 real-time rendszereink specificitasat vizsgaltuk
negativ kontrollokt6l szarmazo szérum mintakon (6sszesen 184 db). A vizsgalt mintak 4,3%-a
(8/184) kontaminalddott az automata rendszer(i nukleinsav extrakcid soran (nem bemutatott

adat).

55

O CFUvs.Cp
—— Regresszidés egyenes
50 + [e] ——~ 95%-o0s ClI

Cp érték (ciklus)

log10 CFU

19/a abra. Linearis regresszio Aspergillus fumigatus Af293 paneleken.

A linearis regresszio az Aspergillus fumigatus Af293 konidium tartalmu biologiai mintak (128 db)
mechanikai feltdrasat, automata rendszerti gomba nukleinsav extrakciojat és az elitumok Tagman®-
LNA3 real-time analizisét kovetben kapott Cp értékeket (384 db) a CFU-k 10-es alapu
logaritmusainak fiiggvényében szemlélteti. A pontokra fektetett regresszids egyenes meredeksége
2,9626. Az esszé reakcio hatékonysaga konidium tartalmu bioldgiai mintdkon 117,54%.

50

O log10 CFU vs Cp
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TR ——- 95%-0s Cl
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19/b abra. Linearis regresszio Aspergillus terreus 1H2624 paneleken.

A linearis regresszio az Aspergillus terreus TH2624 konidium tartalmi bioldgiai mintak (56 db)
mechanikai feltarasat, automata rendszerti gomba nukleinsav extrakciojat és az elutumok Tagman®-
LNA4 real-time analizisét kovetden kapott Cp értékeket (168 db) a CFU-k 10-es alapu
logaritmusainak fiiggvényében szemlélteti. A pontokra fektetett regresszids egyenes meredeksége
3,1454. Az essz¢ reakeio hatékonysaga konidium tartalmi biologiai mintdkon 107,93%.
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8.8 Invaziv tiidéaszperillozis (ITA) infekciokontrollja
8.8.1 Esetcsoport, kontrollcsoport

Az egy éves nyomonkovetés soran a vizsgalatba bevont 27 beteget EORTC/MSG
iranyelveknek megfelelden klinikus szakorvos sorolta retrospektiv. modon ™ az invaziv
tiidéaszpergillozis (ITA) haromfokozatu kategoriarendszerének - bizonyitott, valoszinii (eset
csoport), ill. nem bizonyitott (kontrollcsoport) - valamelyikébe (19. tablazat). A betegek
25,93%-a képezte az eset csoportot (7 beteg), mig a fennmarad6 74,07% a kontrollcsoportot
(20 beteq).

19. tablazat. Beteg demografiai mutatok.

Karakterisztika Bizonyitott ITA (N =5) Valoszinti ITA (n=2) e bizonyithat

ITA (n=20)
Gyermek/felnétt arany  0/5 0/2 6/14
Férfi/n6 arany 4/1 0/2 12/8
Median életkor (év), i i i
(tartomény) 52 (26-75) 55 (27-55) 445 (16-70)
Atlag életkor (év),
+(SD) 47.4 + 20.56 48.3+18.9 38.45+19.02
Hematologiai ) . AML, 6; ALL, 1;
megbetegedés (tipusa, ﬁml:’f’ S0 AML, 1; ALL, 1 PTCL,1; HL, 1; NHL, 2;
szama) ' MM, 2; EM, 7

Roviditések: (ITA), Invaziv tiiddaszpergillozis; (AML), Akut Myeloid Leukémia; (ALL), Akut
Limfoblasztos Leukémia; (HL), Hodgkin Limféoma; (NHL), Non-Hodgkin Limféma; (MM), Mieléma
Multiplex; (PTCL), Periférias T-sejtes Limfoma; (EM), egyéb malignitasok.

8.8.2 Empirikus antifungalis terapia

A lazas neutropénias epizddok koziil 15 beteg (epizoéd 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 17,
18, 19, 20, 24, 25) a 27-b6l (55,55%), amelyek esetében a széles spektrumu antibiotikum
kezelés hatdsara sem mérséklddott, ill. szlint meg a laz, empirikus antifungalis terdpiaban
részesiiltek (I. csoport). 60%-ukrél (9 nem bizonyitott ITA a 15 epizdd koziil) azonban
késobb kideriilt (epizod 6, 9, 12, 14, 17, 18, 19, 20, 24), hogy feleslegesen terhelték
szervezetiiket az erésen cito-és hepatotoxikus szerekkel. A betegek 44,44%-a (12 nem
bizonyitott ITA a 27 betegbdl) jol reagdlt az antibiotikum kezelésre (II. csoport), igy

esetiikben nem volt sziikséges az empirikus antifungalis terapia.

19 e18z6leg elvégzett klinikai, radiologiai, mikrobiologiai vizsgalatok eredményeinek ismeretében.
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8.8.3 Konvencionalis médszerek invaziv tiidéaszpergillézis detektilasara

Vizsgaltuk, milyen mértékben korreldlnak az invaziv tiidéaszpergillozis gyanuja
esetén elvégzett mellkas CT eredmények az invaziv beavatkozast nem igénylé Aspergillus

GM szerolodgia, ill. az invaziv beavatkozassal jaro BAL vizsgalatok eredményeivel (20/a, 20/b

abrak).
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20/a abra. Mellkas CT és az Aspergillus GM szeroléogia eredmények alakulasa.

CT'-GM"; mellkas CT és Aspergillus GM-EIA szerolégia altal ITA pozitivnak (bizonyitott/valoszinii)
diagnosztizalt betegek. CT'-GM'; betegek pozitiv mellkas CT és negativ Aspergillus GM-EIA
szerologia lelettel. CT-GM™; betegek negativ mellkas CT és pozitiv Aspergillus GM-EIA szerologia
lelettel. CT-GM"; mellkas CT és Aspergillus GM-EIA szerologia altal ITA negativnak (nem
bizonyitott) diagnosztizalt betegek. A fekete szimbolumok a kontroll-, mig a piros piktogramok az
esetcsoport tagjait jelolik. Kontirozott szimbolumok azon epizédokat jeldlik, amelyek jol reagaltak az
antibiotikumos kezelés hatasara (Il. csoport), mig a beszinezettek azon epizddokra utalnak, amelyek
esetében megmaradt a laz (I. csoport). Az atlagosnal kisebb piktogramok a gyerekekre utalnak. A
szimbolumok alatt elhelyezked6 szamok pedig a betegek azonosito (ID) szdmait mutatjak.

Eredményeink alapjan, egybehangzo negativ Aspergillus GM szerologia és ITA-ra
nem utald (negativ) mellkas CT leletek rendelkeznek a legmagasabb diszkriminacios
hatékonysaggal az aszpergillozis kizardsara. Az esetek 94,5%-aban mutattak egybehangzd

eredményeket, és nem utaltak ITA-ra. A két modszer negativ prediktiv értéke; PV™: 0,94,
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20/b abra. Mellkas CT eredmények és a BAL vizsgalatok alakulasa.

CT'-BAL"; mellkas CT és BAL altal ITA pozitivnak (bizonyitott/valoszinii) diagnosztizalt epizod(ok).
CT'-BAL; epizodok pozitiv mellkas CT és negativ BAL lelettel. CT-BAL"; epizodok negativ mellkas
CT és pozitiv BAL lelettel. CT-BAL"; mellkas CT és BAL altal ITA negativnak (nem bizonyitott)
diagnosztizalt epizodok. A fekete szimbolumok a kontroll-, mig a piros piktogramok az esetcsoport
tagjait jelolik. Kontarozott szimbolumok azon epizddokat jelolik, amelyek jol reagaltak az
antibiotikumos kezelés hatasara (II. csoport), mig a beszinezettek azon epizodokra utalnak, amelyek
esetében megmaradt a laz (I. csoport). Az atlagosnal kisebb piktogramok a gyerekekre utalnak. A
szimbolumok alatt elhelyezkedd szamok pedig a betegek azonositd (ID) szamait mutatjak.

Invaziv BAL beavatkozast az epizodok 77%-aban (6 eset és 15 kontroll), megfeleld
indikéacido esetén végeztek. Konkordans negativ mellkas CT ¢és BAL ugyancsak magas
diszkriminacios hatékonysagot mutatott az ITA kizéarasara, hiszen a PV~ értéke 0,92 (1 fals
negativ eset a 13-bdl). Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az invaziv BAL modszer a
vizsgalt 15 epizodot tartalmazo kontrollcsoport 93%-aban, azaz egyetlen eset kivételével (ID-
5) képes volt kizarni az invaziv tiid6 aszpergillozist; PV™: 0,93. Meglepd azonban, hogy a
BAL minddssze csak egyetlen olyan esetben volt képes az ITA diagndzisara (ID-10),

melyben a mellkas CT vizsgalat fals negativ eredménnyel zarult.

8.8.4 Biologiai marker monitorozasok eredményei

Az egy éves nyomonkovetési iddszak kombinalt biomarker monitorozasanak lezarultat
kovetden a kapott analizisek (Platelia Aspergillus GM szerologia és facC-PCR) eredményeit,
atlagat, szorasat (atlag, +SD), az invaziv tiid6 aszpegillézisok klinikus altal becsiilt rizikojara
vald tekintettel, figyelembe véve azok antibiotikum kezelésre nem reagald (1. csoport), ill. az

enyhiil6/ megsziné lazas allapotaikat (II. csoport) a 21. 4abra mutatja.
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Lazas neutropénia ¥

n=27

Platelia = ¥ No. =77 (dtlag: 2,79 = 1,89 / LNE
JacC-PCR = % No. = 85 (dtlag: 3,07+ 2,39/ LNE

I. csoport PCR reakcio = 3 No. =249 (atlag: 9 + 7,02/ LNE I1. csoport
I
Antibiotikumra nem Antibiotikumos kezelésre
reagalo laz v reagalo laz x
n=15 n=12
Platelia = ¥ No. =35 (itlag: 2,25+ 0,93 / LNE Platelia = % No.= 42 (atlag; 3,5+ 2,58 / LNE
JacC-PCR. = % No. =39 (itlag; 2,5+ 1,32/ LNE JacC-PCR = % MNo.= 46 (dtlag; 3,83 +3.24 /LNE
PCR reakcio = % No, =111 (itlag; 7,13+ 3,28 / LNE PCR reakcio = % No.= 138 (dtlag; 11,5+ 9,73/ LNE

Proven, probable Possible % Proven % Possible
n==6 n=9 n=1 n=11
1 (]

Platelia = 3 No. = 17 (dtlag; 2,57 + 0,97 / LNE Platelia = % No. = I8 (mean; 2 £ 0,87/ LNE Platclia= % No. =7 Platelia = % No. = 35 (itlag; 3,18 = 2,44 / LNE

OD = itlag OD = 0,4745 OD = tlag OD =0,19 OD= jtlag OD=0,15 OD= tlag OD =0,1124
facC-PCR = ¥ No. =21 (4tlag; 3,14 = 1,57 / LNE facC-PCR = ¥ No. = 18 (mean; 2 + 0,87 / LNE facC-PCR = ¥ No.=11 facC-PCR = ¥ No, =35 (atlag; 3,18 = 2,44/ LNE

PCR reakcio = % Mo, = 57 (dtlag, 8,57 + 3,69 / LNE PCR reakcio = ¥ No. =54 (mean; 6 = 2,6 / LNE PCR reakcio = % No, =33 PCR reakcio = % No, = 105 (dtlag; 9,55+ 7,33 / LNE
Cq = dilag Cq=39 Cg= dtlag Cq=38 Cq= atlag Cq= 38,82 Cq = dtlag =3733

21. abra. Kombinalt biomarker monitorozas eredményeinek alakulasa.

(4) neutrofil szam kevesebb, mint 500 / mm®. (v) antibiotikum kezelésre nem reagalé, 96 6ran til fennéllé laz (I. csoport); ( X ) antibiotikum kezelésre

jol reagalo laz (II. csoport); (¥) az EORTC/MSG (European Organization for Research and Treatment of Cancer and Mycoses Study Group)
iranyelveknek megfelelden: proven = bizonyitott, probable = feltételezett, possible = nem bizonyitott ITA. (LNE) lazas neutropénia. Az egy éves
nyomonkdvtés soran Osszesen 162 biomarker analizis (mean; 2.93 + 2.14/LNE) tortént. 77 szérum mintat vizsgaltunk (mean; 2.79+1.89/LNE) GM
antigének jelenlétére. Ezzel egylitt 85 facC-PCR analizist (mean; 3,07+2.39/LNE) és 249 real-time futast (mean; 9+7.02/LNE) végeztiink specifikus
gomba nukleinsav szekvenciak (facC ortolog gének) jelenlétének monitorozasara. Az egyes kategoriakba (lazas vs. nem lazas, eset vs. kontrol) sorolt
betegekhez rendelt biomarker analizisek szamat, a kapott OD, ill. Cp értékek megoszlasat, 4tlagat, standad hibakkal (+SE) leir6 statisztikai mutatokat 87
feltiintettiik.



8.8.4.1 Aspergillus GM és facC-PCR cut-off értékeinek szamitasa

Az eset, ill. a kontrollcsoport mintainak feldolgozasat kovetéen a kapott mérési
eredmények alapjan optimalis cut-off értékeket szamoltunk, amelyek alkalmazésa esetén a
Platelia Aspergillus GM-EIA, ill. a facC-PCR a legmagasabb specificitasi és szenzitivitasi
mutatok mellett dolgoznanak (22/a, 22/b abrak).
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22/a abra. Optimalis cut-off OD meghatarozasa
Platelia Aspergillus GM enzim immunoesszé
esetén.

ODusoe20 = 0,275 dontési szinten a szenzitivitas
(Se) = 0,68 (95% CI: 0,4650-0,8505), specificitas
(Sp) = 0,7472 (95% CI: 0,4045-0,6844).
Valosziniiségi hanyadosok; LR" = 2,3133 és LR’

Cutoff (Cq)

22/b abra. Optimalis cut-off
meghatarozasa facC-PCR esetén.

Cp = 38,69 dontési szinten a szenzitivitas (Se) =
0,5676 (95% CI: 0,3949-0,7290), specificitas
(Sp) = 10,9423 (95% CI: 0,8405-0,9879).
Valosziniiségi hanyadosok; LR" = 9,8371 és LR
=0,4589.

Cp

= 0,6562.

Méréseink alapjan a Platelia Aspergillus GM enzim immunoesszéhez kalkulalt
optimalis cut-off OD index (ODusos20 = 0.275) 1ényegesen alacsonyabb volt annal, amelyet a

rutin diagnosztikaban az el6iras szerint alkalmaznak (ODgs0/620 = 0.5).

Ennek okat elsdsorban a diagnosztikai mutatok torzulasadban kereshetjiik, amely kis
mintaszdm esetén a nem reprezentativ mintavételezés eredménye. Fontos azonban
megemliteni, hogy az Aspergillus GM-EIA ODysgs20 = 0.5-nal alacsonyabb cut-off OD-je
esetén fennallhat a veszélye a fals-pozitivok igen magas aranyanak. Elég csak azt figyelembe
venni, hogy szdmos ¢élelmiszer, vagy esetleg bizonyos antibiotikumok haszndlata jelentésen

emelheti a nem aszpergillozisos betegek szérum GM szintjét.
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8.8.4.2 Aspergillus GM és facC-PCR diagnosztikai pontossaga

ROC (receiver operating characteristic curves) analizist végeztiink ¢és gorbe alatti
teriiletet (AUC) szamoltunk (23. abra) mindkét diszkriminatorhoz (Platelia Aspergillus-EIA
¢és facC-PCR). A gorbe alatti teriiletek mérészamai, a szerologiai Platelia Aspergillus GM-
EIA moddszer esetében ,megfelel6” 0.7283 (95% CI 0.6031-0.8535); P érték < 0.0012
+0.0639, mig a facC-PCR teszt esetében ,,jelentés” 0.8004 (95% CI1 0.6976-0.9031); P érték <
0.0001 +0.05243 diagnosztikai pontossagra utalnak.
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23. abra. ROC gorbék és az AUC az Aspergillus GM-EIA szerologia, ill. a facC-PCR modszer
diagnosztikai hatékonysaganak illusztralasara.

Gorbe alatti teriiletet szamoltunk az egyes diszkriminatorok - GM-EIA (fekete pontozott ROC gorbe)
és a facC-PCR (piros forditott haromszdgekkel megrajzolt ROC gorbe) - diagnosztikai
hatékonysaganak megallapitasara a modszerek kiilonb6z6 dontési tartomanyainal (OD 0.017-5.45 ¢és
Cp 19.98-48.35) mért valos pozitivoknak (y tengelyen szenzitivitas értékek) a fals-pozitivok (1-
specificitas értékek az x tengelyen) fliggvényében vald abrazolasaval.
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8.8.4.3 Aspergillus GM és facC-PCR diagnosztikai hatékonysaga

Diagnosztikai hatékonysagi mutatokat; szenzitivitas (Se), specificitdas (Sp),
valésziniiségi hanyadosokat (LR, LR"), prediktiv értékeket (PV", PV") és esélyhanyadost
(DOR) szamoltunk a Platelia Aspergillus GM-EIA szerologia és facC-PCR tesztekre (20.
tablazat).

20. tablazat. Szenzitivitas, specificitas, valosziniliségi hanyadosok, prediktiv értékek és az
esélyhanyadosok alakulasa az Aspergillus GM-EIA és a facC-PCR esetén.

Vizsgalt paraméter Platelia Aspergillus-EIA facC-PCR

% Se (95% ClI) 52.63 (28.90-75.51) 69.23 (48.21-85.63)
% Sp (95% Cl) 98,31 (90.88-99.72) 68.85 (55.71-80.09)
LR* 31,05 2.22

LR 0.48 0.45

PV* % 90.91 48.65

PV % 86.57 84.00

DOR (95% Cl) 64.44 (7.342-565.694) 4.974 (1.81-13.434)
P érték < 0.0001 P érték < 0.0001

Platelia Aspergillus GM enzim immunoesszé (cut-0ff ODyso00 = 0.5) ill. a facC-PCR (pozitivitas = 1
pozitiv Cq / harom parhuzamos real-time reakcio) tesztek diagnosztikai hatékonysagi mutatéi standard
cut-off szinteken. Roviditések: (Se) szenzitivitas, (Sp) specificitas, (95% CI) 95% megbizhatosagi
tartomany, (LR", LR") val6sziniiségi hanyadosok, (DOR) esélyhanyados, (PV*, PV") prediktiv értékek.

8.8.5 Kombinalt biolégiai marker-monitorozasok eredményei
8.8.5.1 Minta konkordancia

Cohen féle kappa-statisztikat végeztiink a kétféle diszkriminator (Platelia Aspergillus
GM-EIA ill. facC-PCR) eredmények konkordanciajanak a vizsgalatara. A 27 epizdd egy éves
nyomonkovetése soran 77 alkalommal volt lehetdségiink kombinalt biomarker analizist
végezni. Ezen esetekben az Aspergillus GM-szerologiaval egyiitt szimultan el tudtuk végezni
a real-time analiziseket is és igy a kappa statisztikahoz a kapott eredményeket parba tudtuk
rendezni. Ennek megfeleléen a kappa index érteke (K = 0.258), amely a két vizsgalt

diszkriminator eredményeinek mérsékelt egyezését mutatta.
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8.8.5.2 Diagnosztikai hatékonysag

A kontrollcsoport szérum mintait vizsgalva a Platelia Aspergillus GM-EIA teszt
magas, 96%-os specificitdst mutatott (24/b abra). Minddssze két epizdod szérum mintdit
vizsgalva mértiink ODysge20 = 0,5 hatarérték feletti magas GM szérum szinteket (GM-AP-
ok), amelyek esetén nem meriilt fel invaziv aszpergillozis gyantja (EORTC/MSG
Kritériumrendszere alapjan kontrollcsoportba sorolt betegek). Ebbdl az kovetkezik, hogy az
esetek 4%-aban fals pozitiv eredményeket mutatott. Ezzel szemben az Aspergillus GM-EIA
teszt az eset csoport szérum mintainak 62%-aban nem volt képes hatarérték feletti ODgso20
értékeket mérni (GM-AN-o0k), igy a modszer szenzitivitasa csak 38%-nak adodott (24/a abra).

A facC-PCR az eset csoport (bizonyitott, valdszinli ITA) szérum mintainak 84%-aban
volt képes az Aspergillus fumigatus specifikus nukleinsav target molekulak (Streptomyces
eredetli facC ortoldg gének) jelenlétének specifikus detektalasara (pozitivitds = 1 pozitiv
Cqg/harom parhuzamos real-time reakci6). Ebb6l az kovetkezik, hogy a facC-PCR modszer az
esetek 16%-4dban mutatott fals eredményeket (PCR-AN) (24/a 4bra). A facC-PCR modszer
specificitasat illetéen megallapithatd, hogy az esetek 83%-aban helyesen azonositotta (PCR-
VN) a kontrollcsoport mintait. Ebbdl kovetkezik azonban, hogy az analizisek fennmarado
17%-ban al-pozitiv (PCR-AP) eredményeket mutatott (24/b &bra).

Az Aspergillus GM-EIA ill. a facC-PCR modszerek diagnosztikai hatékonysaganak
Osszehasonlito analizis¢hez a Venn-diagramok (24. abra) halmazainak metszeteit vizsgaltuk.
A szérum mintakhoz rendelt Aspergillus GM-EIA ill. facC-PCR eredményeket parokba (eset
csoportban 24, mig a kontrollcsoportban, 53 esetben) rendeztiik és azokat egyiitt vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy amig a facC-PCR az eset csoport szérum mintainak 50%-at képes volt
azonositani, addig azokat az Aspergillus GM-EIA elmulasztotta detektalni. Ezzel szemben
viszont a facC-PCR modszer csak az esetek 4%-aban a nem volt képes az eset csoport mintait
pozitivnak azonositani. Illetve, az eset csoport szérum mintainak 8%-4t egyik modszer sem
volt képes valos pozitivként azonositani és a kombindlt diagnozis sordn a két diagnosztikai
modszer az eset csoport mintainak mindosszesen csak 33%-aban volt képes konkordans,
pozitiv eredményeket mutatni. A kontroll mintak 17% ¢és 4%-aban a mddszerek ellentmondo
eredményeket mutattak az elobbi esetben az Aspergillus GM-EIA, mig az utdbbi esetben a
facC-PCR javara. Emlitésre méltd6 azonban, hogy mig a kontroll mintdk 83%-a negativ
maradt mindkét diszkriminator esetében, addig egyetlen olyan kontroll minta sem akadt,
amelyet mind az Aspergillus GM-EIA mind pedig a facC-PCR &l pozitivként azonositottak

volna.
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Eset (bizonyitott/valdszinti ITA) csoport Kontroll (nem bizonyitott ITA) csoport

PCR-VP GM-AN PCR-AP GM-VN
0,84 050 0,62 0,17 0,17 0,96
0,33 0,08 0 0,83
0,38 0,04 0,16 0,04 0,04 0,83
GM-VP PCR-AN GM-AP PCR-VN
24/a 24/b

24. abra. Venn-diagramok Platelia Aspergillus GM-EIA és facC-PCR kombinalt vizgalatara.

(VP), valods pozitiv; (AN), al-negativ; (VN), valos negativ; (AP), al-pozitiv. Eset csoport
(bizonyitott és valoszinli ITA) szérum mintainak analizisét kovetéen kapott pozitiv
Aspergillus GM-EIA, ill facC-PCR eredményeket valds pozitivnak (VP) mig ugyanezen
csoport szérum mintiinak negativ eredményeit al-negativoknak (AN)  tekintjiik.
Kontrollcsoport (EORTC/MSG kritériumok szerint nem bizonyitott IA kategoriaba sorolt)
szérum mintainak analizisével kapott negativ GM-EIA indexek és facC-PCR eredményeket
valos negativnak (VN) mig a pozitivokat 4l pozitivként aposztrofaljuk (AP). 24/a abra. Az
eset csoport (bizonyitott/valoszinli) szérum mintainak 84%-a (27/32) és 38%-a (9/24)
bizonyult valos pozitivnak (VP) facC-PCR és GM-ELISA tesztekkel vizsgalva. Ennek
megfelelden az Aspergillus GM-EIA az eset csoport 62%-aban (15/24), mig a facC-PCR az
esetek 16%-aban (5/32) mulasztotta el a valds pozitivok azonositasat. Metszet analizis: az
eset csoport szérum mintainak parba rendezését kovetden, az eset csoport mintdinak 33%-a
(8/24) valos pozitivnak (VP), 8%-a pedig (2/24) al-negativnak (AN) bizonyult mindkét
diszkriminatorral vizsgalva. Minddssze egyetlen olyan esetbdl szarmazé szérum minta akadt a
24-b6l, amelyet egyik diszkriminator (facC-PCR ill. Aspergillus GM-EIA) sem detektalt
pozitivnak. Ezzel szemben a parba rendezett eset mintak analizisének 50%-aban (12/24) csak
a facC-PCR modszernek sikeriilt a vizsgalt szérum mintakat pozitivnak azonositani. 24/b
abra. A kontrollcsoport (nem bizonyitott kategoriaba sorolt epizodok, akiknél nem meriilt fel
az ITA gyangja) szérum mintainak 96%-a (51/53) ill. 83%-a (44/53) lett valos negativ (VN).
A kontroll mintak 4%-a (2/53), ill. 17%-a (9/53) bizonyult al pozitivnak Aspergillus GM-EIA,
ill. facC-PCR modszerekkel vizsgalva. Metszet analizis: a kontroll mintak 83%-a (44/53)
negativ volt mindkét teszt esetében és egyetlen olyan kontroll minta sem akadt, amelyet mind
az Aspergillus GM-EIA mind pedig a facC-PCR al pozitivként azonositottak volna. A
kontroll csoport mintainak parba rendezését kovetéen 4%-uk (2/53), ill. 17%-uk (9/53)
esetében volt ellentmondas a facC-PCR, ill. az Aspergillus GM-EIA javara.
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8.8.6 Tulélési ratak

Eset-kontroll tanulmanyunk teljes talélési rataja 48.15% volt (25. abra). A 27 vizsgalt
betegbdl 13 haldlozott el a nyomonkovetési periodus iddszaka soran, 4 eset (30.77%) és 9
kontroll (69.23%). A 23 GM-EIA negativ beteg 43,47%-a (10 epizdd: ID-4, -9, -11, -14, -15,
-17, -18, -19, -22, -24), mig a 4 GM-EIA pozitiv beteg 75%-a (3 epizod: ID-7, -10, -13)
halalozott el. A GM-EIA pozitiv csoport egyik epizddja (ID-10) esetén a PMH vizsgéalat nem
volt képes a tiid6é szovetében a specifikus, Aspergillusokra jelemz6 (dichotomikus elagazasi)

hifak jelenlétét igazolni. (25. abra; ID-10 epizod).

o | TRRTR LT

[8) [ ] @] [ ] ® O
A
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25. abra. Posztmortem hisztolégiai adatok bemutatasa.

Roviditések: (PMH); posztmortem hisztologia. (ITA') Gombainfekciora utald jellegzetes
dichotomikus hifaclagazasok jelenlétének megerdsitése a tiidoben (periodic acid-Schiff) PAS, ill. az
infekcid kovetkeztében kialakult tiido atelektdzia kimutatasa (hematoxylin-eosin) H&E festéssel.
(ITA) Aspergillus eredetii gombainfekcio megerdsitésének a hianya. A fekete szimbolumok a
kontroll, mig a piros piktogramok az eset csoport tagjait jelolik. Konturozott szimbolumok azon
epizodokat jeldlik, amelyek jol reagaltak az antibiotikum kezelésre (II. csoport), mig a beszinezett
szimbolumok azon epizodokra utalnak, amelyek esetében megmaradt a 14z (I. csoport). Az atlagosnal
kisebb piktogramok a gyerekekre utalnak. A szimbolumok alatt elhelyezkedd szamok pedig a betegek
azonosito szamait (ID) mutatjak.
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8.9 Harom esettanulmany

Harom beteg esetében mutatkozott jelentds ellentmondés a PMH adatok, ill. a klinikai
vizsgalatok eredményei kozott. Az elhunyt betegek 53.85%-aban (7/13) végeztek PMH
vizsgélatot.

¢ Az autopszia csak egyetlen esetben (26. abra, ID-4 epizod) volt képes igazolni
a tid6 szovetében tenyész6 Aspergillus gombak jelenlétét. Az 1D-4 epizddot a
klinikus az EORTC/MSG kritériumrendszerben leirtaknak megfeleléen
eredetileg kontroll (nem bizonyitott ITA) csoportba sorolta (a beteg jol reagalt
az antibiotikum kezelésre, negativ lett a CT vizsgalat eredménye, és mind a 7
GM-EIA szeroldgai tesztjének eredménye negativ volt), am halalat kdvetden a
PMH egyértelmlien igazolta a tiidejében az Aspergillusokra jellemz6
dichotomikus hifa eldgazasokat igy az ID-4 epizdd, utdlagos korrekciot
kovetden atkeriilt az eset csoportba. Az ID-4 epizod esetében azért kértiik a
patologus kollégakat a tiidd PMH analizis elvégzésére, mert a kombinalt
biomareker monitorozas és a kozel fél éves nyomonkovetés soran a 11 facC-
PCR teszt eredményei egyetlen kivétellel pozitivnak bizonyultak, mig ezzel
szemben az ez alatt az id6szak alatt Osszegylilt GM-szerologia eredményei
konzekvensen negativak maradtak, alacsony ODysoe20 indexekkel (ODasoss20

értékek atlaga = 0,27).

26. abra. 1D-4 epizod posztmortem hisztolégiai (PMH) vizsgalatanak eredményei.

26/a abra. tiid6 atelektazia és pangd tiidé Aspergillus infekcio kovetkeztében (x10 nagyitas, H&E
festés). 26/b abra. Aspergillus hifak PAS festése (x40 nagyitas).
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+ Az ID-24 beteget az antibiotikumra nem reagald laz, pozitiv CT, negativ
Aspergillus-GM szeroldgia (és ugyancsak negativ facC-PCR eredményekkel)
¢és negativ BAL eredményekkel eredetileg az eset (valoszin(i ITA) csoportba
sorolta a klinikus. A posztmortem hisztologiai vizsgalat azonban nem tudta

megerdsiteni a tiidoben tenyész6 Aspergillus hifak jelenlétét. Ezt az epizodot

végiil ugyancsak atkategorizaltak a kontroll csoportba (27. abra).

27. abra. 1D-24 beteg tiid6 posztmortem hisztologiai vizsgalatinak eredménye.

A képeken ugyan jol lathato a tiidd atelektazia, €s az alveolaris sériilések PAS festéssel (27/a abra 10x,
27/b abra x40 nagyitas), azonban Aspergillus eredetii hifak jelenlétét nem sikeriilt igazolni.

+ Antibiotikumra nem reagald laz, Aspergillus pozitiv BAL tenyészet és a
harombol egy pozitiv GM-EIA eredmény alapjan, az eredetileg eset csoportba
(valoszinti ITA) sorolt ID-10 epizodrol szintén nem sikeriilt az autopszia
folyaman igazolni a tiidéaszpergillozist, azonban, ennek ellenére a klinikus

szakemberek ugy itélték meg, hogy nem sziikséges az atkategorizalas.
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8.10 Diszkriminatorok diagnosztikai hatékonysaganak alakulasa az autopszia
eredmények ismeretében

Az ID-4, ill. ID-24-es azonositd szamu betegek atkategorizalasat kovetden valtoztak a
diszkriminatorok diagnosztikai hatékonysagi mutatoi. A megvaltozott statisztikai mutatokat a

21. tablazat-ban tlintetjiik fel (vesd Ossze a 20. tablazattal).

21. tablazat. Statisztikai mutatok alakulasa a betegek posztmortem hisztologiai eredményeinek

fiiggvényében, az ID-4, ill. ID-24-es azonosito szamu epizodok atkategorizalasat kovetoen.
Paraméter Platelia Aspergillus-EIA facC-PCR
% Se (95% ClI) 38 (17,97-57,48) 84 (65,46-93,19)
% Sp (95% CI) 96 (87,02-99,54) 83,02 (70,19-91,91)
LR* 9,5491 4,85
LR 0,6651 0,21
PV* % 89,4268 75,68
PV % 62,9298 88,00
DOR (95% ClI) 15,33 (3,117-75,420) 28,667 (9,048-90,823)
P érték P<0,0001 P érték < 0,0001

Platelia Aspergillus GM enzim immunoesszé (cut-0ff ODysg20 = 0.5) ill. a facC-PCR (pozitivitas = 1
pozitiv Cq / harom parhuzamos real-time futds) tesztek diagnosztikai hatékonysdgi mutatéi standard
cut-off szinteken. (Se) szenzitivitas, (Sp) specificitas, (95% CI) 95% megbizhatosagi tartomany, (LR",
LR") valdsziniiségi hanyados, (DOR) esélyhanyados, (PV*, PV") prediktiv értékek. Roviditések: (Se)
szenzitivitas, (Sp) specificitas, (95% CI) 95% megbizhatdsagi tartomany, (LR, LR valdsziniiségi
hényadosok, (DOR) esélyhanyados, (PV", PV") prediktiv értékek.

96



9. NEMZETKOZI SZEREP

9.1 ISHAM-EAPCRI tagsag

Munkacsoportunk 2013. januar 6ta tagja az ISHAM-EAPCRI szervezet laboratoriumi
munkacsoportjanak, amely nemzetkdzi, tobb centrumot atfogd korkontrollos vizsgalatokkal
kivanja eldsegiteni a hatékony gomba DNS izoldldo modszerek, kidolgozasat, optimalizalasat,
a hazi-fejlesztésii ("home-brew”) essz€k analitikai szenzitivitasanak meghatarozasat, és igy a

nukleinsav alapu diagnosztikai tesztek standardizéciojat.

9.2 ISHAM-EAPCRI 2014-es BAL panel vizsgalatanak eredményei

A 2014-es év Aspergillus fumigatus konidium, ill. gDNS tartalmit BAL paneljeib6l
munkacsoportunk egyszerre kett6t is kapott (BAL panel-D1 és BAL panel-D2). Az elkészitett
BAL paneleket rajtunk kiviil még tovabbi 26 masik munkacsoport (6sszesen 27 résztvevo)

vizsgalta (5.7 fejezet).

A BAL panelek (BAL panel-D1/D2) feldolgozasat kovetéen mind a 36 teljes adatsor
(lasd  28-31. abrak) eredményei visszajutottak az ISHAM-EAPCRI statisztikai
munkacsoporthoz ahol azokat kiértékelték. A 2014 évi korkontrollos vizsgalat 6 célja az
egyes, "in-house” nukleinsav izolaldé modszerek hatékonysaganak, ill. a kiilonb6zé home-
brew real-time PCR Aspergillus diagnosztikai rendszerek analitikai szenzitivitasanak

meghatarozasa volt BAL mintakon.

A panelek feldolgozasa soran mind a konidium, mind pedig a gDNS jelenlétével
egyarant szamolnunk kellett, igy fontos volt annak a vizsgalata, hogy képes-e adott "in-house"
modszer mindkettd hatékony kinyerésére a biolodgiai mintabol ugy, hogy pl. a mechanikus

lizis soran ne roncsolodjon talsagosan a gDNS.

A 2014-es BAL panel paneleken végzett analiziseink nyers eredményeit a 22. tablazat-
ban tiinettiik fel. Az Aspergillus fumigatus tartalmi BAL panelek analizisét kovetéen a négy,
altalunk vizsgalt modszerek koziil a modszer-4 rendelkezett a legalacsonyabb detektacios
kiiszobbel. A LoD-ja mind az Aspergillus fumigatus konidium, mind pedig a gDNS tartalmu
paneleken 1 GE-nek felelt meg. Annak ellenére, hogy mind a két negativ kontroll mintat fals-

pozitivnak azonositotta, a megfeleld izolacios és PCR negativ kontrollok negativak maradtak.
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22. tablazat. Aspergillus fumigatus konidium és gDNS tartalma BAL paneleink feldolgozasat
kovetden kapott nyers eredmények bemutatasa modszer-1. modszer-2, modszer-3, modszer-4
esetén.

Minta  Aspergillus DNS Detektalas  Atlagos Modszer-1 Modszer-2 Modszer-3 Modszer-4
ID fumigatus  mennyiség fontossaga pozitivitdis  (Pont) (Pont) (Pont) (Pont)
target /500 ul (%)
jellege BAL
1 Negativ 0 GE Alapvetd 9,4 Negativ Negativ Negativ Pozitiv
kontroll fontossagn (313) (313) (313) (0/3)
2 A. fumigatus 50 GE Alapvetd 73,6 Pozitiv Negativ Negativ Pozitiv
gDNS fontossaga (313) (0/3) (0/3) (3/3)
3 A. fumigatus 10 GE Alapvet6 60,4 Pozitiv Negativ Negativ Pozitiv
gDNS fontossagu (313) (0/3) (0/3) (3/3)
4 A. fumigatus 5GE Lényeges 50,9 Pozitiv Negativ Negativ Pozitiv
gDNS (2/2) (0/2) (0/2) (2/2)
5 A. fumigatus 1GE Lényeges 32,1 Negativ Negativ Negativ Pozitiv
gDNS (0/2) (0/2) (0/2) (2/2)
6 A. fumigatus 100 GE Alapvet6 83,0 Pozitiv Pozitiv Negativ Pozitiv
gDNS fontossagu (3/3) (3/3) (0/3) (3/3)
7 A. fumigatus 5GE Lényeges 43,4 Pozitiv Negativ Negativ ~ Negativ
konidium (2/2) (0/2) (0/2) (0/2)
8 A. fumigatus 50 GE Alapvet6 90,6 Pozitiv Negativ Pozitiv Pozitiv
konidium fontossagu (313) (0/3) (3/3) (3/3)
9 A. fumigatus 1GE Lényeges 24,5 Negativ Negativ Negativ Pozitiv
konidium (0/2) (0/2) (0/2) (2/2)
10 A fumigatus 10 GE Alapvet6 67,9 Negativ Negativ Pozitiv Pozitiv
konidium fontossagu (0/3) (0/3) (3/3) (3/3)
11 A. fumigatus 100 GE Alapvet6 88,7 Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
konidium fontossagu (3/3) (3/3) (3/3) (3/3)
12 Negativ 0 GE Alapvetd 20,8 Negativ Negativ Negativ Pozitiv
kontroll fontossagu (3/3) (3/3) (3/3) (0/3)
Osszesen 25 12 15 24

Aspergillus fumigatus konidium, illetve a gDNS panelek analizisével kapott
eredményeinket dsszegezvén megallapithatod volt (31. abra), hogy vizsgalt modszereink koziil
a legmagasabb pontot az altalunk optimalizalt, keramiagyongyds-mechanikai lizisen és LC
2.0 kapillaris detektalason alapuldo modszer-1 (25 pont az dsszesen kaphato 32-bol) kapta. Az
egyes modszerek daltal elért pontok megoszlasat, ill. ennek megfelelden nemzetkozi

mezOnyben elfoglalt helytiket a 28. abra mutatja.
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Moébdszer-1 Modszer-2 Modszer-3 Modszer-4

Mul e s @® Konidium Nhilssths Eonkdram @ Konidium Mulasztas konidium
NS @® Mulasztis DNS ® DNS @ Mulasztas DNS ® DNS @ Mulasztis DNS

© Konidium Mulasztas konidium L]
@® DNS @ Mulasztis DNS L J

LS

Konidium BAL
panelek

gDNS BAL
panelek

Konidium+DNS
BAL panelek

28. abra. Médszerek diagnosztikai ereje kiilonb6z6 BAI paneleken és a nemzetkozi mezonyben elfoglalt helyiik a 35 tovabbi munkacsoport altal elért
eredmények alapjan.

Moadszer-1, modszer-2, modszer-3 és modszer-4 Aspergillus fumigatus konidium és gDNS tartalmi BAL panelek analizisét kovetden a kapott pontok és a
mulasztasok alakuldsat az abra felsé részén talalhaté kordiagramok egyes szinkodolt cikkelyei szemléltetik. Az abra also részén pedig a laboratoriumi
munkacsoport tagjai (6sszesen 27 résztvevd) altal visszaszolgaltatott adatsorok (6sszesen 36 db) pontjainak egymashoz vald viszonyat mutatjuk. Minden
esetben Osszesen 36 darab, piros, sziirke, ill. sarga szinnel jel6lt savot tiintettiink fel. Piros szinii savokkal jeloltiik azon adatsorokat, amelyek kevesebb pontot
értek el az altalunk alkalmazott modszer pontjainal, mig sarga szinli savokkal azon adatsorokat jeldljiik, amelyek legalabb annyit, vagy tobbet értek el, mint
amennyit az altalunk alkalmazott egyes modszerek kaptak. Az egy darab sziirke sav, minden esetben az altalunk alkalmazott médszer diagnosztikai erejét
mutatja a BAL panelek analizisét kovetden kapott pontjai alapjan.
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A BAL panelek Aspergillus fumigatus konidium tartalom analizisének eredményeit
kovetden a médszer-1 11 pontot kapott a 16-bol, ezt az adatsorok 69,4%-a (25/36) volt képes
elérni, vagy meghaladni (28. dbra), igy ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
8-11 pontot elért adatsorok koziil még egyetlen adatsor kapott rajtunk kiviil 11 pontot (29.
abra). A modszer-1 LoD-ja Aspergillus fumigatus konidium tartalmi BAL panel-D1-en 5 GE.
A moédszer-2 mindosszesen csak 6 pontot kapott a 16-bol, amelyet mas adatsorok 86,1%-a
(31/36) érte el, vagy haladta meg (28. abra), azaz az 5-7 pontot elértek koziil tovabbi kettd
kapott még 6 pontot vagy annal tobbet (29. abra). A modszer-2 LoD-ja Aspergillus fumigatus
konidium tartalmu BAL panel-D1-en 100 GE. A médszer-3 12 pontot ért el a 16-bol, ezt az
adatsorok 63,9%-a (23/36) volt képes elérni, vagy meghaladni (28. abra), igy a kategoriaban
ezt mind a tovabbi 14 masik modszer ugyancsak elérte, vagy meghaladta (29. abra). A
modszer-3 LoD-ja Aspergillus fumigatus konidium tartalm@t BAL panel-D1-en 10 GE. A
moédszer-4 11 pontot ért el a 16-bol, amelyet a tovabbi adatsorok 66,6%-a (24/36) ugyancsak
elérte, vagy meghaladta (28. abra), tovabba ebben a kategériaban nem volt olyan moddszer,
amely ennél t6bb pontot kapott volna (29. abra). A modszer-4 LoD-ja Aspergillus fumigatus
konidium tartalmi BAL panel-D2-n 1 GE.

16
MMegoszlas 15
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Konidium tartalmu BAL panelek adatsorait leiré pontok szama (tartomany)

29. abra. BAL panelek Aspergillus fumigatus konidium detektalé médszereink (médszer-1, -2, -3,
-4), ill. a tovabbi 26 munkacsoport 32 mddszerének analizisével kapott, 36 teljes adatsor
pontjainak megoszlasa.

A kék szinnel jelzett oszlopdiagramok aljan feltiintetett szamok az egyes tartomanyokba sorolt
adatsorok szamara utalnak.
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A BAL panelek Aspergillus fumigatus gDNS tartalom analizisének eredményeit
kovetéen a médszer-1 14 pontot kapott a 16-bol, ezt az adatsorok 47,2%-a (17/36) érte el,
vagy haladta meg (28. abra), azaz a 12-14 pontot elért adatsorok koziil tovabbi nyolc kapott
még a modszer-1 kivételével 14 pontot (30. abra). A modszer-1 LoD-ja Aspergillus fumigatus
gDNS tartalmu BAL panel-D1-en 5 GE. A médszer-2 6 pontot kapott a 16-bol, amelyet mas
adatsorok 86,1%-a (31/36) volt képes elérni, vagy meghaladni (28. abra) amelynél az 5-7
pontos kategoriaba sorolt két masik adatsor sem kapott kevesebbet (30. abra). A modszer-2
LoD-ja Aspergillus fumigatus gDNS tartalmi BAL panel-D1-en 100 GE. A médszer-3 3
pontot ért el a 16-bol, amelynél minden mas adatsor jobban teljesitett (28., 30. abrak). A
modszer-3 LoD-ja Aspergillus fumigatus gDNS tartalmi BAL panel-D1-en nem volt
megallapithato. A modszer-4 13 pontot ért el a 16-bol, ezt az adatsorok 55,6%-a (20/36)
ugyancsak elérte, vagy meghaladta (28. abra) és nem volt a kategoriaban olyan adatsor, amely
12 pontot kapott volna (30. abra). A mddszer-4 LoD-ja Aspergillus fumigatus gDNS tartalmt
BAL panel-D2-n 1 GE.
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30. abra. BAL panelek Aspergillus fumigatus genomi DNS-t detektalé modszereink (modszer-1, -
2, -3, -4), ill. a tovabbi 26 munkacsoport 32 médszerének analizisével kapott, 36 teljes adatsor
pontjainak megoszlasa.

A kék szinnel jelzett oszlopdiagramok aljan feltiintetett szamok az egyes tartomanyokba sorolt
adatsorok szamara utalnak.
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Osszegezvén, a BAL panelek Aspergillus fumigatus konidium és nukleinsav (gDNS)
analizisét és a kapott eredmények kiértékelését kovetden a médszer-1 25 pontot ért el a 32-
bdl, amelyet a tovabbi adatsorok 47,2%-a (17/36) érték el, vagy haladtak meg (28. abra) és
amelynél a kategorian beliil nem volt egy olyan modszer sem, amely ennél kevesebb pontot
amelyet igy a tovabbi adatsorok 91,6%-a (33/36) érte el, vagy haladta meg (28. abra). A
moédszer-3 15 pontot ért el a 32-bdl, ezt az adatsorok 88,9%-a (32/36) érte el, vagy haladta
modszer-4 24 pontot ért el a 32-bél, és igy ezt az adatsorok 55,6%-a (20/36) ugyancsak
elérte, vagy meghaladta (28. abra), tovabba ebben a kategoridban csak két masik adatsor

kapott még ilyen pontot (31. abra).
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31. abra. BAL panelek Aspergillus fumigatus konidium és genomi DNS-t detektalé modszereink
(moédszer-1, -2, -3, -4), ill. a tovabbi 26 munkacsoport 32 médszerének analizisével kapott, 36
teljes adatsor pontjainak megoszlasa.

A kék szinnel jelzett oszlopdiagramok aljan feltiintetett szamok az egyes tartomanyokba sorolt
adatsorok szamara utalnak.
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10. MEGBESZELES

A dolgozat témajanak alapjaul azon felfedezés szolgalt, mely szerint prokariota eredetii,
facC ortolog gének Kkeriilhettek at horizontalis géntranszferrel, apatogén, fonalas
Streptomyces baktériumok genomjabol bizonyos eukaridota, humanpatogén, fonalas,
Aspergillus gombakba. A horizontalis géntranszferre lehetéséget az teremtett, hogy a romlo,
rothad6 szerves maradvanyokon tenyész6, szaprofita Streptomyces-eknek és Aspergillus-
oknak k6z0s az okologiai ¢l6helyiik (Chater és mtsai, 2010; Fitzpatrick, 2012).

+ 1.1, Kisérletesen igazoltuk, hogy azon humanpatogén gombafajok Kkoziil, melyek a
legyengiilt immunrendszerii egyének szervezetében megtelepedni, iddvel
generalizalodni, majd szisztémas, invaziv fert6zéseket kialakitani képesek, igy
biologiai markereik a vérben megjelenhetnek, facC ortolég génekkel csak az
Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill. ahogy arra munkank soran fény dertilt,
az ugyancsak magas mortalitasi, opportunista Aspergillus lentulus fajok
rendelkeznek. Ezen gének megfeleléen kivalasztott szakaszai kozti Szekvencia
divergencia mértéke elegendének bizonyult ahhoz, hogy olyan specifikus esszéket
fejlessziink, amelyek sem mas fajokkal, sem pedig egymassal nem adnak
keresztreakciot, lehetOséget teremtve a hirom emlitett faj nagyon érzékeny és
specifikus, faji szintlli azonositdsara kiilonb6z0 biologiai (teljes vér, szérum, BAL)
mintakbol.

% 1.2, Nyolc kiilonb6z6 Tagman® real-time, valamint egy HRM esszét fejlesztettiink
a kiilonb6zé Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill. Aspergillus lentulus
izolatumok specifikus és érzékeny detektalasara. Méréseink alapjan az Aspergillus
fumigatus specifikus Tagman®-LNA3, ill. az Aspergillus terreus specifikus
Tagman®-LNA4 hidrolizis, ill. a facC-HRM esszénk detektalasi kiiszob értékei
bizonyultak a legalacsonyabbnak (LoD = 1 CFU/GE/ minta) kiilonb6z6é konidium
(CFU), ill. gDNS (GE) paneleken.
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A kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd, ill. az egyes hazilag fejlesztett nukleinsav
detektald, aszpergillozis diagnosztikai esszék legnagyobb része multi-copy target molekulak,
legnagyobb részben riboszomalis RNS gének (5,8S rDNS, 18S rDNS, 28S rDNS) konzervalt
vagy variabilis régioihoz (Rogers és mtsai, 2013; Arvanitis és mtsai, 2014), esetleg
mitokondrialis DNS génekhez (genomonként atlag 12 mitokondrium) tervezett esszék
detektalasan alapulnak (Duval és mtsai, 2008). Az ilyen esszék hasznalatakor szamolni kell az

egyéb, nem Aspergillus fajok jelenlétébdl adodo keresztreakciokkal.

+ 2.1, Mérési eredményeink alapjan a facC specifikus mono-ill. dual-copy Tagman®
essz¢€k, annak ellenére, hogy csak egy vagy esetleg két genomi kopiat detektalnak, nem
kevésbé érzékenyek az elébb emlitettektél. Taqman® esszéink analitikai
szenzitivitasat, ill. specificitasat teszteltiik a 2013-as ISHAM-EAPCRI panelen is.
Ez a panel kiilonb6z0 patogén, invaziv aszpergillozist vagy candidozist okozo, ill.
egyeb gomba gDNS izolatumait tartalmazta valtozé koncentracidoban, nukleaz mentes
viz 20 ul-ében. Eredményeink alapjan az Aspergillus terreus specifikus Tagman®-
LNA4 esszé LoD-értéke nagyon alacsonynak bizonyult. A PCR reakciokban, 18 fg-
nyi (1,2 GE) mennyiségben jelen levé Aspergillus terreus valamely Klinikai
izolatumanak DNS-ét detektalta, amelyre a korkontrollos vizsgalatban részt vevo
centrumok tovabbi 45%-a (a tobbi részt vevo centrum altal visszaszolgalt 33 adatsorbol
15) volt még képes. A Taqman®-LNA4 esszé specificitisa maximalis, 100%.
Azonban az Aspergillus fumigatus Tagman®-LNA3 essz¢é elmulasztotta detektalni a
PCR amplifikaci6 alkalmaval a reakciotér 20 upl-ében elméletileg, 1,2 GE-nek
megfelelé Aspergillus fumigatus valamely klinikai izolatumanak DNS-ét. Ez azért
meglepd, mert sajat méréseink alapjan a Tagman®-LNA3 dual-copy real-time esszé
nem kevésbé érzékeny a single-copy Tagman®-LNA4 esszénél. Elképzelhetd, hogy ez
a klinikai izolatum mar jelentdsebb szekvencia divergencidval rendelkezik az altalunk,
az optimalizalasok soran hasznalt Af293 tipustdrzshoz képest, rontvan a Tagman®-
LNA3 essz¢é amplifikacios hatékonysagat, vagy a panel Gsszedllitasakor mégsem a
megfeleld gDNS mennyiség keriilt a hozzank eljuttatott mintaba, esetleg a szallitasi, ill.
tarolasi koriilmények nem voltak megfeleléek, bizonyos fokii DNS degradaciot

eredményezvén.
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#% 2.2, Ugyancsak meglep6 modon, a Taqman®-LNA3 esszé keresztreagalt az
Aspergillus lentulus valamely klinikai izolatumaval. Mivel az Aspergillus fumigatus
Taqman®-LNA3 esszé valamely Aspergillus lentulus klinikai izolatum gDNS-ét is
detektalta, arra a Kkovetkeztetésre jutottunk, hogy annak ellenére, hogy az
Aspergillus lentulus genom még nincs megszekvenalva, de tartalmazhat facC
ortolog gént(eket). Sikeresen amplifikaltunk az Aspergillus lentulus genombdl, az
Aspergillus fumigatus facC ortolog génekhez nagyon hasonlo és kozel azonos méretii
(feltételezhetéen ugyancsak facC ortolog) nukleinsav szakaszokat, amelyeket
megszekvenaltattunk és jelenleg is folyamatban van egy olyan, olvadasgorbe analizisen
alapul6 infektologiai esszé fejlesztése, amellyel képesek lehetiink ugyanazon reakcio
csovon beliil diszkriminalni Aspergillus fumigatus ill. Aspergillus lentulus fajok, ill.
egyéb mas (Aspergillus terreus, A. flavus, A. niger), szisztémas mikozist okoz6 klinikai
izolatumok DNS-ei kozott.

#* 2.3, ElOzetes meréseink alapjan a facC-HRM esszénk klinikai mintdkon torténd
validalasa jelenleg is folyamatban van, analitikai szenzitivitasa Aspergillus fumigatus,

ill. Aspergillus lentulus gDNS tartalmu paneleken vizsgalva; LoD = 1 GE.

Az egyes Aspergillus lentulus torzsek megfeleld azonositasanak rendkiviili a
kozegészségiigyi jelentdsége, ugyanis mind a klinikai, mind pedig a kornyezeti izolatumok
esetében megndvekedett rezisztencia mutatkozik az egyes, az antifungélis gyakorlatban
egyébként hasznosnak bizonyult ¢és igy eldszeretettel hasznalt triazol (itraconazole,
voriconazole), polién (amphotericin-B) és echinocandin tipusu (caspofungin) antifungalis
szerek szarmazékaira nézve (Balajee és mtsai, 2004; Yaguchi és mtsai, 2007). A kiilonb6z0,
hematologiai megbetegedésben szenvedd betegcsoportokban pedig az empirikus preventiv
medicina részeként gyakran alkalmazzak a voriconazol-t els6vonalbeli antifungalis agensként
(Slobbe és mtsai, 2008, Walsh és mtsai, 2008). Hatasosnak bizonyulnak azonban elleniik
bizonyos echinocandinok, mint az anidulafungin és a micafungin (Swilaiman és mtsai, 2013).
Novekedni latszik azon retrospektiv tanulmanyok szdma, amelyek utdlag igazoljak, hogy a
korabban Aspergillus fumigatus-ként azonositott korokozo agensek egy része valdjaban

Aspergillus lentulus (Montenegro és mtsai, 2009; Symoens, 2010).

A gomba nukleinsav diagndzison alapulo tesztek érzékenységét a biolégiai minta
jellege, igy a nukleinsav extrakcio menete (amennyiben sziikséges a gombasejtek

mechanikai feltarasanak hatékonysaga) alapvetoen befolyasoljak.
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A szérum, ill. plazma mintékkal ellentétben kizardlag teljes vér, ill. BAL mintdk esetén
szdmolhatunk gomba konidiumok jelenlétével (White és mtsai, 2010/a). Bioldgiai mintakbol
torténd kinyerésiikk egyik legkritikusabb fazisa a gomba konidiumok, ill. micéliumok
mechanikai feltarasa (bead-beating), amely optimalis esetben kelléen hatékony, azonban
mégsem tul drasztikus, hogy a nukleinsavakat roncsolja. Annak ellenére, hogy a teljes vér,
ill. BAL mintak tartalmazzak az egységnyi térfogatra esoé legtobb gomba nukleinsav
molekulat, ez utobbiak extrakcioja egy soklépéses folyamat, jelentds eszkozigénnyel,

specialis berendezésekkel, nehezen standardizalhato.

A gomba nukleinsav molekuldk BAL mintakbdl torténd kinyerése a mai napig a szakma
figyelmének a fokuszaban all. Ezek a mintavételezések invaziv beavatkozast igényelnek, ezért
csak indokolt esetben jut a szakember hozzdjuk, s betegség nyomon kovetésre sem
hasznalhatoak (Guo és mtsai, 2010; Ostrosky-Zeichner, 2012). Azonban az osztalyon fekvé
betegek teljes vér, plazma, ill. szérum mintai a biomarker analizisen alapulo infektologiai

tesztek kivalo vizsgalati objektumai lehetnek (Bustin és mtsai, 2009).

A 2010-ben nyilvanossagra hozott EAPCRI iranyelvek tobbek kozott arrdl szamoltak be,
hogy az Aspergillus PCR-ek diagnosztikai hatékonysagat alapvetéen a gomba
nukleinsavak biolégiai mintakbol torténé Kkinyerésének eredményessége befolyasolja
(White és mtsai, 2010/a/b), ill., hogy a teljes vérmintakkal val6 munkafolyamatok soran a
gombasejtek mechanikai feltirasa, a vorosvértestek, ill. a fehérvérsejtek eliminalasa
jelentds hatassal lehet a gomba nukleinsavak izolalasi hatékonysaganak romlasara is
(Perry és mtsai, 2014), nem beszélve arr6l, hogy technoldgiailag és anyagilag is megterheld
(White és mtsai, 2006/a; White és mtsai, 2011. Perry és munkatarsai egy 2014-ben megjelent
tanulméanyukban arrél szamoltak be, hogy teljes vérmintak esetén a molekularis médszerek
standardizaciojat nagymértékben tamogatjak a robotikus nukleinsav izolalé rendszerek,
ugy mint MagMAX (Life Technologies), EZ1 Advanced XL (Qiagen), easyMAG
(bioMérieux). Mérési eredményeik alapjan csak az easyMAG, EZI, ill. a MagNA Pure
platform volt képes a teljes vérmintdk 10 CFU kimutatasara 100% hatékonysaggal (Perry és
mtsal, 2014). Denning és munkatarsai mar sok évvel ezel6tt ugy vélték, hogy amennyiben a
fagocitalt konidium, ill. hifa toredékek felelnének a pozitiv PCR eredményekért, akkor a
parhuzamosan vizsgalt vérkultirak is pozitivnak bizonyulnanak, nem beszélve arrol,
hogy a neutropénias betegek fehérvérsejtjeinek szama eleve korosan csokkent mértéket mutat

(Denning és mtsai, 1998; Costa és mtsai, 2002).
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Az elmult néhany év soran a szérum, ill. plazma mintidk mind hangsilyosabb
szerephez jutottak (Bernal-Martinez és mtsai, 2011; Loeffler és mtsai, 2015; White és mtsai,
2015/b), hiszen esctiikben a nukleinsav extrakcié gyorsabb, koltséghatékonyabb, nem
beszélve arrol, hogy a kozbeiktatott munkafolyamatok szamanak mérséklésével
aranyosan csokken a kornyezeti kontaminacié esélye is (White és mtsai, 2015/a). Néhany
éve még ugy véltek, hogy a szérum mintdk izolatumain végzett PCR-ek szenzitivitdsa
elmarad a teljes vérmintakon tapasztaltakétol (Bernal-Martinez és mtsai, 2011), azonban az
elmualt hat évben (2010-2015) mégsem sziiletett olyan tanulmany, amely teljes
vérmintakon képes lett volna igazolni a diagnosztikai pontossag szignifikans javulasat
(Arvanitis ¢és mtsai, 2014). Egészen friss tanulmanyok azt boncolgatjak, hogy a szérum, de
még inkdbb a plazma mintdk nemcsak beteg-, ill. betegség nyomon kovetésre, de a
konvencionalis diagnosztikai modszerekhez (CT, tenyésztés) képest a helyes diagnozis akar
10,8-16,8 nappal hamarabb torténd meghozatalara is alkalmasak (White és mtsai, 2015/b;
Loeffler és mtsai, 2015).

% 3.1, Munkim soran dolgoztunk szérum, teljes vér, ill. BAL mintikkal manualis,
ill. automata rendszerben. A biologiai mintak jellegétol fiiggéen szamos protokollt
optimalizaltunk. Prospektiv eset-kontroll tanulmanyunk sordn a szérum mintak
extrakcidjadhoz a Roche Applied Science, High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume
kitet hasznaltuk (mechanikai lizis nélkiili moddszer-4), amely a biologiai mintdk
térfogatanak széles tartomanyabol (500 pl-2,5 ml) rendkiviil hatékonyan képes a

gomba eredetii nukleinsavakat kivonni.

Az ubikviter Aspergillusok a kdrnyezetben barhol eléfordulhatnak, ezért mind a mintak
feldolgozdsa, mind pedig a real-time analizisek sordan gondot jelenthet a kornyezeti
kontaminacié. Ennek Kkisziirésére az egyes munkafazisokat térben és idében is
elvalasztottuk egymastél. Gomba eredetli nukleinsav molekuldk gyakorlatilag mindentiitt
jelen lehetnek, ezért a csiramentesités Onmagaban nem elegendd. Torekedtiink a steril
eszkozok, filteres pipettahegyek, kiilon csomagolt reakcid csdvek hasznalatara, illetve az
egyes munkafolyamatok megkezdése eldtt a munkafeliiletek, reagensek, mlianyag aruk UV
kezelésére, majd a munkafolyamatok minden egyes fazisdba a megfeleld kontrollok

beiktatasara (ECN, LCN, PCR-IC, PCR-NTC).
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#+ 3.2, Teljes vér, ill. BAL mintdk nukleinsav extrakcidjahoz a kerdmia gyongyos,
mechanikai lizissel (Roche, MagNA Lyser) kombinalt automata nukleinsav izolald
(Roche, MagNA Pure LC 2.0) platform bizonyult a leghatékonyabbnak (médszer-1).
Az izolél6 robottal szamos protokollt teszteltiink, mig végiil kivalasztottuk azt, amely
szamunkra a legoptimalisabbnak bizonyult. A kiinduldsi mintdk térfogata ez utobbi
esetében 200 pl és az elutumé pedig 50 pl.

#+ 3.3, Meglepetésiinkre, mérési eredményeink alapjan az ugyancsak automata
rendszerii, 1 ml-es protokoll, amely az 6tszoros térfogat tobbletnek koszonhetéen
otszor nagyobb eséllyel lenne képes detektalni a biolégiai mintakban, nyomnyi
mennyiségben jelen levé gomba nukleinsavakat, meg sem kozelitette
szenzitivitasban a 200 pl-es protokollt, amely esetében az elitum térfogata
duplaja. A PCR reakciok szenzitivitdsa csak egy bizonyos mértékig valtozik
aranyosan a mintdkban taladlhaté nukleinsav detektalasi esélyével, ugyanis a kornyezeti
¢s egyéb inhibitorok nem megfelelé eliminalésa egyarant jelentésen ronthatjadk a PCR
reakciok szenzitivitasat, megnovelvén a fals-pozitivok aranyat (Johnson és mitsai,
2012). Negativ asszociaci6 figyelhetd meg tovabba az elutum térfogatanak novelése (>

100 pl) és a real-time detektalas hatékonysaga kozott is (White és mtsai, 2011).

Valoszinli, hogy az invaziv aszpergillozis rutin infekcio kontrollja automatizalt
rendszerben lesz majd megvaldsithato, amely a szigorti évintézkedések betartasa mellett
(esetleg egy teljesen zart, automatizalt rendszerben, ahol a post-eluciés alkalmazasok is
robotizalva vannak, mint pl. a Roche, Cobas® Amplicor modularis rendszer) minimalisra
csokkentheti a kornyezeti kontamindcio veszé€lyét, tovabba egyben megoldast jelenthet a

standardizaciora is.

+ 4.1, Az ISHAM-EAPCRI laboratériumi munkacsoportjanak tagjaként részt
vehettiink a 2014-es korkontrollos BAL panelek vizsgalataban, amelyek egy része
Aspergillus fumigatus eredetii nukleinsav molekulakat, mig mas résziik
Aspergillus fumigatus konidiumokat tartalmazott kiilonb6zé koncentracioban. A
BAL panelek térfogata 500 pl volt, ezért mi automata rendszerben a panel-mintdk
térfogatanak kevesebb, mint a felét (40%) voltunk képesek monitorozni specifikus

facC ortolog markerek jelenlétére.
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A médszer-1, ill. a médszer-4 adatsorainak analizisét kdvetden elmondhatod, hogy
mig az elébbi a mddszerek 52,78%-anal (19/36), addig az utobbi azok 48,48%-anal
(16/36) teljesitett jobban, igy az altalunk optimalizalt méddszerek a korkontrollos
vizsgalatok eredményei alapjan a nemzetkozi viszonylatban az erds kozépmezdnyben
foglalnak helyet.
A mobdszer-1 LoD-ja Aspergillus fumigatus konidium és gDNS tartalmtit BAL
paneleken 5 GE. A moddszer-1 az Aspergillus fumigatus nukleinsav tartalmiu BAL
mintak analizisekor 14 pontot kapott a maximalisan adhatd 16-bol, amellyel magasan
az atlag felett (11,2 pont) tejesitett, és amelynél a fennmaradd 35 modszer 11,43%-a (4
a 35-bdl) bizonyult csak jobbnak. Kiemelendé tovabba, hogy a korkontrollos BAL
panelek analizise alapjan, a modszer-1 specificitasa, ill. a modszer-4
szenzitivitasa egyarant 100%.
A modszer-1, ill. a mdédszer-3 esetében a mechanikai lizist kivéve, mind a nukleinsav
extrakcié (Roche, MagNA Pure LC 2.0 nukleinsav izolalé robot), mind pedig a real-
time analizis (Roche, LightCycler 2.0 kapillaris rendszer) teljesen azonos
kortilmények kozott zajlott, mégis a mddszer-3 esetében egy altalanos, 40%-0s
teljesitménybeli romlas volt megfigyelheté a médszer-1-hez mérten. Erdekes, hogy
a moddszer-3 egyaltaldn nem volt képes a genomi DNS jelenlétét kimutatni a BAL
mintdkban, amely feltételezésiink szerint a Roche SeptiFast mechanikai lizis
szaml4jara irando.

+ 4.2, Megallapithato tehat az is, hogy az altalunk optimalizalt, keramiagyongyos-
mechanikai lizis rendkiviil hatékonyan tarja fel a biologiai (BAL) mintakban jelen
levé Aspergillus fumigatus konidiumokat tigy, hogy kézben nem roncsolja szét

teljesen a gomba eredetii nukleinsavakat sem.

A korai és pontos diagnozis rendkiviili jelent6éségu, hiszen amig az aszpergillozisos
betegek talélési esélyei jelentds mértékben csokkennek, addig kezelésiik koltségei
drasztikus mértékben novekednek az ido és a betegség elorehaladtaval. Habar az elmult
évek soran szamos, jelentds elorelépésrdl szamoltak be mind a transzplantacids gyakorlat,
mind pedig az antifungalis terdpia teriiletérél, mai napig komoly kihivast jelent az invaziv

tiidGaszpergillozisban szenvedd betegek gyors és megfeleld ellatasa (Sinko és mtsai, 2011).
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Az intenziv osztalyokon fekvd, hematologiai megbetegedésekben szenvedd €s invaziv
aszpergillozissal is kezelt betegek mortalitasa megkdzelitheti akar a 90%-ot is (Meersseman
¢s mtsai, 2004), azonban az idoben megkezdett, célzott diagndzissal a csliggeszto statisztikai

mutatokban jelentés javulas lenne elérheté (Slobbe és mtsai, 2008).

A stlyosan immungyenge, szerv (5%), ill. csontveld transzplantalt (10%), tovabba a
kiilonbozo, foleg hematologiai megbetegedésekben (elsésorban akut leukémia) szenvedd
betegek, hosszan tartd, elhuzodo neutropéniaval, jelentds veszélynek vannak kitéve az invaziv
tiidéaszpergillozis szempontjabol (Wheat ¢s Walsh, 2008; Pagano, 2011), ezért esetiikben a
korhazi infekciokontroll részeként bevalt stratégia az empirikus antifungalis profilaxis
alkalmazasa az esetlegesen fellépd gombainfekcidok visszaszoritdsara (Mikolajewska és
mtsai, 2012). Az korhazi gyakorlatban az antifungalis terapianak jelenleg még mindig az
empirikus megkozelitése a gyakoribb. Tehat annak érdekében, hogy mielott még a
betegség kontrollalhatatlanna valna, a betegek allapotaban visszafordithatatlan karokat
okozvan, a klinikusok a korabban bevalt gyakorlatnak és az intézmények anyagi helyzetének
megfelelden antifungalis profilaxist kezdenek a nem sziin6 lazas allapot és aszpergillozisra

utalé CT eredmények alapjan (Barnes és mtsai, 2009).

Ugyancsak jellemz6 modon azonban, az eldzetesen meghozott diagnozisok tobbnyire sem
a kiillonboz6 helyrdl vett biologiai mintak tenyészeteivel, sem a hisztopatologiai eljarasokkal
nem igazolhatdéak (Cornillet és mtsai, 2006; Ostrosky-Zeichner, 2012). Ennek oka abban is
keresendé, hogy a konvencionalis modszerek a betegséget mar csak elorehaladott

stadiumaban képesek kimutatni.

A megfeleléen definialt rizikdcsoportok nyomonkovetésére olyan rutin, biomarker-
monitorozason alapuld esszék lennének alkalmasak, amelyek nemcsak, hogy kellden
érzékenyek, de a magas negativ prediktiv értékek mellett jo diagnosztikai erével is
rendelkeznek ahhoz, hogy a klinikusokat sziikség esetén a profilaktikus céllal megkezdett
empirikus antifungalis terapia megszakitasara sarkalljak, mérsékelvén a magas korhazi
koltségeket és az ersen cito-, ill. hepatotoxikus terapias szerek karos mellékhatasait (Einsele

¢és Loeffler, 2008; Ostrosky-Zeichner, 2012).
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% 5.1, Miutin megalakult a Debreceni Egyetemen a molekularis biologusokat,
genetikusokat, mikrobiolégusokat, hematolégus és patologus szakembereket
magaban foglalo, invaziv aszpergillozis munkacsoportunk, egy éven at tarto,
prospektiv, eset-kontroll vizsgalatba kezdtiink. Célunk az volt, hogy a kombinalt
biomarker monitorozason alapuld, beteg nyomonkdvetési stratégiank diagnosztikai
erejét vizsgaltuk. Mivel invaziv tiidOaszpergillozis leginkabb a hosszan elhtzodo,
neutropénias betegeket sulytja, és csekély azon kozlemények szama, amelyek ennek
ellenkez6jérdl szamolnanak be, ezért tanulmanyunkba foként sulyos, hematologias
megbetegedésekben (70,4%) szenvedd, lazas neutropénias betegek kertiltek bevonasra
(Cornillet és mtsai, 2006).

A betegeket, a kiilonbozé vizsgalati eredmények alapjan, a klinikus kollégak
utélag, retrospektiv modon soroltik az EORTC/MSG gomba mikézisokra
vonatkozo iranyelveinek megfeleléen a haromfokozati kockazati rendszer
kategériainak (bizonyitott, valészinii, nem bizonyiott) egyikébe (Tsitsikas és mtsai,
2012). Igy a betegek 25,93%-a képezte az eset csoportot (bizonyitott és valdszinii),
mig 74,07%-uk a kontroll (nem bizonyitott). A betegek szérum mintainak parhuzamos
aliquot-ait vizsgaltunk az egyes biomarkerek jelenlétére mind a GM-szerologiai, mind
pedig PCR méréseink soran.

% 5.2, Diagnosztikai és terapids stratégiank részeként a ldz megjelenésének elsé
napjan intenziv biologiai marker-monitorozasba kezdtiink, és harom egymast
koveté napon (atlag: 3.11 +£2.36) vizsgaltuk a betegek szérum mintait Aspergillus
genus specifikus GM antigének (Platelia Aspergillus GM-EIA), ill. Aspergillus
fumigatus specifikus nukleinsav target molekulak (facC-PCR) jelenlétére.

A biomarker analizisekkel parhuzamosan, minden epizddrol késziilt mellkas CT,
amely az esetek minddsze 57%-4aban (4 eset a 7-bdl, melyek koziil 3 bizonyitott és 1
valoszinli kategoria) volt képes az invaziv gomba fertézést megerdsiteni. BAL-t az
esetek 77,78%-aban végeztek (6 eset és 15 kontroll), amely viszont az esetek 86%-

aban (5 epizod a 6-bol) nem detektalta az invaziv aszpergillozist.
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Az epizodok 44.44%-a jol reagalt a laz fellépésekor megkezdett széles spektrumu
antibiotikum terdpiara, mig azon epizodok amelyek esetében nem mérséklddott a 14z,
antifungalis terapiat kezdeményeztek. Utolag igazolast nyert azonban, hogy a
preventiv jelleggel kezdeményezett empirikus antifungalis terapia az esetek 60%-
aban (9 kontroll a 15 lazas beteg koziil) feleslegesen terhelte a betegek szervezetét.

#* 5.3, Megallapitottuk, hogy mind a CT, mind pedig a BAL magas negativ prediktiv
értékmutatokkal rendelkeznek (PV'=0.85, ill. PV'=0.93) kiilon-kiilon, és egyiitt is
(PV'=0.92) tehat sokkal inkabb alkalmasak az invaziv tiidéaszpergillozis
kizarasara, mint megerositésére. Még magasabb negativ prediktiv értékeket mértiink
az Aspergillus GM-EIA ¢és a CT moddszerek kombinacidjaval (PV'=0.941).

+ 5.4, A betegek 48,15%-a elhalalozott a nyomonkdvetési iddszak soran. Posztmortem
hisztologiai vizsgalatot 53,84%-uk esetében végeztek. Harom epizod esetében
mutatkozott jelentds ellentmondas a PMH adatok, ill. a klinikai vizsgalatok eredményei
kozott, amelyek kozil kiemelendé egy laztalanna valo beteg, amelynek a kozel két
honapos nyomonkodvetési idészaka sordn a negativ GM-szerologiai eredményekkel
szemben a facC-PCR konstans pozitiv eredményeket mutatott, és amelynek halalat
kovetéen a PMH vizsgalat végil egyértelmiien igazolta a tiidejében tenyé€szd
Aspergillus gombafonalakat.

%+ 55, A kombinalt biomarker analizisek lezarultaval meghataroztuk a modszerek
diagnosztikai esélyhanyadosait, melyek koziil a Platelia Aspergillus GM-EIA
esetében, DOR = 15,33, mig a facC-PCR esetében, DOR = 28,67 voltak. Alacsony
mintaszamu,  prospektiv  eset-kontroll  tanulmanyunk egy éves  beteg-
nyomonkodvetéseinek lezarultaval kapott eredményeinket vizsgalva elmondhatd, hogy
az altalunk tapasztalt Aspergillus GM-EIA esszé szenzitivitasa és a kalkulalt
diagnosztikai esélyhanyados értékek meglehetésen elmaradnak azoktél, amelyeket

a szakirodalmi adatok tiulnyomo tobbsége kozol.

Az 1997-2009 kozti tobb, mint tiz évet ativelé idészakban 30 publikalt, az Aspergillus
GM-EIA modszer diagnosztikai erejét vizsgald tanulmény latott napvildgot, melyek koziil a
vizsgalt betegpopulacio 27 esetben ugyancsak kiilonb6zd, hematologiai megbetegedésekben
szenvedd, neutropénias betegeket tartalmazott. Ezen adatok alapjan az Aspergillus GM-EIA
szenzitivitasa (18-100%), és specificitdsa (67-100%) ugyancsak tdg tartomanyok kozott
mozog (Becker és mtsai, 2003; Maertens és mtsai, 2004; Suankratay és mtsai, 2006; Lai és
mtsai, 2007).
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Az a tény, mely szerint a PCR mddszer jobb diagnosztikai erdvel rendelkezik(het) az
Aspergillus GM-szeroldgianal a technoldgia jelen allasa alapjan nem meglepd. 15 évvel
ezelbtt még ugy vélték, hogy a GM vérben talalhaté szintje az invaziv Aspergillusok gyors
novekedésének, valamint sejtfaluk dinamikus atrendezddésének koszonhetden Iényegesen
magasabb a gomba nukleinsavakénal, amelyeknek mennyiségét akkor (30 fg/1 ml szérum)
koriilbelil 1-2 Aspergillus fumigatus genomnyira becsiilték (Verweij és mtsai, 2000; Costa és
mtsai, 2002), igy az a tény, hogy az GM antigén detektalason alapulé immunoesszék
érzékenyebbek a nukleinsav diagnézison alapuldé modszereknél, altalunk is megcafolasra

kerilt.

Mivel még az invaziv aszpergillozis szempontjaboél magas rizikdju betegcsoportok
esetében is az a jellemzd, hogy a betegség prevalencidja tobbnyire alig haladja meg a 15%-ot
(White ¢és mtsai, 2015/b), ezért Kkiemelkedé jelentéséggel birna egy olyan
vészforgatokonyv a megfelelo korhazi infekciokontroll elésegitésére (Sinkd és mtsai,
2011), amely gyors, olcso, invaziv beavatkozast nem igényld, egymast kolcsondsen tamogato
molekularis esszék kombinalt (GM-szerologia és PCR) hasznalatan alapul, magas negativ
prediktiv értékekkel a betegség kizarasara (Aspergillus GM-szerologia és facC-PCR esetén ez
PV'=1!), ugyanakkor magas szenzitivitassal a korokozo(k) azonositasara, eldsegitvén a pre-
emptive antifungalis terapids dontések meghozatalat. Az altalunk tapasztalt betegség
prevalencia még az eldbb taglaltakénal is magasabb, 25,9% volt, amely egyaltalan nem

meglepd a tervezett eset-kontroll tanulmanyok alkalmaval.

Végezetiil pedig véleményiink szerint diagnosztikai tesztiinket jo eséllyel lehetne
kitesitve kereskedelmi forgalomba bocsatani. A legidealisabb alternativa az lenne, ha azt
zart, automata rendszerre szabnank (pl. Roche Cobas moduldris rendszer). Mindenekel6tt
talin az lenne a legcélravezetdbb, ha olyan, magyarorszagi, privat, laboratdériumi
diagnosztikéaval foglalkozé cégeket keresnénk fel (pl. PentacoreLab), amelyek rendelkeznek a
sziikséges technologiaval (RT-PCR), és igy tesztiinket mind szélesebb korok szamara tennék

hozzaférhetdvé.
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12. OSSZEFOGLALAS

PhD munkam alapvet6 célja olyan PCR mddszerek fejlesztése volt, amelyek képesek az invaziv
aszpergillozis azonositasara. Ennek megfeleléen nyolc Tagman® real-time esszét (4 Tagman®-
MGB és 4 Tagman®-LNA) fejlesztettiink az Aspergillus fumigatus és az Aspergillus terreus fajok
detektalasara, ill. egy HRM esszét az Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus fajok
azonositasara amplikonjaik olvadaspontjai alapjan. Kiilonbo6zo altalunk, ill. az ISHAM-EAPCRI
kozponti laboratoriumi munkacsoportja altal készitett genomi DNS paneleken meghataroztuk
esszéink reakcio hatékonysagat, szenzitivitasat, specificitasat, és Aspergillus fumigatus, ill.
Aspergillus terreus konidium tartalmu teljes vér paneleken a diagnosztikai hatékonysagukat.
Tagman®-LNA3 és Tagman®-LNA4 esszéink rendelkeztek a legalacsonyabb LoD értékekkel,
ennek megfelelden dinamikus tartomanyukat nagyszamu szérum mintan tovabb teszteltiik. Az
ISHAM-EAPCRI laboratériumi munkacsoport tagjaként sajat fejlesztésti  diagnosztikai
tesztjeinkkel és altalunk optimalizalt eljarasokkal részt vesziink nemzetkozi, korkontrollos
vizsgalatokban, ahol a tovabbi résztvevokkel egyiittmiikodve validalunk és standardizalunk PCR
alapu, aszpergillozis detektaldo modszereket, ill. vizsgaljuk, melyek azok a tényezdk, amelyek
befolyassal birnak diagnosztikai hatékonysagukra. Mérési eredményeink alapjan megallapithato,
hogy bioldgiai mintdk széles skaldjan (teljes vér, szérum, BAL) és térfogat tartomanyéaban (2,5
ml-200 ul) vagyunk képesek gomba nukleinsavak biologiai mintakbol vald hatékony kinyerésére
(kdzel 100%) mind manudlis, mind pedig automata rendszerben. Tovabba sikeresen
optimalizaltunk egy olyan mechanikai lizis protokollt, amely méréseink alapjan nukleinsav
veszteség nélkiil képes az Aspergillus konidiumok biologiai mintakbol torténd hatékony
feltarasara. Tovabbi célunk volt a facC-PCR és az Aspergillus GM-EIA moédszerek diagnosztikai
erejének a mérése invaziv tid0 aszpergillozis detektalasara kiilonbozd hematologias
megbetegedésben szenvedd, ldzas neutropénids betegek nagyszamu szérum mintdin. A
posztmortem hisztologiai eredmények ismeretében elvégeztiik a sziikséges korrekciot a betegek
kategorizalasat illetden és ennek megfeleléen megmértiik a facC-PCR és az Aspergillus GM-EIA
modszerek diagnosztikai pontossagat (AUC facC-PCR esetében 0,80, mig a GM-EIA esetében
0,73) és megallapitottuk, hogy a facC-PCR-hez tartozé esélyhanyados (DOR facC-PCR 28,67)
magasabbnak bizonyult a GM-EIA-hoz tartozonal (DOR GM-EIA 15,33). Prospektiv eset-
kontroll tanulmanyunk sordn meghataroztuk a konvencionalis klinikai modszerek (CT, ill. BAL)
diagnosztikai értékét és Gsszehasonlitottuk a kombinalt bioldgiai marker-monitorozaséval (facC-
PCR ¢és GM-EIA kombinalt analizis). Az egyezés 70,13% volt, amely alapjan a kappa statisztika
0,258-nak adodott. Eredményeink alapjan igazolast nyert, hogy a konvencionalis diagnosztikai
modszerek és a PCR-el kombinalt biologiai marker monitorozasok eredményeinek egyiittes

figyelembe vétele képes lehet korai és hatékony diagnézis felallitasara.
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11. SUMMARY

The primary aim of this study was to develop PCR methods targeting facC orthologous genes
for the sensitive detection of invasive aspergillosis in different biological samples.
Accordingly we developed eight Tagman® real-time assays (4 Tagman®-MGB and 4
Tagman®-LNA) to specifically detect Aspergillus fumigatus and Aspergillus terreus species
and one HRM assay to differentiate among Aspergillus fumigatus and Aspergillus lentulus
based on the melting points of their amplicons. We evaluated the PCR amplification
efficiency, sensitivity and the specificity of our assays on different genomic DNA panels
made in-house and received from the ISHAM-EAPCRI core laboratory working party. We
measured the diagnostic utility of our Tagman® real-time assays on biological samples;
whole blood and serum spiked with different amount of Aspergillus fumigatus and
Aspergillus terreus conidia. Tagman®-LNA3 and Tagman®-LNA4 showed the lowest LoD
values on whole blood samples therefore we measured their dinamic range on numerous
serum samples. As a member of the ISHAM-EAPCRI laboratory working party we also
participated with our in-house PCR platforms in international cross-control studies to identify
the most important variables influencing the diagnostic performance of Aspergillus-PCR and
collaborate with other members of the laboratory working party to validate a standard for
Aspergillus-PCR methodology. Based on the results we can conclude that we were able to
develop a very efficient mechanical lysis protocol to disrupt Aspergillus conidia without
losing the freely floating nucleic acids from the biological samples and we can extract fungal
nucleic acids from biological samples in both automated and manual platform with nearly
100% efficiency. Our secondary aim was to validate the diagnostic power of our facC-PCR
method and the gold-standard Aspergillus-GM serology diagnosing invasive pulmonary
aspergillosis on large volume serum samples in patients with hematological malignancies and
fevered neutropenia. Stratification correction followed by postmortem histology was done and
according to this the diagnostic accuracy indexes (AUC for facC-PCR was 0.80 and for GM-
EIA was 0.73) and the diagnostic odds ratio of facC-PCR proved to be higher (DOR was
28.67) compared to GM-EIA (DOR was 15.33). We also assessed the diagnostic value of
standard clinical methods (CT and BAL) and compared to that of combined biomarker testing
(Aspergillus GM-serology and facC-PCR) in our prospective case-control study. The
observed agreement was 70.13% generating a kappa statistics of 0.258. With our results we
demonstrated evidence that the consideration of standard clinical methods with combined

biomarker testing can improve early and more accurate diagnostic decisions.
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Koszonettel tartozom Prof. Dr. Jiergen Loefflernek azért, hogy wiirzburgi
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Schmelczer Ivant, Kosztolanyi Katalint, Komarominé Pléban Klarat, Ujszaszi Sandort, Fidler
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... k0sz6nom a csaladomnak
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15. FUGGELEK

Fiiggelék 1

ere

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 szerodiagnosztikai és DNS alapu aszpergillozis diagnosztikai médszerek fontosabb specifikacioi szakirodalmi adatok alapjan.

Forgalmazo

Leiras

Vizsgalt biologiai

minta

Bioldgiai minta
térfogata

Kereskedelmi
forgalomban kaphato:

SZERODIAGNOZIS (immun kromatografia, immunhisztokémia)

Diszkriminacié

Szenzitivitas, LoD

Specificitas

Reprodukalhatosag
(értékek: 1-5)
5 = nem reprodukalhat6

Forgalmazo

DNS extrakeios kit

Vizsgalt biologiai
minta

NUKLEINSAV ALAPU DETEKTALAS

In vitro diagnosztikai
hasznalat

real-time PCR platform

Diszkriminacid

Pastorex ™ Aspergillus | Sanofi Diagnostics | GM, latex-agglutinicié | szérum, plazma 100-200 pl EU Aspergillus spp. LoD: 15-30 ng/ul magas a fals-pozitivok 3

aranya
Fungitell (Glucatell) Associates of (1,3)-B-D-glukan szérum 480 pl EU, USA Candida spp, LoD: 80 pg/ml nincs keresztreakcio 3
assay CAPE COD Inc. Aspergillus spp, Szenzitivitas = 70-100%

Pneumocystis jirovecii
Platelia Aspergillus Bio-Rad GM, szendvics ELISA szérum, BAL 300 pl EU, USA Aspergillus spp. LoD: 1Ing/ml magas fals-pozitivitas f- 3,5
Laboratories (EB-A2 monoklonalis Szenzitivitds = 20-90% laktam antibiotikum kira
antitest) esetén

Specifictas = 60-85%
Aspergillus Lateral Flow | OLM-Medical Patkany monoklonalis szérum, BAL 45 pl EU Aspergillus spp. LoD: 80-98% (PCR-el 84-100 (when combined 35
Device (LFD) antitest (JF5) kombinalva) with PCR)%

Specificitas

Affigene®Aspergillus Cepheid Van. whole blood, Iml VD Stratagene iCycler A fumigatus, LoD: 0,54-1,44 GE/ pl nincs adat
tracer QIAmp DNA mini kit® | serum, plasma BioRad RotorGene A. flavus, A. niger,
(ACD, EDTA) A. clavatus, A. versicolor,

A. terreus, A. nidulans,

A. oryzae, A. ustus
LightCycler®Septifast Roche Diagnostics HighPure (manudlis) extrakcids extrakcios RUO (csak kutatasi LightCycler 2.0 A. fumigatus nincs adat nincs adat
Test MagNa Pure (automata) | protokoll fiiggé protokoll figgé célra hasznalhato)
MycAssay Aspergillus TrinityBiotech- MycXtra DNA szérum, 500 pl VD nincs megkotés Aspergillus spp. Szenzitivitas = 70% Specificitas =

Myconostica extrakceio 90-100%
Avrtus Aspergillus diff. Qiagen QlAamp PurePathogen | teljes vér, szérum | 1-3 ml RUO (csak kutatasi nincs, Aspergillus fumigatus, Szenzitivitas = Specificitas =
PCR Kit Blood Kit célra hasznalhato) kizarolag Rotor-Gene A. terreus, A. flavus 80-100% 70-80%
LoD: 10 képia/ pl

Aspergillosis nincs adat HighPure (manualis) teljes vér, szérum, | 100 pl -2,5 ml RUO (csak kutatasi automata és manualis Aspergillus fumigatus, Szenzitivitas = Specificitas =
diagnostics, Debrecen MagNa Pure (automata) | BAL célra) Roche platformok A. terreus, A. lentulus 80-95% 80-95%

Az utolso, sargan jelolt sorban sajat fejlesztésti, aszpergillozis diagnosztikai modszereink rovid jellemzése talalhato.
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Fiiggelék 2

Kombinalt biolégiai marker monitorozas ITA kovetésére.

A monitorozas soran végzett Aspergillus GM-EIA és facC-PCR tesztek szama €s megoszlasa az

egyes, vizsgalatba bevont lazas neutropénias epizodok esetén.

Biologiai  GM-EIA analizisck e G T
Epizod  Alapbeteg E?ARSLC/ minta szama és eredményei ersezceilrrrlll:nes . eredményei
12 ség kategoria Széma *
9 /epizod
+ + - + -
1 PTCL nem bizonyitott 8 0 1 3 3 9
2 NHL nem bizonyitott 14 0 2 5 2 19
3 EM nem bizonyitott 16 0 1 7 3 21
4 AML bizonyitott 18 0 10 1 18 15
5 EM nem bizonyitott 6 1 0 3 0 9
6 AML nem bizonyitott 4 0 1 1 1 5
7 AML bizonyitott 4 2 2 0 3 3
8 AML bizonyitott 6 1 3 0 3 4
9 MM nem bizonyitott 2 0 0 1 0 3
10 ALL valészini 8 2 6 0 13 1
11 EM nem bizonyitott 2 0 0 1 0 3
12 EM nem bizonyitott 6 0 0 3 0 9
13 AML valészini 8 2 4 0 8 4
14 AML nem bizonyitott 2 0 0 1 0 3
15 MM nem bizonyitott 2 0 0 1 0 3
16 EM bizonyitott 6 0 1 2 1 8
17 HL nem bizonyitott 4 0 0 2 0 6
18 AML nem bizonyitott 2 0 1 0 3 0
19 ALL nem bizonyitott 4 0 0 2 0 6
20 AML nem bizonyitott 6 0 0 3 0 9
21 EM nem bizonyitott 6 0 0 3 0 9
22 EM nem bizonyitott 8 0 3 1 3 9
23 NHL nem bizonyitott 2 0 0 1 0 3
24 AML nem bizonyitott 6 1 0 3 0 9
25 NHL bizonyitott 6 2 1 2 1 8
26 AML nem bizonyitott 4 0 0 2 0 6
27 EM nem bizonyitott 2 0 0 1 0 3
Osszesen: 162 77 85 249

Roviditések: (AML), Akut Myeloid Leukémia; (ALL), Akut Limfoblasztos Leukémia; (HL), Hodgkin
Limféma; (NHL), Non-Hodgkin Limféma; (MM), Mieloma Multiplex; (PTCL), Periférias T-sejtes
Limfoma; (EM), egyéb malignitasok.
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16. TARGYSZAVAK

Invaziv aszpergillozis, nukleinsav alapti diagnozis, C faktor ortolog gének, real-time PCR,
olvadasi gorbe analizis, galaktomannan, Platelia enzim immunessz¢, biomarker monitorozas,

korkontrollos vizsgalatok, akut mieloid leukémia
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