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Bevezetés és irodalmi attekintés

Az opportunista humanpatogén gombafajok altal okozott invaziv megbetegedések ¢s a
rezisztens gombatdrzsek egyre novekvO szama egyarant vildgméretii gondot jelentenek,
amelynek kovetkeztében tobb mint 1.6 millié ember hal meg évente. Kiemelten veszélyeztetett
csoportba tartoznak a vérképzdszervi daganatos megbetegedésekben szenvedok, az 6ssejt- vagy
szervtranszplantacion atesettek és a HIV fertozottek. Az egyébként is stilyos alapbetegségek
szovodményeként fellépd szisztémas gombainfekciok idében megkezdett hatékony
antifungalis terapia nélkiil a betegek életkilatasait jelentdsen rontjak, tovabba novelik a korhazi

ellatas idétartamat illetve annak koltségeit.

Az invaziv mikozisok f6 okozoi az Aspergillus fumigatus és Candida albicans gombafajok,
azonban az immunszuppressziv terapids gyogyszerek, a széles spektrumu antibiotikumok egyre
elterjedtebb alkalmazisanak illetve olyan egyéb tényezdk, mint a klimavaltozés
kovetkezményeként a két nemzetség mas tagjainak eléfordulasa folyamatosan névekszik. A
novekvd tendencia mellett aggasztd, hogy az utdbbi idében a klinikumban megjelent
gombatorzsek bizonyitottan eltérd virulenciaval ¢€s antifungélis rezisztencia profillal
rendelkeznek. Emiatt az Egyesiilt Allamokban illetve a dél-amerikai régiokban is szamoltak
mar be antimikotikum rezisztens nozokomialis jarvanyokrol, melyek igen magas mortalitast
mutattak a rizikdcsoportba tartozo betegek korében. Mindezeket figyelembe véve a faji szintli
diagnozis €s a rezisztenciasziirés kulcsfontossagu, amely hozzajarulhat a megfeleld antifungalis
szer megvalasztdsdhoz. Az elsddleges prophylaxis, illetve az empirikus terdpias stratégidk
csokkenthetik a mortalitast, ugyanakkor fennall annak az esélye, hogy sziikségteleniil terhelik
a betegek szervezetét a sulyosan citotoxikus antifungalis gydgyszerekkel. Az invaziv
gombafertdzések korai felismerése a gyakran aspecifikus tiinetek miatt (kohogés, mellkasi
fajdalom, 14z) kihivas. Legmegfelelobb klinikai indikéatorok koz¢ tartozik az antibiotikumos
kezelésre sem sziind neutropénids 14z. Ennek sordn a 38°C feletti testhOmérséklet mellett az

abszolut neutrofilszam tartésan 500 sejt/mikroliter hatarérték ald csdkken.

A rutin gombadiagnosztikdban hasznalt képalkotd modszerek nem specifikusak, igy nem
lehet nagy biztonsaggal kijelenteni, hogy a képi elvaltozéas hatterében gombafert6zés all. A
gombdk tenyésztése iddigényes, és a kozeli rokonfajok megkiilonboztetése az atfedd
morfologiai jegyek miatt ugyancsak kihivas. Annak ellenére, hogy a molekularis antigén alapu

modszerek szenzitiv és gyors diagnozist tesznek lehetévé, sem az Aspergillus fert6zések



kimutatasara kifejlesztett molekularis ,,gold standard” galaktomannan ELISA tesztek, sem a
panfungalis 1-3-B-D-gliikan tesztek nem szolgéltatnak faji szintli eredményt. A gombafajok
genetikai azonositaséara legelterjedtebben a riboszomalis RNS kodolo géneket (18S, 28S) és a
koztik elhelyezked6 ,,internal transcribed spacer” (ITS) régiokat hasznaljak. Az ITS gének
alkalmasak az Aspergillus alnemzetségek elkiilonitésére, de a kiilonbozé Aspergillus
fajszekciokon beliil sokkal pontosabb fajmeghatarozast tehetnek lehetévé, amennyiben olyan
fehérjekodolod, részben konzervalt géneket hasznalnak, mint a béta-tubulin, aktin vagy
kalmodulin. Az 0j-generacios szekvenalas mellett a polimeraz lancreakcion (PCR) alapulo
modszerek is alkalmazhatok diagnosztikai célokra, de a kiilonb6zd laborok altal fejlesztett
essz€k és protokollok nagyfoku heterogenitasa miatt a standardizacio tovabbra is megoldatlan.
Ebbdl kifolyodlag e technoldgidk rutin gombadiagnosztikai felhasznaldsa még mindig kihivast
jelent, tovabba a kereskedelmi forgalomban 1évé PCR tesztek tobbnyire csak a f6
gombapatogének (Aspergillus fumigatus, Candida albicans) faji szintli kimutatisara

Osszpontositanak.

A fentebb taglalt tényezdket figyelembe véve igény mutatkozik a klinikai mikoldgiaban
olyan nukleinsav alapu diagnosztikai modszerek kidolgozasara, melyek az Aspergillus illetve
Candida nemzetségbe tartozo patogének széles tartomanyat képesek faji szinten meghatarozni.
A HRM PCR moddszert eredetileg genetikai varidnsok kimutatisara fejlesztették ki, viszont
egyre elterjedtebben alkalmazzédk kiillonbozd baktériumok, virusok, illetve gombak genetikai
azonositasara. Szakirodalmi adatok alapjan a gombadiagnosztikai HRM tesztek jelentds
tobbsége szintén az ITS gének kimutatasara lett tervezve. Kutatasunk f6 célja olyan HRM PCR
esszék kifejlesztése ¢és optimalizalasa volt, amelyek a gomba p-tubulin  gének
szekvenciaeltérései alapjan lehet6vé teszik tobb klinikailag relevans Aspergillus és Candida

gombafaj egyszerti, gyors és koltséghatékony elkiilonitését.



Célkituzeés

Alapveté célunk olyan nagyfelbontasu olvadasi gorbe analizisen alapulé nukleinsav

gombadiagnosztikai PCR esszék beallitasa volt, amelyekkel az Aspergillus és Candida

nemzetségekhez tartozo szamos klinikai jelent6ségii fontos gombafajt vagyunk képesek

azonositani.

Ehhez kapcsolodoan az alabbi célokat tliztiik ki:

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

HRM PCR reakcioparaméterek beallitasa: optimalis MgClz-, primer koncentracio és
anellacios hdmérséklet meghatarozasa a PCR reakciohatékonysag maximalizalasahoz.
Amplikonok validéalasa szekvenalassal és agardz gélelektroforézissel.

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

PCR hatékonysag mérése: analitikai szenzitivitds (Limit of detection: LOD) és a
megbizhatd faji szintli azonositds (Limit of identification: LOI) tartomanyanak
meghatarozasa.

Esszék reprodukalhatdsdganak vizsgalata, inter- és intraessz¢é variancia meghatarozasa.
Esszék keresztreakciojanak kisérletes vizsgalata egyéb klinikailag relevans
mikroorganizmusokkal.

Jovobeni terveink kozott szerepel az esszék klinikai validalasa. Ehhez kapcsolodoan egy
olyan felhasznaldbarat szoftver fejlesztése, amely gyors és egyszeri kiértékelést tesz

lehetové a klinikai laboratoriumok szamara.



Anyagok és modszerek

Referencia torzsek és klinikai izolatumok

A modszeroptimalizalas soran Osszesen 104 db gomba- és 16 db baktériumtrzset
vizsgaltunk. A klinikai izolatumok a szegedi (SZMC) és a debreceni (DMC) mikrobioldogiai
gyljteményekbdl, a referencia torzsek pedig kiilonb6z0 nemzetkoézi mikrobioldgiai
gyljteményekbdl szarmaznak: Fungal Genetics Stock Center (FGS); Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Fungal and Yeast Collection (CBS); Northern Regional Research
Laboratories (NRRL); American Type Culture Collection (ATCC). A penészgombak koziil
Osszesen 43 Aspergillus klinikai izolatumot, és 6 Aspergillus referencia torzset, az
¢lesztdgombak esetében pedig 38 Candida klinikai izolatumot és 5 Candida referencia torzset
teszteltiink. Keresztreakciokat vizsgaltunk mas klinikumban el6fordulé  Fusarium,
Scedosporium, Lichtemia, Rhizopus gombafajokkal, illetve kiilonb6z6 Gram-pozitiv
(Staphylococcus, Enterococcus) és Gram-negativ (Enterobacter) baktériumokkal.

A mikroorganizmusok tenyésztése a Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobioldgiai
Tanszékével, illetve a Debreceni Egyetem Mikrobidlis Biotechnologiai és Sejtbiologiai

Tanszékével egyiittmitkodésben tortént.

Tenyésztési modszerek

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

aerob koriilmények kozott.

Sporaszuszpenzios oldatok készitése

Aspergillus és Candida gombatorzsek folyékony tenyészeteibdl tomény sporaszuszpenzios
torzsoldatokat készitettiink. A sporaszamot Biirker kamras sejtszamlaloval hatdroztuk meg.
Ebbél az oldatbol 7 osztatt 10x-es higitasi sort készitettiink (108-1 spora/ml) steril nukleaz

mentes vizzel (Ambion™, Thermo Fisher Scientific, Maryland, USA).



Sejtek feltarasa

A gombasejtek mechanikai liziséhez Green Beads keramiagyongyoket (Roche Diagnostics,
Risch-Rotkreuz, Svajc), és MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc)

késziiléket hasznaltunk. A feltarast 5000 rpm, 50 masodperc paraméterek mellett végeztiik.

A log fazisban 1év6 baktérium kultiirakbol egy milliliternyi 108 mennyiségii baktériumsejtet
tartunk fel, miutan centrifugalassal Gsszegytjtottiilk a sejteket. A Gram-pozitiv baktériumok
esetében a sejtfalat lizozim enzimet tartalmazé lizis koktéllal (20mg/ml enzim 20 mM-os
TrisHCI oldatban, pH 8.0, 2 mM EDTA, 1.2% TritonX100) emésztettiik.

Genomi DNS extrakcio

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

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

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

Az izoldlt DNS mennyiségét ¢és mindségét minden esetben NanoDrop-1000
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies Inc., North Carolina, USA) ellendriztiik. Abban
az esetben tekintettiik az elatumot megfelelének, amennyiben az izolalt DNS 260/280

abszorbancia aranya >1.6 a 260/230 arany pedig >1.8.

Az Aspergillus és Candida HRM primerek

Publikus adatbazisokban (EMBL/GeneBank) hozzaférhet6 annotalt Aspergillus és Candida
S-tubulin génszekvenciakban (benA, TUB2) kerestiink olvadasi doméneket. A t6bbszords
szekvenciaillesztést Clustal Omega szoftverrel végeztiik. A primer tapadéasi helyének a

variabilis szakaszokat atfogd 30-40 bazis hosszusagh konzervalt génrégiokat valasztottunk,



amelyek lehetdvé teszik az Aspergillus és Candida gombafajok univerzalis kimutatasat a HRM

analizis soran.
PCR reakcioparaméterek optimalizalasa

A PCR reakciok kivitelezéséhez LightCycler® 480 High Resolution Melting Master mixet
(Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) hasznaltunk, amely szaturald dupla szala DNS
interkalalo LightCycler® 480 ResoLight festéket tartalmazott. Az reakcioparaméterek
optimalizalashoz az Aspergillus fumigatus (AF293) és Candida albicans (ATCC 10231)
referencia gombatorzseket hasznaltuk, és a LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-
Rotkreuz, Svajc) valds ideji kvantitativ PCR késziiléket hasznaltuk. A Candida HRM PCR
esszét LightCycler® 2.0 illetve LightCycler® Nano (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz,
Sviajc) késziilékekre is optimalizaltuk. A megfeleld6 PCR reakcidhatékonysag eléréséhez a

kovetkez6 paramétereket allitottuk be:

e Primer Kkoncentraci6: A HRM primereket 0.2uM-1.5uM végkoncentracid
tartomanyban teszteltiik.

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

e Optimalis MgClz koncentracié meghatarozasa: A kalibralast 1-3.5 mM koncentracio

tartomanyban végeztiik a gyartd utasitasai szerint.

Az amplifikaci6 extenzids szakaszdban végpontos mérést végziink, ezzel lehetdséglink van az
amplikonok €és a mintaban taldlhaté gomba DNS mennyiségének meghatdrozasara. Az
olvadaspont analizisre az amplifikaciot kovetden keriil sor, a reakciokdzeget fokozatosan
melegitve folyamatos méréssel monitorozzuk a fluoreszcens festék felszabaduladsat, és az
LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svajc) szoftverrel, a Candida PCR
kisérletek esetében pedig mindig az aktualis PCR késziilék (LightCycler® 96, LightCycler®
2.0, LightCycler® Nano) dedikalt kiértékeld programjaval végeztiik.

PCR inhibicios kontroll (SPUD esszé)

PCR inhibici6 vizsgalatara a Nolan és mtsai. (2006) altal leirt SPUD external inhibicios

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



Y 14572) kimutatasara terveztek. A SPUD esszével torténd vizsgalatot a Candida- és
Aspergillus HRM modszereinknél hasznalt PCR hdmérsékleti paraméterekkel végezziik, de az
interferencia elkeriilése végett a fajazonositastol kiilon reakcioban. A PCR reakciok sorén 0.4
uM primer koncentraciot alkalmazunk, a meghatarozott optimalis templat mennyiség pedig
200 000 kopia, amely esetében az atlag ciklusszam 21.68 £ 0.29 volt. A SPUD esszéhez tartozo

amplikonok olvadasi hdmérséklete 80.8 °C.

A HRM PCR amplikonok Kkisérletes validalasa

Konvencionalis PCR reakciokat végeztiink Aspergillus referenciatdrzsekbdl izolalt 20 ng
mennyiségii DNS jelenlétében. Az amplifikaciohoz Phusion High-Fidelity PCR Master mix-et
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) alkalmaztunk a gyart6 utasitasai szerint. A
PCR késziiléken az altalunk meghatdrozott HRM amplifikacios protokollt allitottuk be. A
keletkezett amplikonok méretét gélelektroforézissel vizsgaltuk (1% agardz tartalmua gél, Tris-
acetat-EDTA (TAE) pufferben), a DNS festéshez pedig etidium-bromid duplaszalu interkalalo
festéket alkalmaztunk. Az egyenirdnyiton 90V felsziiltséget, és 55 mA &ramerdsséget
hasznaltunk a futtatdshoz. A fragmenseloszlast az agar6z gélen UV transzilluminator
késziilékkel vizsgaltuk. A kapott DNS savokat a gélbdl steril szike segitségével kivagtuk, és a
géldarabokbodl visszanyertiik a DNS-t QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden
Németorszag) segitségével a gyartd utasitasai szerint. A DNS molekuldkat ezt kovetden
SigmaSpin™ Sequencing Clean-Up Kittel (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) tisztitottuk a gyartd
eldirasai szerint. Kapillaris szekvenalast végeztiink BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kittel (Thermo Fisher Scientific, Maryland, USA) a gyart6 utasitasai szerint, ABI
Prism 3100-Avant Genetic Analyzer késziiléken (Applied Biosystems, USA) mindkét iranyban.

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

DNS savokat UV atvilagitassal tettiik 1athatova.



Alkalmazott statisztikai médszerek

PCR reakciok kinetikajanak jellemzése, dinamikus tartomanyok meghatarozasa

Az Aspergillus és Candida genomi DNS paneleken (10°-1 GE/PCR reakcié) PCR méréseket,
majd linedris regresszids analizist végeztiink. A kapott Cq értékeket a DNS koncentraciok
fliggvényében abrazoltuk, és a pontokra egyenest illesztettiink. Az igy kapott egyenes
egyenletébdl meghataroztuk a meredekséget illetve az R? értékét, amely annak jellemzésére
szolgal, hogy az amplikonok mennyisége ciklusonként exponencilisan emelkedik-e. Ez utobbi
esetben a valtozo az 1-es értéket veszi fel, ellenkezd esetben az amplikonok mennyisége nem
exponencialisan emelkedik ciklusonként, melynek oka lehet inhibitorok jelenléte a mintaban.

Az egyenes meredekségébdl kiszamolhaté a PCR hatékonysag a kovetkezd egyenlet alapjan:

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

A vizsgalatok soran meghataroztuk a detektalasi hatart (LoD), vagyis azt a legkisebb gomba
genomi DNS mennyiséget, amelyet a modszeriink képes kimutatni. Eléfordulhat, hogy bar
torténik amplifikacio, a mintdban taldlhat6 DNS mennyisége mégsem elegendd ahhoz, hogy
azonositsuk a gombafajt, igy meghataroztuk azt a legkisebb DNS mennyiséget is, amelynél az

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

Intra- és interesszé variancia vizsgalata

A kisérletek soran Aspergillus és Candida genomi DNS paneleket allitottunk 6ssze, melyek
harom technikai parhuzamosban tartalmaztdk a kiillonb6zé gombatorzseket. A méréseket
LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Svéjc) késziiléken végeztiik, €s a kapott
Cq értékekbdl meghataroztuk a varidcios koefficienst (CV). A PCR esszék esetében kétfele
koefficiens kiilonithetd el: a) intra- és b) interesszé variancia. Az els6 megmutatja a
mintaparhuzamosok kozti, azaz egy PCR panelen beliili technikai varianciat, amely optimalis
esetben nem haladhatja meg a 10%-ot. Az utobbi ezzel szemben a kiilonb6zé PCR futasok kozti
varianciat fejezi, azaz a mérés reprodukalhatdsagat, melynek értéke optimalis esetben 15%

alatti.

A variacios koefficiens (CV%) a mérések kozotti szordsok atlagaval hatarozhaté meg:

Standard deviaco
CV(%) = x 100

Atlag

10



Eredmények
Meghatarozott optimalis HRM PCR reakcioparaméterek

A HRM PCR reakcioparaméterek optimalizalasa A. fumigatus (Af293) illetve C. albicans
(ATCC 10231) referencia torzseken tortént.

Az optimalis MgClz koncentracié mellett az amplifikacids gorbék alacsonyabb ciklusszamot
€s magasabb plato fazist mutattak, ugyanakkor az olvadasi csticsok fluoreszcencia intenzitasa
a leheté legmagasabb volt. Az Aspergillus HRM esszé esetében a 3 mM MgClz bizonyult a
legmegfelelobbnek. A Candida HRM esszé vizsgalatakor szintén 3.5 mM MgCl» jelenlétében
kaptuk a legmagasabb olvadasi cstcsot, azonban az amplifikidcio 2 mM MgClz-nal volt a

leghatékonyabb, mert itt kaptuk a legalacsonyabb ciklusszamot, ezért végiil ez volt az optimalis.

Az anellacios hdmérsékletet tekintve szintén az amplifikacios gorbék voltak a mérvadok. Az
Aspergillus gombafajokkal végzett kisérletek soran az 58 °C-os anellaciés hdmérséklet tiint
optimalisnak, de keresztreakciot tapasztaltunk mas gombafajokkal, igy azt 62 °C-ra
megemeltiik. A két anellacios hdmérséklet kozott kevesebb, mint 1 ciklus kiilonbség volt, ezért
az amplifikacids hatékonysagra ez a valtoztatds nem volt jelentds hatassal. Emellett az olvadasi
gorbek lefutdsa mindkét esetben szinte teljesen megegyezett, ezért feltételezziik, hogy az
olvadasi csticsokban sem mérhetd jelentés eltérés. A Candida HRM esszé vizsgalatakor
alkalmazott anellaciés homérsékletek az 55-68 °C-os tartomanyban egymashoz kozeli
amplifikacios gorbéket mutattak, azonban 55-58 °C mellett keresztreakciot tapasztaltunk, ezért
a 60 °C-os anellacios homérséklet volt a megfeleld6. A HRM analizis soran kapott olvadasi
gorbékben nem talaltunk olyan kiilonbségeket, mint amelyet az Aspergillus HRM esszé

vizsgalatakor tapasztaltunk.

crer

alkalmazasakor volt a legjobb. A Candida esszé esetén 0.4 uM primer koncentracié volt az

optimalis.

HRM PCR amplikonok validalasa a meghatarozott reakcioparaméterekkel

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

amplikonhosszokkal (281 bp). Aspecifikus termékképzodés a gélképen nem volt lathato.
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Az Aspergillus HRM PCR reakcioban két primerparral (ASP1, ASP2) egyidejileg
sokszorozunk két S-tubulin génszakaszt, ezért indokoltnak tartottuk a modszerrel kimutatott
Aspergillus fajokhoz tartoz6 PCR termékek szekvencidjanak meghatarozasat. Ezt kapillaris
szekvenalassal végeztiik, melynek eredményét a 11. abra foglalja 6ssze. Az ASP1 primerekkel
amplifikalt DNS szakaszok atlagos hossza 139.5 & 1.05 bazispar volt a detektalt Aspergillus
fajtol figgden. A PCR reakciok soran keletkezé amplikonok becsiilt olvadasi hdmérséklete 83.8
— 85.3°C kozotti hdmérséklettartomanyba esett. Az ASP2 primerek esetében megfigyelt PCR
termékek atlagos hossza 132 + 5.97 bazispar volt, és azok becsiilt olvadasi homérséklete 79 —
82.2°C koz¢é esett. A meghatarozott szekvencidk megegyeztek az NCBI adatbazisban fellelhetd
referencia szekvencidkkal, igy igazoltuk, hogy mindkét primerpar esetében specifikusan a
kivant f-tubulin génrégiokat sokszorositjuk a PCR reakciok soran. Eredményeink alapjan
ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a vizsgalt Aspergillus fajokhoz tartozé célszekvenciak
kell6en diverzek ¢és azok olvadasi hdmérséklete megfeleld mértékii eltérést mutat ahhoz, hogy

a HRM PCR modszerrel faji szinten kiilonithessiik el ezeket az Aspergillus gombakat.

Az Aspergillus HRM PCR olvadasi gorbék jellemzése

A HRM analizis sordan az ASP1-ASP2 amplikonokat jellemz6, egyméssal nem atfedd
fajspecifikus heteroduplex olvadasi csucsokat azonositottunk. Az olvadasi hdmérsékletek és a
cstcstavolsagok alapjan képesek vagyunk megkiilonboztetni az A. fumigatus, A. lentulus, A.
terreus, A. flavus, A. niger, A. tubingensis és A. welwitschiae gombafajokat. Az ASP2 olvadasi
doménre kisebb fluoreszcencia intenzitas és alacsonyabb olvadasi hdmérséklettartomany (81-
85.60°C) jellemz6, dsszehasonlitva az ASP1 olvadasi doménnel (85.61-89°C). Az Aspergillus
fajokra jellemzd olvadasi spektrum (81-89°C) hat olvadasi klaszterre oszthatd, melyek koziil
harom klaszter foglalja magaba az ASP1 amplikonok olvadasi csucsait (Tm: 85.61 — 89°C),
tovabbi harom klaszter pedig az ASP2 amplikonokhoz tartozé olvadasi csticsokat (Tm:81.00 -
85.60°C). Az egyes klasztereket jellemzé homérséklettartomanyok a kovetkezok: klaszter 1
(81.00-82.72°C); klaszter 2 (82.73-83.61°C); klaszter 3 (83.62-85.60°C); klaszter 4 (85.61-
87.10°C); klaszter 5 (87.11-87.64°C); klaszter 6 (87.65-89.00°C). Az ASP1-ASP2 klaszterek
kombinacioja alapjan hét egyedi kétszamjegytli kod rendelhetd az egyes Aspergillus fajokhoz,
amely alkalmas azok elkiilonitésére: A. fumigatus (1,4), A. lentulus (3,4), A. terreus (3,6), A.
flavus (3,5), A. niger (2,5), A. wewitschiae (1,5) és A. tubingensis (2,7).
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Vizsgaltuk a fajokhoz tartozo ASP1-ASP2 olvadasi doméneket a heteroduplexeken beliili
csucstavolsagok fiiggvényében. A grafikonon két nagyobb csoport kiilonithetd el. Az elsd
csoportba az Aspergillus fumigatus, A. niger, A. welwitschiae fajok tartoznak, melyek olvadasi
csucshomeérsékleteit leird pontok szemmel lathatéan jol elkiiloniilnek egymastol. A masodik
csoportot az Aspergillus terreus, A. flavus és A. lentulus fajok alkotjak, melyek kozott kisebb
tavolsag figyelhet6 meg. Az A. lentulus gombafaj esetében néhany kiugro érték atfedést
mutatott az A. flavus gombatdrzsekkel. Ennek feltehetéen mérési hiba lehetett az oka, mert az

A. lentulus csoport kdzéppontja egyértelmiien elkiiloniil az A. falvus értékeitdl.

A Candida HRM PCR olvadasi gorbék jellemzése

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a Candida HRM PCR esszé alkalmas hét Candida faj
genetikai azonositasara az amplikonok kozotti olvadasi hdmérséklet-kiilonbségek alapjan (15.
abra). Legalacsonyabb olvadasi hémérsékletet a Candida dubliniensis esetében figyeltiink meg,
melyet novekvd sorrendben a C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C.
guilliermondii és C. glabrata kovettek. A HRM analizis soran meghatarozott normalizalt
olvadasi gorbék kinetikdja (15/A. &bra) €s az olvadasi csticsok (15/B. 4bra) fajspecifikusnak

bizonyultak, amely eredményt a differencia grafikon is aldtdmasztotta.

A Candida HRM esszét harom PCR késziilékre (Roche LightCycler® 96, Roche
LightCycler® Nano, Roche LightCycler® 2.0) optimalizaltuk. Mindharom PCR platformon
sikeriilt reprodukalni a fajokra jellemz6é Candida olvadasi mintazatokat. A késziilékek kozti
technoldgiai kiilonbségek miatt negativ (LightCycler® 2.0) vagy pozitiv (LightCycler® Nano)
iranyl hOmérséklet eltolodast tapasztaltunk, ezért sziikséges volt a HRM analizis soran

meghatarozott referencia értékek ujrakalibralasa (16. abra).
Esszé keresztreakciok egyéb mikroorganizmusokkal

Human genomi DNS jelenlétében nem tapasztaltunk keresztreakciot egyik HRM esszé
esetében sem, azonban a 11 db nem Aspergillus illetve Candida eredetii gombatdrzs és 16 db

baktériumtdrzs vizsgalatakor a kovetkezé megallapitasokat tettiik:

e Aspergillus HRM PCR esszé: A Candida tipustorzsek (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. dubliniensis) esetében
gyenge alpozitivitdas volt tapasztalhaté, ugyanakkor magas DNS templat

koncentracioé ellenére is alacsony volt az amplifikacios hatékonysag (Cg> 38). A
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HRM analizis soran a Candida fajokhoz tartozo olvadasi gorbék kinetikaja a
megszokottol eltérd volt, és az amplikonok olvadasi hdmérséklete alacsonyabb volt,
mint az Aspergillus fajok esetében mért hdmérsékletek (Tm<81°C). Az Aspergillus
udagawe és A. viridinutans esetében csak egy olvadasi csucsot kaptunk (Tm: 85.38-
85.41°C; 86.12-86.17°C). Szintén egy olvadasi csticsot tapasztaltunk tobb Fusarium
gombatdrzs vizsgalatakor: F. napiforme (Tm: 87.61-87.68°C), F. delphinoides (Tm:
87.60°C), F. verticillioides (Tm: 87.81-87.90°C), F. oxysporum (Tm: 87.30-
87.56°C), F. solani (Tm: 87.44-87.57°C), F. incarnatum (Tm: 86.31-86.44°C). A két
Scedosporium auranticum izolatum esetében ugyancsak egy amorf olvadas cstcs
volt lathato (Tm: 84.11-84.22°C).

e Candida HRM PCR esszé: Az Aspergillus nemzetség vizsgalatakor az A. fumigatus,
A. lentulus, A. viridinutans és A. udagawe esctében tapasztaltunk esszé
keresztreakciot. Ezek olvadasi hémérséklete a Candida fajokra jellemzo tartomany
felett (Tm: 86.35+0.16°C) volt, a kapott olvadasi csucsok nem voltak fajspecifikusak,
¢és egymassal atfedést mutattak. Amorf olvadasi csucsokat kaptunk a Rhyzopus
oryzae (Tm: 77.38°C) és Scedosporium auranticum (Tm: 75.73°C) fajok esetében,
¢és nagy mennyiségii DNS jelenlétében is igen alacsony amplifikacios hatékonysagot

tapasztaltunk.

Az altalunk tesztelt baktériumtorzsek (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Enterobacter aerogenes, E. gergoviae, E. cloacea)

egyikével sem tapasztaltunk keresztreakciot.
Analitikai szenzitivitas és a HRM modszerek megbizhatosaga

Dinamikus tartomany, detektalasi hatar (LoD)

Az Aspergillus referencia torzsek esetében az alsé detektalasi hatar 6sszességében 3pg DNS
(102 GE) volt (17. abra). Kivételt képzett ez alol az Aspergillus tubingensis gDNS panel (LOD:
10 GE), ugyanakkor a HRM analizis soran ebben az esetben csak egy olvadasi csticsot kaptunk,
ezért ilyen kis koncentraciondl a fajazonositas a heteroduplex olvadasi csticsok hidnyaban nem
megbizhato. A PCR reakciok hatékonysagat linearis regresszids analizissel hataroztuk meg. A
kapott regresszios egyenesek meredeksége a vizsgalt fajtol fiiggden -3.1714 és -3.6281 értékek
kozé esett. Az R? értéke mindegyik Aspergillus faj esetében nagyobb volt, mint 0.99. A reakcidk
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hatékonysaga (E) az Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus referencia torzseknél volt a

legmagasabb (E: 2.07; 2.05), legalacsonyabb pedig az A. flavus esetében (E: 1.89).

A Candida HRM PCR essz¢é szenzitivitasat harom PCR késziiléken is meghataroztuk. A
Roche LightCycler® 96 ¢s Roche LightCycler® 2.0 késziilékek érzékenysége hasonlonak
bizonyult az altalunk vizsgalt Candida referencia gombatorzseken, de a Roche LightCycler®
Nano késziilék tobb Candida faj esetében is csokkent érzékenységet mutatott. A Candida
albicans, C. glabrata, C. tropicalis és C. krusei fajoknal az alkalmazott PCR késziiléktol
figgetleniil 10 CFU/ml (0.2 GE/PCR reakcid) volt az alsé detektalasi hatar. Osszeségében a
Candida parapsilosis esetében alacsonyabb szenzitivitast tapasztaltunk (100 CFU/ml). A
Candida guilliermondii és C. dubliniensis fajoknal pedig eltér6 szenzitivitast tapasztaltunk a
kiilonb6zé PCR platformokon. A PCR reakcidok hatékonysdga szinte minden esetben
meghaladta az 1.9-es értéket, kivéve a Candida guilliermondii faj esetében a LightCycler® 96
¢és LightCycler® 2.0 platformokon (18. abra).

Fajazonositas hatara (Lol)

Alacsony templat DNS mennyiség mellett sem tapasztaltunk jelentds olvadéasi homérséklet
eltolodast egyik HRM PCR esszé esetében sem. Az Aspergillus olvadasi csticsok a 10 GE
tartomanyig a fajokra jellemz6 heteroduplex mintazatot mutattak (19. abra), de alacsonyabb
templat DNS mennyiség mellett az ASP1 olvadasi cstcs fluoreszcencia intenzitdsanak
csokkenése volt megfigyelhetd. A Candida HRM PCR esszé vizsgalatakor nem tapasztaltunk
DNS templat koncentraciofiiggést az olvadasi csucsokban, tovabba hdmérséklet eltolodas sem
volt mérhetd (20. abra). A fajazonositds als6 hatdra (Lol) megegyezett az esszé analitikai

szenzitivitasanak vizsgalata soran meghatarozott érté¢kekkel.

HRM PCR médszerek megbizhatésaga, intra- és interesszé variancia

Az Aspergillus HRM analizis soran meghatarozott olvadasi csucsok reprodukalhatosagat
harom klinikai Aspergillus genomi DNS panelen vizsgaltuk (6. tablazat). A technikai
parhuzamosok ASP1-ASP2 olvadasi hdmérsékleteinek Osszesitett atlagabol kalkulalt intraesszé
variancia mind a hét Aspergillus faj esetében 4% alatt volt. Legnagyobb szérast az Aspergillus
welwitschiae olvadasi hdmérsékletében figyeltiink meg (3.15-3.19%). Az interesszé varianciak
szintén nagyon alacsonynak bizonyultak (0.01-0.06%). A variancia értékek atlaga alapjan

kalkulalt teljes variancia 2.48% volt.
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A Candida HRM essz¢é megbizhatosagat négy klinikai Candida gDNS panelen vizsgaltuk. A
klinikai izolatumokhoz tartozé olvadasi csucsok esetében az egy PCR futason beliili technikai
parhuzamosok és a fajokhoz tartozé olvadasi hdmérsékletek variancidja egyarant alacsony volt

(0.06-0.21%). Az Gsszesitett variancia értéke: 0.12%.

Vizsgaltuk a hét Candida referencia torzson az olvadasi hdmérsékletek szorasat eltér6 DNS
templat mennyiség (7.5ng-75fg/10ul) jelenlétében. A kapott olvadasi hdmérsékletekben
minden esetben 1% alatti szorast tapasztaltunk, és jelentés eltolodast még az alacsony
koncentraci6 tartomanyokban sem mértiink. A kalkuldlt intraesszé variancia ezeken a
paneleken 0.01-0.2% kozotti volt. A teljes esszé variancia szintén alacsonynak bizonyult
(0.11%).

MycoAnalyzer kiértékeld szoftver

Kifejlesztésre keriilt egy olyan online applikacidé (MycoAnalyzer), amely a HRM PCR
eredmények felhasznalobarat és gyors kiértékelését teszi lehetévé. A program a Tm ¢és a Cq
értékek megadasat kovetden automatikusan elvégzi a mintaban talalhaté Aspergillus vagy
Candida gombafaj azonositasat az elore betaplalt referencia értékek alapjan. A Candida HRM
essz¢ esetében lehetdség van a PCR késziilék kivalasztasara (LightCycler® 96, LightCycler®
2.0, LightCycler® Nano), ekkor az applikéacio figyelembe veszi a hdmérséklet eltolddasokat,
amely alapjan korrekciot végez. Tetszbleges szamu minta adhatd meg, amelyekhez egyedi
mintaazonositok rendelhetok. A program a ,,Submit” gomb lenyomaséaval indithato, az
eredményeket a ,,Result” oszlopban olvashatja le a felhasznald. Sikeres fajazonositas esetén a
mintasor z0ld szinkddot kap, és a program kiirja az azonositott faj nevét. Amennyiben a
megadott olvadasi hdmérséklet nem szerepel a referencia értékek kozott, a mintasor piros
szinkédot kap, és ,,Not identified Aspergillus/Candida species” iizenet jelenik meg. Magas

ciklusszam (Cq>40) esetében a mintasor sarga szinkoddal figyelmezteti a felhasznalot.
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Diszkusszio

A huménpatogén gombak gyors és megbizhato faji szintii azonositdsa napjainkban is komoly
kihivast jelent a mikrobioldgiai diagnosztikai laborok szamara. A gombatenyészetek fenotipus
vagy biokémiai jegyek alapjan torténd karakterizalasa iddigényes €s komplex feladat, ezért
nagy igény mutatkozik ezen a teriileten 1j, gyors ¢€s fajalapi molekularis diagnosztikai
modszerek fejlesztése irdnt. A gombadiagnosztikaban az id6 kulcsfontossagu, ugyanis példaul
a candidémiahoz kothetd mortalitas a fertdzést kovetd 12 oraban akar 20%-al is novekedhet,

amennyiben nem kezdik meg a kezelést.

Az invaziv mikézisok jelentds szazaléka tovabbra is az Aspergillus és Candida
nemzetségekhez kothetd, azonban a f6 korokozonak szamitdo Aspergillus fumigatus illetve
Candida albicans el6fordulasa csokkené tendenciat mutat. Az invaziv gombafertézések
legfébb rizikofaktora az immunszuppresszid, de a technologiai fejlodésnek koszonhetd 1j
¢letmentd orvosi beavatkozasok kovetkezményeként a gombafertézések szdma tovabbra is
jelent6sen novekszik, és egyre tobb gombafaj kimutatasa valik sziikségessé. Az Aspergillus
terreus, amely mara a harmadik leggyakrabban el6forduld invaziv aszpergillozist okozd
gombapatogénként ismert, sok esetben elsddleges amphotericin B rezisztenciaval rendelkezik.
Egy 2004 ¢és 2008 kozott végzett epidemiologiai tanulmanyban megallapitottak, hogy 5036
candidémiaval diagnosztizalt beteg koziil az esetek kozel felében (49,6%) non-albicans eredetii
fertdzést volt kimutathatd, amelyek jelentds szazalékaban Candida glabrata-t azonositottak. A
gombafajok eltérd virulenciaja és az antifungalis szer érzékenységiik miatt a fajalapu diagnozis
kiemelt fontossagi. A Candida nemzetségen beliil mar annyira gyakori az antifungalis
rezisztens torzsek eléforduldsa, hogy tobb faj is szerepel a WHO (World Health Organization)
és a CDCA (Centers for Disease Control Antibiotic) kockézati listdjan. A PCR technikdk
konnyt kivitelezhetdséglik, gyorsasaguk, magas szenzitivitasuk €s alacsony koltségiik miatt jol
illeszkednek a gombadiagnosztikaba. A nagyfelbontasu olvadasi gorbe analizisen alapulo PCR
modszereket a szekvenalas alternativajaként mar sikeresen alkalmazzak baktériumtenyészetek

gyors, koltséghatékony faji szintli azonositasara.

Ph.D. munkdm sorén nagyfelbontasu olvadasi gérbe (HRM) alapu gombadiagnosztikai PCR
essz€k kidolgozasaban vettem részt, amelyek 14 klinikailag relevans Aspergillus és Candida
gombafaj genetikai elkiilonitésére bizonyultak alkalmasnak. Ezen modszerek egyik elénye,

hogy a PCR reakci6 soran keletkezé amplikonok egyedi fajspecifikus olvaddsi mintazata
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alapjan végezziik a fajmeghatarozast. Emiatt a fajazonositashoz nincs sziikség a génszekvencia

pontos ismeretére, és nem alkalmazunk szekvencia specifikus probakat sem.

In silico vizsgalatokkal az Aspergillus és Candida nemzetségek S-tubulin génjén beliil olyan
régiokat azonositottunk, amelyek a fajok kozott kelld mértékii szekvencia eltéréssel
rendelkeznek. Ezek alapjan a HRM analizisek soran fajspecifikus referencia olvadasi
hémérséklettartomanyokat hataroztunk meg. Az Aspergillus HRM PCR esszé két primerpar
alkalmazasaval, heteroduplex olvadasi csticsok révén kiiloniti el az Aspergillus fumigatus, A.
lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. welwitschiae és A. tubingensis gombafajokat. A
Candida HRM PCR esszé egy primerparral képes az Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. dubliniensis gombakat faji szinten
beazonositani. A primerek specificitasat kapillaris szekvenalassal illetve agardz
gélelektroforézissel kisérletesen igazoltuk. Az essz€k in vitro standardizalasa soran 6sszesen 49
Aspergillus- és 42 Candida gombatorzset vizsgaltunk. Az Aspergillus duplex HRM PCR esszé
validalasat Roche LightCycler® 96 késziiléken végeztikk, a Candida HRM esszét harom
kiilonb6z6 PCR platformon (LightCycler® 96, LightCycler® 2.0, LlightCycler® Nano)
optimalizaltuk. Statisztikailag igazoltuk, hogy HRM PCR esszéink eredményei megbizhatok és
jol reprodukalhatoak, jelentds olvadasi hémérséklet eltolodasok még alacsony DNS
koncentracid mellett sem volt tapasztalhato. Az Aspergillus HRM esszé esetében meghatarozott
alsé detektalasi limit (LoD) 100 GE, a Candida HRM essz¢é analitikai szenzitivitasa (LoD)
osszességében 10 GE, de a Candida parapsilosis esetén csokkent érzékenységet tapasztaltunk
(LoD: 100 GE). Ezen feliil a LightCycler® Nano késziiléken a Candida parapsilosis mellett a

C. guilliermondii és C. dubliniensis esetében szintén 100 GE volt az als6 detektalasi hatar.

Az invaziv gombas fertdzések kimutatasara irdnyuld gombadiagnosztikai PCR tesztek a
vérbdl torténd direkt patogén kimutatasra 6sszpontositanak. Ennek oka egyrészt a modszerhez
kothetd magas szenzitivitds €és negativ prediktiv érték (amennyiben a beteg nem részesiil
antifungalis prophilaxisban), masfeldl pedig tobb tanulmany is aldtdmasztja, hogy a gomba
nukleinsavak elébb jelennek meg a véraramban, mint példaul a galaktomannan. Ez lehet6vé
teszi az invaziv aszpergilldzis igazoldsat még GM pozitivitas €s a klinikai tiinetek megjelenése
elott. Egger és mtsai 2020-ban megjelent kozleménye atfogd, objektiv képet ad ebben a
The Good, the Bad and the Ugly”) is taldldoan szemlélteti, hogy a fent emlitett erésségek mellett
a korlatozo tényezoket is figyelembe kell venni. Ezek koziil kiemelendd, hogy vérmintak

esetében az antifungalis prophylaxis jelentésen csokkenti a PCR tesztek diagnosztikai
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hatékonysagat. A legtobb egészségligyi centrum amely hematologiai daganatos
megbetegedések kezelésével foglalkozik, a fobb nemzetkozi iranyelvek ajanlasara az
antifungalis profilaktikus terapids megkozelitést alkalmazza. Az antifungélis prophylaxis és az
intenziv immunszuppressziv terapiak kovetkezményeként a nem Aspergillus eredetii
penészgombak el6fordulasa egyre gyakoribb a klinikumban. Emiatt fontos, hogy a PCR
diagnosztikai esszék magas analitikai specificitassal rendelkezzenek, és képesek legyenek
kiilonbséget tenni tobb Aspergillus faj kozott, ugyanakkor mas penészgombakkal ne
mutassanak keresztreakciot. Ez azért Iényeges, mert a nem Aspergillus eredetii fertézések eltérd
antifungalis kezelést igényelhetnek, illetve egyes Aspergillus fajok eleve polién vagy azol

rezisztenciaval rendelkezhetnek.

A kereskedelmi forgalomban 1évé gombadiagnosztikai PCR tesztek (MycAssay Aspergillus,
AsperGenius, MycoGenie és SeptiFast PCR) tobbsége riboszomalis 1okusz specifikus
univerzalis primereket hasznalnak, viszont az Aspergillus fumigatus és Candida albicans {6
gombapatogének mellett csak kevés fajt képesek azonositani. A megkiilonboztetett fajok
szamat tekintve az Aspergillus és Candida HRM esszék feliill maljak emlitett teszteket,
ugyanakkor szenzitivitasuk alacsonyabb. Eppen ezért elsddleges célunk, a tenyészetek és a
hemokultirdkban talalhatdé gombasejtek faji szintli azonositdsa. Eldzetes eredményként,
hemokulturabdl és kaniil mintabol mar sikeresen azonositottunk Candida glabrata és C.

albicans gombafajokat a Candida HRM moédszerrel.

A fajazonositas mellett az antifungalis rezisztenciamechanizmusokhoz kéthetd génmutaciok
azonositasa is kiemelt fontossagu. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 tesztek (AsperGenius,
MycoGenie) kizarolag a CypS1A génen beliili azol rezisztencia markerek azonositdsara
alkalmasak, ugyanakkor példaul polién (amphotericin B) rezisztenciarol nem adnak
tajékoztatast. A HRM modszerek kelléen érzékenyek a kiilonb6zé polimorfizmusok
kimutatasara, ¢és antifungalis rezisztens gombatdrzsek azonositasara. Az ERGI11
génmutaciohoz kothetd azol rezisztens Candida albicans torzsek kisziirésére mar sikeresen
alkalmazzak a HRM technikat. A MALDI-TOF tomegspektrometria szintén nagyon gyors ¢és
hatékony a gombak faji szintli azonositdsaban, de limitald tényezd, hogy a meghatarozas
jelenleg csak tiszta tenyészetekbdl lehetséges, ami napokkal is eltolhatja a diagnézist. A PCR
modszerek elédnye, hogy patogén kimutatds kozvetlentil a klinikai mintakbol (szovet, vér, BAL)
is lehetséges, azonban a PCR inhibiciobol kovetkezd alnegativ vagy a kornyezeti
kontaminaciobol adddo alpozitiv eredmények ellendrzésére kiilondsen a gombadiagnosztikai

esszek esetén kiilondsen nagy gondot kell forditani. Az ubikviter gombak esetében gyakoriak a
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laborkontaminaciobodl eredd alpozitiv eredmények. Emiatt a DNS kinyerés soran hasznalt
reagensek tisztasagat megfeleld izolacios kontroll beiktatasaval ellendrizziik, és a PCR reakcidok

esetében is hasznalunk negativ kontrollokat.

Az Aspergillus ¢és Candida HRM PCR modszerek kidolgozasakor figyelembe vettiik a
koltséghatékonysagot, egyszerii kivitelezhetdséget és reprodukalhatdésagot a nemzetkozi
iranyelveknek megfelelden. Emellett a gombadiagnosztikai HRM PCR moédszerek rutin
felhasznalasat tdmogatva 1étrehoztunk egy online kiértékeld alkalmazast (MycoAnalyzer),
amely felhaszndlobarat modon teszi lehetdveé a mintak elemzését. A dolgozatban leirttol eltérd
mintafeldolgozas vagy PCR késziilék alkalmazasa esetén az olvaddsi hdmérséklet eltolodas
miatt sziikséges referencia gombatdrzsekkel a rendszer ujra kalibralasa, és ebben az esetben a
MycoAnalyzer szoftver nem alkalmazhat6 az eredmények kiértékeléséhez. A HRM PCR teszt
jol kombindlhaté més diagnosztikai mddszerekkel is anélkiil, hogy a koltségeket jelentdsen

megemelné.

Tavlati terveink kozott szerepel a HRM esszék tesztelése betegekbdl izolalt
gombatenyészeteken, hemokultardkon, kaniil- és katéter mintakon. Emellett tervezziik a
multirezisztens Candida auris olvadasi mintazatanak meghatarozasat a Candida HRM

esszével.

Osszefoglalva ugy gondoljuk, hogy az altalunk kifejlesztett Aspergillus és Candida HRM
PCR esszék olyan alternativat nydjthatnak a mikrobiologiai laboratéoriumok szamara, amely
lehetdvé teszi klinikai jelentdségli gombapatogének egyszerli, gyors és koltséghatékony faji

szintll azonositasat.
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Osszefoglalas

Célunk olyan HRM PCR gombadiagnosztikai esszék kifejlesztése €s optimalizalasa volt,
amelyek klinikailag jelent6s Aspergillus és Candida gombafajok genetikai megkiilonboztetését
teszik lehet6vé. A két nemzetség S-tubulin génjén beliil in silico olyan diverz szekvenciaju
régiokat azonositottunk, melyek egyedi fajspecifikus genetikai ujjlenyomatként szolgaltak a
HRM analizis soran. Ennek alapjan sikeriilt referencia olvadasi hdmérsékleti tartomanyokat
meghataroznunk az Aspergillus fumigatus, A. lentulus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A.
welwitschiae, A. tubingensis, és egy masodik esszé alkalmazasaval a Candida albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii fajok
esetében. A modszerfejlesztés sordan a HRM PCR reakcioparamétereket kisérletesen
optimalizaltuk, az Aspergillus HRM PCR esszét Roche LightCycler® 96 késziiléken, a
Candida HRM PCR esszét pedig harom Roche gyartmanya PCR platformon (LightCycler®
96, LightCycler® 2.0, LightCycler® Nano) validaltuk.

Az Aspergillus HRM essz¢ analitikai szenzitivitasa 6sszességében 100 GE, a Candida HRM
esszé érzékenysége ettdl jobb, 10 GE volt, kivéve a Candida parapsilosis esetében (LOD: 100
GE). A modszer megbizhatosagat a detektalasi hatar felett kisérletesen és statisztikai
modszerrel is igazoltuk. A HRM PCR teszt hasznos lehet az in vitro koriilmények kozott lassan

novo kriptikus gombatdrzsek faji szintli azonositasaban.

A rutin felhasznalas eldsegitésének érdekében teljes diagnosztikai protokollt dolgoztunk ki,
a sejtek feltarasatol a HRM PCR eredmények kiértékeléséig. Az utdbbi tényezdt tekintve
fejlesztettiik ki a MycoAnalyzer online applikaciot, amely lehetdvé teszi a mintak egyszer( és
gyors kiértékelését. Mindemellett a HRM PCR teszt jol kombindlhatd mas diagnosztikai

modszerekkel anélkiil, hogy a koltségeket jelentésen megemelné.

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

szamara a klinikai Aspergillus és Candida gombatenyészetek faji szintii azonositasaban.

21



Koszonetnyilvanitas
Szeretném megragadni az alkalmat, hogy koszonetet mondjak mindazoknak, akik
hozzajarultak az értekezés létrejottéhez. Mindenekel6tt haldsan kdszonom témavezetOmnek
Dr. Paholcsek Melindanak ¢s Prof. Dr. Biré Sandornak a belém vetett bizalmukat, hogy
munkamat lehetévé tették a Humangenetikai Tanszéken, biztositottdk a kutatdsomhoz
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