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BEVEZETES

Az Aspergillus spp. az egyik legnagyobb szamu gombacsoport. Akad koztiik szamos,
az ¢€l6 szervezetekre kéaros hatdsi ndvény, allat- és humanpatogén faj is (Aspergillus

fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus lentulus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger).

Az invaziv mikozisok napjainkban tovabbra is a fejlett orszagok legmagasabb
morbiditas és mortalitdsi megbetegedései kozé tartoznak. Prevalencidjuk fokozatosan
novekedd tendencidt mutat. Szakirodalmi adatok az invaziv mikdzisban szenveddk szamat
kozel kétmillidra becsiilik, és mara mar kozel annyi ember halalaért felelnek, mint a malaria

vagy a tuberkulézis.

A mortalitasi arany akar 100% is lehet. Bizonyitott tény tovabba, hogy bizonyos
betegcsoportokban minden, antimikrobidlis kezelés nélkiil eltelt ora jelentés mértékben képes
novelni a mortalitdst. Korhazi statisztikdk szerint az eurdpai populdcidoban az Gsszes
halélozasok 7%-aért az Aspergillus fumigatus-t tartjak felelésnek. Az elmult években azonban
jelentés mértékben emelkedett az Aspergillus terreus éltal okozott megbetegedések

gyakorisaga is.

A Candida fajok mellett az Aspergillus-ok feleldsek a leggyakoribb nozokomidlis,
gombds megbetegedések eldidézéséért. A rizikdcsoportba immundeficiens betegek,
elsésorban kéros, hematologias (neutrophil sejtek szama <500 x 10%/liter) megbetegedésekben
szenvedbdek tartoznak. Kiilondsen az akut mieloid leukémiaban (AML) szenvedd betegek

vannak kitéve leginkabb az infekci6 veszélyének.

Mivel a gombainfekciok okozta morbiditds jelentésen befolyasolja az
onkohematologiai osztdlyokon kezelt betegek életkilatasait és életmindségét, egyre nagyobb

jelentdségre tesz szert a korhazi infekciokontroll.

A megfeleld diagnozis felallitdsa nehézkes. A megtamadott szovetekben a gombak
jelenléte csak iddigényes tenyésztéses, vagy hisztopatologiai eljarasokkal, azaz a megfeleld
helyrél szarmazd biolodgiai mintdk, biopszias mintavételezések (bronchoalveolaris lavage

mintavétel; BAL) gombatenyészeteinek elemzésével igazolhat6 kelld biztonsaggal.



A szerologiai mddszerek az iddigényes tenyésztéses eljarasokkal ellentétben akar mar
harom oran beliil képesek eredményeket szolgaltatni. Az ¢élévilagban altalanosan eléforduld
gombasejtfal alkotokra sziirnek, igy nem alkalmasak az okozd agensek faji szintli
azonositasra, ezért a differencial diagnézishoz kombindlni kell ket egyéb mas, biomarker

detektalason alapulé modszerekkel (leggyakrabban PCR).

A nukleinsav alapt moddszerek konnyii kivitelezhetdségiiknek, idétakarékossdguknak
¢s jo reprodukalhatosdguknak koszonhetéen rendkivill elterjedtek. A megfeleléen
megtervezett PCR reakciok nemcsak az Aspergillusok genus, hanem akar a species szintli

azonositasara is alkalmasak.

Azonban a nem megfeleléen kivitelezett, am rendkiviil szenzitiv real-time PCR
reakciodk, az ubiquiter okoz6 agensek jelenlétébdl adodoan hamis-pozitiv eredményekhez és a
specificitdas romlasdhoz vezethetnek. Szerologiai moddszerek esetén a hamis-pozitiv
eredmények kiugréoan magas szdma olyan betegcsoportok esetében tapasztalhato, amelyeket
kozvetleniil a diagnozist megelézéen Piperacillin-Tazobactam, Ampicillin-Sulbactam
valamint Amoxicillin-Klavulansav béta-laktam tipusu antibiotikumok és béta-laktamaz gatlok

Imipenem, Ciprofloxacin, Vancomicin, Gentamicin stb. kezeltek.

Az ISHAM (International Society for Human and Animal Mycology) - EAPCRI
(European Aspergilllus PCR Initiative) egy nonprofit szervezet, 1étrejovetelének egyik o
célja, hogy a tagok Gsszerendezett és koordinalt munkajanak koszonhetéen megoldast talaljon
a nukleinsav alaptl, invaziv aszpergillozisokat detektalo eljarasok legégetébb hidnyossagara, a
standardizaciora. A laboratoriumi munkacsoporti torzstagok évente 2-3 alkalommal
iiléseznek. Kerekeasztal megbeszéléseik sordn Osszegzik az elmult idészak eredményeit.
Beszélnek tovabba kozds, nemzetkdzi kooperdciokon alapuld palyazati lehetdségekrol. A
klinikai munkacsoport célja, hogy elemezze és Osszegezze a laboratoriumi és statisztikai
munkacsoport 1j eredményeit a két masik tudomanyos szervezettel; EBMT-vel (European
Society for Blood and Marrow Transplantation), és EORTC-vel (European Organisation for
Research and Treatment of Cancer) egylittmiikodve. Javaslattételeikkel instrualjak a DNS

alapt aszpergillusz diagnosztika nemzetkdzi, validacios, kor-kontrollos vizsgélatait.



A Streptomycesek az Actinomycetes osztaly Actinomycetales rendjének Gram-pozitiv,
alkothatjak. A mar emlitett humanpatogén Aspergillus fajokkal kdzos 6kologiai ¢ldhelyeken
osztoznak. Novekedésiik soran olyan komplex morfologiai és biokémiai differencidlodasi
folyamatokon mennek keresztiil, melyek sajatsagai szilard és folyékony taptalajon jelentds
eltéréseket mutatnak. Osszetett életciklusuk szabalyozasanak Iényeges komponensei a

pleiotrép hatast autoregulatorok.

Az egyetlen, eddig ismert fehérje tipusu autoregulatort, a C faktor fehérjét a DOTE
Biologiai Intézetében (ma DE-AOK Huméngenetikai Tanszék) sikeriilt elséként a termeld
Streptomyces griseus 45H - az 1j taxonomiai besorolas szerint S. albidoflavus 45H -
torzsének 72 oras tenyészlevébdl izolalni, azonositani, majd génjét klonozni, szekvenalni, és

szabalyzo6 hatasat vizsgalni. A szekréciora keriilt fehérje 324 aminosavbol all.

Az ¢érett C faktor fehérje aminosav szekvencidjat PSI-BLAST homologiakeresd
programokkal vizsgdlva hozzd nagyon hasonld ortolég, azaz mas fajokban meglévd,
humanpatogén fonalas gombafajban (lasd alabb), tovabbi két apatogén gombaban, egyéb mas
Streptomyces fajokban, ill. néhdny Gram-pozitiv, nem Actinomyces, alacsony G+C tartalmu

baktériumban, valamint ezek fagjaiban.

A patogén fonalas gombdk kozil az Aspergillus fumigatus és az Aspergillus terreus
fajokban taldlhatdé meg a gén. Sajat adataink alapjdn a még nem szekvenalt Aspergillus
lentulus genom is rendelkezik facC ortoloég génekkel. Raadéasul az Aspergillus fumigatus
esetében a C-faktor génje egyszerre kettd, a harmas és az 0Otds kromoszomékon is

megtalalhato.

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

génjeit hasznaljak (facC) targetként.



CELKITUZESEK

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

* Az Aspergillus fumigatus ¢€s Aspergillus terreus specifikus, facC ortolégokhoz
tervezett Tagman® esszék reakcid hatékonysaganak, analitikai szenzitivitdsanak, ill.
specificitasanak meghatarozasara.

* Az Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus lentulus fajoknak a jellemz6 olvadaspontjaik
(olvadaspont analizis), leolvadasi gorbéik (HRM analizis) alapjan torténd azonositésa.

* Tagman® esszék dinamikus tartomanyanak vizsgalata Aspergillus fumigatus ill.
Aspergillus  terreus konidium tartalmd, nagyszdmui szérum mintdn, automata
nukleinsav izolal6 rendszerben.

* A Tagman®-LNA probas Aspergillus fumigatus specifikus real-time essz¢k validalasa
prospektiv eset-kontroll tanulmany sordn a Debreceni Egyetem Belgyodgyaszati
Intézetével, valamint az Orvosi Mikrobiologiai, ¢és Patologiai Intézetekkel
egyiittmiikddve. Kombindlt biologiai marker analizis sordn lazas, neutropénias
betegeket monitorozunk Aspergillus specifikus antitestek, ill. Aspergillus fumigatus
facC ortolégok jelenlétére, hdrom napos nyomonkdvetéssel. A kombinalt biomarker
analizisek eredményeit Osszevetjiik egymassal és a konvencionalis moédszerek
eredményeivel, majd meghatarozzuk az egyes modszerek diagnosztikai hatékonysagat.

* Részt vesziink az évenként legalabb egy alkalommal megszervezett korkontrollos
vizsgalatokban, lehetdséget teremtvén sajat fejlesztésii, Aspergillus gomba nukleinsav
detektalason alapuld, real-time diagnosztikai rendszereink tovabbfejlesztésére,

tesztelésére, valamit a nemzetkdzi mezdnyben elfoglalt helytink felmérésére.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Bioinformatikai modszerek C-faktor homologok keresésére

Az C faktor fehérje aminosav szekvenciajat PSI-BLAST homoldgia keresd

programmal vizsgaltuk. Fehérje adatbazisokban végeztiink keresést a bevitt szekvenciaval.

Tagman® MGB és Tagman® LNA esszék fejlesztése

Osszesen nyolc kiilénbozé 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 talalhatd. Mivel az
Aspergillus  fumigatus genomjaban egyszerre két példanyban (AFUA 3G14910,
AFUA 5G00540) is megtalalhatéak facC ortolog gének, ezért az Aspergilus fumigatus
diagnosztizalo rendszerek esetében fejlesztettiink Un. dual-copy esszéket is. Ez utdbbiak
esetében egyetlen real-time PCR reakcidé soran négy szekvencia specifikus primer és két,
ugyanazt a fluorofort tartalmazé proba hasznalataval egyszerre két génrdl, szimultan torténik

az amplifikacio.

Aspergillus fajok tenyésztése és a gDNS kinyerése

Héarom (Aspergillus fumigatus AF293), ill. hét napos (Aspergillus terreus NCCB
IH2624 ill. Aspergillus lentulus SZMC3118) torzsek spdra szuszpenzidit hasznaltuk
inokulumként ¢és tenyésztettiik folyékony, glilkdz tartalmt, minimal taptalajon. Patogén
gombak feliileti tenyészeteit mechanikus lizissel folyékony nitrogénben tartuk fel és genomi

DNS-t izolaltunk.

PCR amplifikacios kontrollok

A genomi ekvivalens (GE) egy adott faj egyetlen genomjat reprezentdlo DNS
mennyiségét jelenti. A kiillonbozd, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill. Aspergillus
tartalmazott megfeleld belsé kontrollokat. Az Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus
terreus IH2624 haploid genomjat (1 GE) 15 fg-nak becsiiltiik.



Tagman® MGB és Tagman® LNA esszék reakcié hatékonysiganak és specificitasanak

mérése gDNS paneleken

Az egyes esszék reakcido hatékonysaganak, ill. detektdcios kiiszobének
megallapitdsdhoz standard sorokat (panelek) készitettiink a fonalas gombék genomi DNS
izolatumaibol, igy meghataroztuk esszéink dinamikus tartomanyat. Aspergillus fumigatus
AF293, Aspergillus terreus NCCB IH2624 fajok genomi DNS izoldtumaibdl 25 tagbol allo,
15 ng - 15 fg (7-logo) tartomanyu higitasi sorozatokat készitettiink nukleazmentes vizben
(Ambion PCR grade water). Mintanként harom péarhuzamos reakcioval dolgoztunk, majd
sikeres amplifikaciot kovetéen a kapott Cp értékeket atlagoltuk és kalibracios egyenest
illesztettiink az egyes mintakhoz rendelt Cp értékek és ismert DNS tartalmuk 10-es alapt
logaritmuséanak fliggvényében kapott pontokra. A kapott linearis gorbék meredekségébdl (y =

mx + b) reakcio hatékonysagot (E = efficiency) szamoltunk.

Tagman®-MGB esszéink specificitdsat vizsgaltuk humdn placenta ill. szamos
prokaridta ill. eukariota patogén gomba klinikai izoldtumainak, valamint apatogén gombak
genomi DNS-ével. Tagman®-LNA4 esszénk specificitasat az ISHAM-EAPCRI altal 2013-
ban (2013/08/20) kibocsatott kdrkontrollos panelen vizsgaltuk.

Olvadaspont analizis Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus fajok azonositasara

Az ISHAM-EAPCRI 2013/08/20 korkontrolos 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. Ebbdl arra a

kovetkeztetésre jutottunk, hogy a még nem szekvenalt Aspergillus lentulus genom is tartalmaz

facC ortolog gén(eke)t. Aspergillus fumigatus AFUA 3G14910, ill. AFUA 5G00540 gének

crer

crer

Aspergillus fumigatus AFUA 3G14910-génhez tartozo6, primerparral sikeresen amplifikalt
Aspergillus lentulus nukleinsav fragmenteket megszekvenaltattuk, majd megterveztik az
Aspergillus fumigatus Af293 facC ortolog (AFUA 3G14910), és az Asperillus lentulus
SZMC3118 torzs facC ortolog génekhez egyarant hibridizalé PCR primereket, amelyeket a
tovabbiakban az Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus lentulus fajok amplikonjainak jellemzd
szekvencia eltéréseibdl adodo olvadaspontjaik, és leolvadasi gorbéik (HRM analizis) alapjan

torténd azonositasara tervezzik hasznalni.



HRM esszé reakcio hatékonysaganak mérése gDNS paneleken

Aspergillus fumigatus AF293 ill. Aspergillus lentulus SZMC3118 genomi DNS
tartalmi paneleket (HRM panel-1, HRM panel-2, HRM panel-3) készitettiink 7 logio
tartomanyban (10°-1 GE/PCR reakcio).

Tagman® esszék dinamikus tartomanyinak mérése Aspergillus konidium tartalmi
q Yy perg

paneleken

A bioldgiai mintédk (kontroll és panel mintdk egyarant) nukleinsav extrakcidja Roche
MagNA Pure LC 2.0 automata nukleinsav izoldld rendszerben folyt. Hattagu teljes vér
paneleket készitettiink Tagman®-MGB (Tagman®-MGB3, Tagman®-MGB4), ill. Tagman®-
LNA  (Tagman®-LNA3, Tagman®-LNA4) esszéink dinamikus tartomanyainak
meghatarozasihoz. Ottagl, nagyszami szérum paneleken Tagman®-LNA esszéinket tovabb

teszteltik.

A panelekkel megegyezd szamu negativ kontroll szérumok analizise folyt. Az
extrakcidos kontroll mintdk (ECN-ek) 5%-nal magasabb fals pozitivitasa esetén kapott

eredményeink nem keriiltek kiértékelésre.

A gomba konidiumokat MagNA Lyser (Roche Applied Science) késziilékkel és
kerdmia gyongyok alkalmazasaval, altalunk optimalizalt protokollnak megfelelden tartuk fel a
tovabbi felhasznalasnak megfeleléen 250 pl, ill 1250 pl-ben. Az automata nukleinsav izolalas

Roche MagNA Pure LC 2.0 rendszerben zajlott.

A Tagman®-MGB real-time PCR amplifikaciok az Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR késziiléken, mig a Tagman®- LNA real-time analizisek a Roche LightCycler” 480
Instrument II késziiléken futottak 20 pl reakcio térfogatban és megfeleld PCR-IC, ill. PCR-
NTC kontrolok beiktatasa mellett.



BETEGEK ES MODSZEREK

Betegpopulacio

2012. junius 6 és 2013. majus 8 kozt eltelt 11 honap soran 27 [16 férfi; atlagéletkor:
(év) £ (SD) 42.5 + 21.72 (14-75 év), és 11 nd; atlagéletkor: (év) + (SD) 45.5 = 15.31 (19-66
¢v)], kiilonbozo hematoldgiai megbetegedésben (foként AML) szenvedd, dssejttranszplantalt,
intenziv kemoterapias kezelés alatt allo, lizas neutropénias (neutrofil szam < 0,5x10°
sejt/liter; testhdmérséklet > 38°C két alkalommal mérve > 38.5°C egyszer mérve) beteg
(LNE) keriilt bevonasra prospektiv eset-kontroll tanulmanyunkba a Debreceni Egyetem

Belgyogyaszati Intézet beteganyagabol.

Eset csoport, kotroll csoport

A klinikus szakemberek a lazas neutropénias epizoédokat az invaziv tiidéaszpergilldzis
(ITA) szempontjabol kiilobozd veszélyességi csoportokba (bizonyitott ITA, valoszini ITA,
lehetséges ITA) soroltdk az EORTC-MSG 4altal definialt irdnyelveknek megfelelden, objektiv
klinikai, mikrobioldgiai (tenyésztés, hemokultirdk, BAL), képalkot6 (mellkas CT) ¢és
molekularis (GM szeroldgia) vizsgélatok eredményeinek figyelembe vételével. A klinikai
sorolt epizodok képezték az eset csoportunkat, mig a ,,lehetséges ITA” kategoriaba soroltak a

kontrol csoportot.

Az invaziv tiido aszpergillozis diagnosztikai stratégiaja

A 1az megjelenését kovetden a betegek valamilyen (pl. cefepime vagy carbapenem)
széles spektumu antibiotikum kezelést kaptak az aktualis IDSA (Infectious Diseases Society
of America) iranyelveknek megfelelden, illetve minden vizsgéalatba bevont epizodrol késziilt
mellkas CT vizsgalat. Tovabbd, diagnosztikai stratégiank részeként kombindlt biologiai
marker-monitorozast végeztiink invaziv tiidé aszpergillozis (ITA) detektdlasara. Lazas
neutropénias betegek szérum mintdit monitoroztuk kiilonb6zd biologiai target molekuldk;
galaktomanndn (GM) antigén ill. facC ortolog génszakaszok jelenlétére Platelia Aspergillus

GM-EIA szerologia és facC-PCR modszerekkel.
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A betegek szérum mintéi (3 darab) sarga kupakos, gélszeparatoros csovekbe keriiltek
levételre, és a Debreceni Egyetem Mikrobioldgiai Intézetébe érkeztek a vizsgalatkérd

lapokkal egyfitt.

Az Aspergillus GM-EIA vizsgalatok a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai
Intézetének Virus laboratoriumaban folytak, ahol sandwich ELISA (Platelia Aspergillus GM-
EIA; Bio-Rad Laboratories, Magyarorszag) tesztet hasznaltak a GM detektalasdhoz szérum
mintakbol. GM-EIA eredmények kiértékelését az ODysois20 = 0.5 pozitivitasi cut-off index

figyelembe vétele mellett, az eldirtaknak megfeleléen végezték.

A GM szerologiaval parhuzamosan, a nukleinsav alapu diagndzis az altalunk
optimalizalt C faktor ortolég gének detektalasan alapuld facC-PCR esszéinkkel a
Humangenetika Tanszéken tortént. Megfeleld negativ kontrollok beiktatdsa mellett, mar
egyetlen pozitiv PCR reakcid-esetén pozitivnak értékeltiik az adott bioldgiai mintat. Ideélis
esetben adott 14zas neutropénids epizodhoz harom Aspergillus GM-szerologia és harom facC-

PCR eredmény volt rendelhetd.

A lazas allapot antibiotikumos kezelés ellenére vald fennallta, esetleg pozitiv GM-

szerologia, ill. pozitiv mellkas rontgen esetén végeztek BAL- vizsgalatot is.

A tid6 szovetében tenyészd gombafonalak megjelenitésére alkalmas eljards a
hematoxylin-eosin (H&E) festés, azonban szoveti nekrdzis esetén javasolt tovabbi kiegészitd
festési eljarasok alkalmazasa, mint az ugyancsak gomba specifikus Grocott-Gomori féle
methenamine eziistfestés (GMS), ill. a perjodsavas (Periodic acid-Schiff) festés (PAS).
Szbveti mintékat a patologus kollégak a fobb testtdjakrol, ill. a tiidé parenchimédnak harom jol
elkiiloniilo teriiletérol vettek és azokat gondosan vizsgaltak jellegzetes, Aspergillus eredetii

gombafonalak jelenlétére.

Az invaziv tiido aszpergillozis terapias stratégiaja

Tobb napon at tartd, széles spektrumut antibiotikum terdpidra nem reagald, esetleg
visszatérd laz, egynél tobb pozitiv szeroldgiai eredmény, ill. pozitiv CT és/vagy BAL
tenyésztés egylittes elofordulasa alatdmasztjdk az antifungalis terdpia megkezdésének
fontossagat. A lazas allapot megsziinése, negativ CT és/vagy BAL tenyészet esetén javasoljuk

a kombinalt, biomarker monitorozasi periodus kiterjesztését heti kétszeri ellendrzéssel.
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ADATELEMZES

A statisztikai analizisekbe bevont epizddokat a vizsgalt betegség szempontjabol,
aktualis egészségligyi statuszuknak megfeleléen, két alpopuldciora bontjuk. Esetekre és
kontrollokra. A kategorikus (pozitiv teszt/beteg, negativ teszt/beteg) és folytonos (Se, Sp,
PV", PV") valtozok meghatarozasa mellett kalkuldltunk atlagot, mediant, standard devidciot

(SD+), ill. megbizhatosagi tartomanyt (95% CI).

ROC analizis

FacC-PCR, ill. a GM-EIA modszerek diagnosztikai hatékonysaganak méréséhez a
tesztek valtozé (kvantitativ) eredményeit, 77 GM-EIA index ¢és 249 facC-PCR Cq megfeleld
kvantitativ (pozitiv/negativ) eredményekké alakitottuk, alapul véve a mintdkat szolgéltato
epizodok aktudlis egészségiigyi allapotat az ITA fertézés szempontjabdl (eset csoport és

kontrol csoport).

FacC-PCR esetében minden PCR futast kiilon analizaltunk. Szenzitivitasi és
specificitdsi mutatokat kalkulaltunk az egyes dontési tartomanyoknal, majd ROC gorbét
szerkesztettiink oly modon, hogy a valos pozitiv (y tengelyen szenzitivitas értékek) értékeket
abrazoltuk a fals-pozitivok (1-specificitas értékek az x tengelyen) fliggvényében. Gorbe alatti
teriiletet szamoltunk 95%-0s megbizhatosagi tartomannyal (95% CI), ill. standard hibaval
(£SD). A gorbe alatti teriilet meghatarozasa mellett szdmoltunk pozitiv és negativ likelihood

aranyokat (LR, LR"), ill. pozitiv és negativ prediktiv értékeket (PV', PV") is.

Vizsgalo modszerek osszehasonlitasa Kappa-teszttel

A gold-standard Aspergillus Platelia GM-EIA ill. az 10j, bevezetésre vard6 modszer,
esetlinkben facC-PCR diszkriminator altal generalt eredmények kozti kondordancia vizsgalata
érdekében Cohen féle Kappa tesztet végeztiink, amely figyelmen kiviil hagyja a betegek valos
statuszat, mindosszesen csak azt vizsgalja, hogy a két diagnosztikai teszt (operator) altal
generalt eredmények milyen mértékben egyeznek, illetve egyezésiik milyen mértékben

tudhato be a véletlennek.
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EREDMENYEK

FacC ortolog gének jelenlétét igazoltuk aszpergillozist okozo humanpatogén fajokban

Az érett C-faktor fehérje aminosav szekvencidjat PSI-BLAST homoldgia keresd
programokkal vizsgaltuk ¢és hozzd nagyon hasonld ortolog, valosziniisithetden kozos
evolucids eredettel rendelkezd géneket talaltunk tobbek kozott az Aspergillus fumigatus
Af293, Aspergillus terreus NIH2624 humanpatogén, fonalas gombafajokban. Az Aspergillus
Sfumigatus Af293 genomban egyszerre két példanyban, a 3-as (AFUA 3G14910) és az 5-0s
(AFUA 5G00540) kromoszoman is megtalalhatdak a C-faktor ortolog gének. Az Aspergillus
terreus IH2624 genomban csak egyetlen gén talalhato.

Tagman®-MGB és Tagman®-LNA esszék dinamikus tartomanya gDNS paneleken

Nyolc kiilonb6zé Tagman® esszét fejlesztettiink és teszteltiink Aspergillus fumigatus
(MGBI1, MGB2, MGB3, LNA1, LNA2, LNA3) és Aspergillus terreus (MGB4, LNA4) fajok
szenzitiv detektalasara és azonositdsdra. Majd ezt kovetden meghataroztuk Aspergillus
fumigatus Af293 ill. Aspergillus terreus TH2624 gDNS tartalmu nukleinsav paneleken az
egyes real-time esszéink reakcio hatékonysagait, ill. detektacidos kiiszob (LoD) értékeit.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy Tagqman®-LNA3 esszénk bizonyult a
legérzékenyebbnek Aspergillus fumigatus Af293 (LoD = 1 GE), mig Tagman®-LNA4
esszénk az Aspergillus terreus IH2624 (LoD = 1 GE) fajok érzékeny kimutatasara.

Taqman®-MGB, ill. Tagman®-LNA esszék analitikai specificitasa gDNS panelen
Kisérletesen igazoltuk, hogy az Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus terreus
[H2624 genomokban taldlhatd facC ortoloég génekhez hibridizald Tagman®-MGB hidrolizis
essz¢k (Tagman®-MGB3, Tagman®-MGB4) nem detektaljak sem a masik faj, sem pedig
pedig jo néhany egyéb vizsgalt faj DNS-ében meglévo facC géneket. Aspergillus fumigatus
specifikus Taqman®-LNA3, valamint az Aspergillus terreus specifikus Tagman®-LNA4
essz€k analitikai specificitasat a 2013-as ISHAM-EAPCRI panelen vizsgaltuk, melynek
alapjan Aspergillus fumigatus ill. Aspergillus terreus specifikus esszéink egyetlen esetben sem
reagaltak mas fajok gDNS-ével egyetlen kivétellel. Az Aspergillus fumigatus specifikus
Tagman®-LNA3 esszé egy esetben kereszt reakciot mutatott az Aspergillus lentulus gDNS-

ével.
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HRM esszé dinamikus tartomanya Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus gDNS

paneleken

Aspergillus fumigatus facC ortolégokkal (AFUA 3G14910) nagyfoka hasonlosagot
mutatd és kozel azonos méretli (900-950 bp) génszakaszok meglétét igazoltuk az Aspergillus
lentulus SZMC3118 genomban. A géneket Aspergillus fumigatus facC génekhez specifikus
primerekkel amplifikaltuk ¢és a kapott amplikonokat megszekvenaltattuk. Primereket
terveztiink a megszekvenalt Aspergillus fumigatus Af293 és Aspergillus lentulus SZMC3118
fajok facC gének érzékeny detektalasara, felsokszorozasara és az amplikonok jellemzd
olvadaspontjai alapjan a fajok specifikus azonositdsara. Aspergillus fumigatus Af293 és
Aspergillus lentulus SZMC3118 genomi DNS tartalmi paneleket készitettiink 7 logo
tartomanyban, majd meghataroztuk az Asperillus-HRM esszé reakcid hatékonyséagat, ill. LoD
értékeit, valamint az Aspergillus fumigatus Af293, ill. Aspergillus lentulus SZMC3118 fajok

amplikonjainak a jellemz0 olvadasi pontjait, a fajok specifikus azonositasara.

Aszpergillozis detektaldo Tagman® esszék dinamikus tartomanya konidium tartalmu
biologiai mintakon

Aspergillus fumigatus (Tagqman®-MGB3, Tagman®-LNA3) ill. Aspergillus terreus
(Tagman®-MGB4, Tagman®-LNA4) specifikus, real-time esszék dinamikus tartomanyat
vizsgaltuk konidium tartalma teljes vér és szérum mintdkon 7-5 log tartomdnyban.
Nagyszdmu mintdk analizisét kovetden linedris regressziot végeztiink és meghataroztuk a
kiilonb6z6é Tagman® esszéink dinamikus tartomanyat. Bioldgiai mintdk analizisén végzett
eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a Taqman®-LNA hidrolizis esszéink
amplifikacidos hatékonysagai bizonyultak a legjobbnak, reakcié 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 Tagman®-MGB4 esszéhez hasonloan) képes volt egyetlen,
Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus terreus gomba genom érzékeny (LoD = 1 GE),
specifikus azonositdsdra. Taqman®-LNA esszéink diagnosztikai hatékonysagat, ill.
dinamikus tartomanyat nagyszamu szérum mintakon tovabb teszteltiik. Tagman®-LNA3 real-
time essz¢ reakcid hatékonysaga konidium tartalmi szérum mintdkon 117,54%, mig a

Tagman®-LNA4 essz¢ reakcid hatékonysaga 107,93% volt.
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Invaziv tiidéaszpergillozis (ITA) infekciokontrollja
Eset csoport, kontrol csoport

Az egy éves nyomonkdvetés soran a vizsgalatba bevont 27 beteget EORTC/MSG
iranyelveknek megfeleléen klinikus szakorvos sorolta retrospektiv mddon az invaziv
tiiddaszpergillozis (ITA) haromfokozatu kategoriarendszerének - bizonyitott, valdszinii (eset

csoport), ill. nem bizonyitott (kontrol csoport) — valamelyikébe.

Empirikus antifungalis terapia

A lazas neutropénias epizodok koziil 15 beteg részestilt széles spektrumt antifungalis
terapidban. Az epizédok 60%-ar6l azonban késobb kideriilt, hogy feleslegesen terhelték

szervezetiiket az erdsen nefro-és hepatotoxikus szerekkel.

ITA diagnozisa konvencionalis modszerekkel

Egybehangz6 negativ Aspergillus GM szerologia és ITA-ra nem utald (negativ)
mellkas CT leletek rendelkeznek a legmagasabb diszkrimindciés hatékonysaggal az
aszpergillozis kizarasara. Az esetek 94,5%-aban mutattak egybehangzé eredményeket, és nem
utaltak ITA-ra. A két mddszer negativ prediktiv értéke; PV™: 0,94. Invaziv BAL beavatkozast
az epizddok 77%-aban, megfeleld indikacio esetén végeztek. Konkordans negativ mellkas CT
¢s BAL ugyancsak magas diszkriminaciés hatékonysagot mutatott az ITA kizaraséra, hiszen a
PV™ értéke 0,92. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az invaziv BAL modszer a
vizsgalt 15 epizddot tartalmazd kontrol csoport 93%-aban, azaz egyetlen eset kivételével

képes volt kizarni az invaziv tiid6 aszpergillozist; PV™: 0,93.

Biologiai marker-monitorozasok diagnosztikai pontossaga és hatékonysaga

ROC (receiver operating characteristic curves) analizist végeztiink és gorbe alatti
teriiletet (AUC) szamoltunk Aspergillus GM ¢és facC-PCR diszkriminatorok diagnosztikai
pontossaganak szamitdsahoz. A gorbe alatti teriiletek mérdszdmai, a szerologiai Platelia
Aspergillus GM-EIA moédszer esetében ,,megfelel6” 0.7283 (95% CI 0.6031-0.8535); P értek
< 0.0012 £0.0639, mig a facC-PCR teszt esetében ,,jelentds” 0.8004 (95% CI 0.6976-0.9031);
P érték < 0.0001 £0.05243 diagnosztikai pontossagra utalnak.
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Diagnosztikai hatékonysagi mutatdkat; szenzitivitds (Se), specificitas (Sp),
valoszintiségi hanyadosokat (LR", LR"), prediktiv értékeket (PV', PV") és esélyhanyadost
(DOR) szamoltunk a Platelia Aspergillus GM-EIA szerologia és facC-PCR tesztekre.

Cohen féle kappa-statisztikat végeztiink a kétféle diszkriminator (Platelia Aspergillus
GM-EIA ill. facC-PCR) eredmények konkordancidjanak a vizsgalatara. A kappa index értéke

(K =0.258), amely a két vizsgalt diszkriminator eredményeinek mérsékelt egyezését mutatta.

Tulélési ratak

Eset-kontroll tanulmanyunk teljes talélési rataja 48.15% volt. A 27 vizsgalt betegbdl
13 halalozott el a nyomonkovetési periddus idészaka soran. A 23 GM-EIA negativ beteg
43,47%-a, mig a 4 GM-EIA pozitiv beteg 75%-a halalozott el.

Harom esettanulmany

Az elhunyt betegek 53.85%-aban (7/13) végeztek poszt-mortem hisztologiai (PMH)
vizsgalatot. Harom beteg esetében mutatkozott jelentds ellentmondas a PMH adatok, ill. a

klinikai vizsgélatok eredményei kdzott.

Az ID-4 epizdédot a klinikus az EORTC/MSG kritériumrendszerben leirtaknak
megfelelden eredetileg kontroll (lehetséges ITA) csoportba sorolta, am halalat kovetden a
PMH egyértelmiien igazolta a tlidejében az Aspergillusokra jellemz6é dichotomikus hifa
elagazasokat igy az ID-4 epizod, utdlagos korrekcidt kdvetden atkeriilt az eset csoportba. A
kombinalt biomareker monitorozas és a kozel fél éves nyomonkdvetés sordn a 11 facC-PCR
teszt eredményei egyetlen kivétellel pozitivnak bizonyultak, mig ezzel szemben az ez alatt az

iddszak alatt 6sszegylilt GM-szeroldgia eredményei konzekvensen negativak maradtak.

Az ID-24 beteget az antibiotikumra nem reagdl6 laz, pozitiv CT, negativ Aspergillus-
GM szerologia (és ugyancsak negativ facC-PCR eredményekkel) és negativ BAL
eredményekkel eredetileg az eset (valoszini ITA) csoportba sorolta a klinikus. A
posztmortem hisztologiai vizsgédlat azonban nem tudta megerdsiteni a tiidoben tenyészo
Aspergillus hifdk jelenlétét. Ezt az epizddot végiil ugyancsak atkategorizaltdk a kontrol
csoportba

Antibiotikumra nem reagal6 14z, Aspergillus pozitiv BAL tenyészet és a harombol egy
pozitiv GM-EIA eredmény alapjan, az eredetileg eset csoportba (valdszinti ITA) sorolt ID-10

epizodrdl szintén nem sikeriilt az autopszia folyaman igazolni a tiidéaszpergillozist, azonban,
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ennek ellenére a klinikus szakemberek ugy itélték meg, hogy nem sziikséges az

atkategorizalas.
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MEGBESZELES

A dolgozat témajanak alapjaul azon felfedezés szolgalt, mely szerint prokaridta
eredetli, facC ortolég gének keriilhettek 4t horizontalis géntranszferrel, apatogén, fonalas
Streptomyces baktériumok genomjabol bizonyos eukariota, humdanpatogén, fonalas,

Aspergillus gombékba.

Kisérletesen igazoltuk, hogy azon humdnpatogén gombafajok koziil, melyek a
legyengiilt immunrendszerli egyének szervezetében megtelepedni, idovel generalizalodni,
majd szisztémas, invaziv fertézéseket kialakitani képesek, és igy biologiai markereik a vérben
megjelenhetnek, csak az Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill. ahogy arra munkdank
soran fény dertiilt, az Aspergillus lentulus fajok is rendelkeznek facC ortolog génekkel. Ezen
gének megfelelden kivalasztott szakaszai kozti szekvencia divergencia mértéke elegenddnek
bizonyult ahhoz, hogy olyan specifikus esszéket fejlessziink, amelyek sem mas fajokkal, sem
pedig egymassal nem adnak keresztreakciot, lehetdséget teremtve a harom emlitett faj nagyon
érzékeny és specifikus, faji szintli azonositasara kiilonb6zd bioldgiai (teljes vér, szérum,

BAL) mintakbol.

Nyolc kiilonb6zé Tagman® real-time, valamint egy HRM esszét fejlesztettiink
Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, ill. Aspergillus lentulus fajok specifikus és
érzékeny detektalasara. Méréseink alapjan az Aspergillus fumigatus specifikus Tagman®-
LNA3, ill. az Aspergillus terreus specifikus Tagman®-LNA4 real-time esszéink detektalési
kiiszob értékei bizonyultak a legalacsonyabbnak (LoD = 1 CFU/bioldgiai minta) kiillonb6zo
konidium tartalmt bioldgiai paneleken. Az Aspergillus fumigatus és Aspergillus lentulus
fajokat jellemzd olvadasi gorbéjiik alapjan azonositani képes HRM essz¢é klinikai mintakon
torténd validalasa jelenleg is folyamatban van. Az essz¢é analitikai szenzitivitasa kiilonb6zo,
Aspergillus fumigatus, ill. Aspergillus lentulus gDNS tartalmt paneleken vizsgalva; LoD = 1
GE.

Az elmult évek soran alkalmunk volt dolgozni szérum, teljes vér, ill. BAL mintakkal
egyarant. A bioldgiai mintak jellegétdl fliggden szamos protokollt optimalizaltunk. Teljes vér,
ill. BAL mintak nukleinsav extrakciojdhoz a kerdmia gyongyos, mechanikai lizissel (Roche,
MagNA Lyser) kombindlt automata nukleinsav izolalas (Roche, MagNA Pure LC 2.0)
bizonyultak a leghatékonyabbnak (modszer-1). Annak ellenére, hogy a teljes vér, ill. BAL
mintak tartalmazzak az egységnyi térfogatra esdé legtobb gomba nukleinsav molekulat, az

elmult néhany év soran a szérum mintdk mind hangstlyosabb szerephez jutottak.
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Real-time esszéink analitikai specificitasat teszteltik a 2013-as ISHAM-EAPCRI
panelen is. Ez a panel kiilonb6z6 patogén, invaziv aszpergillozist vagy candiddzist okozd, ill.

egyeb gomba gDNS izolatumait tartalmazta valtoz6 koncentracidban.

Eredményeink alapjan az Aspergillus terreus specifikus Tagman®-LNA4 essz¢ LoD-
értéke nagyon alacsonynak bizonyult. A PCR reakcidkban, 18 fg-nyi (1,2 GE) mennyiségben
jelen levd Aspergillus terreus valamely klinikai izoldtuméanak DNS-ét volt képes detektalni,
amelyre a korkontrollos vizsgalatban részt vevd centrumok tovabbi 45%-a (a tobbi részt vevo
centrum altal visszaszolgalt 33 adatsorbol 15) volt még képes. A Tagman®-LNA4 esszé
specificitdsa maximalis, 100% volt. Azonban az Aspergillus fumigatus Tagqman®-LNA3 esszé
mar nem volt képes a PCR reakcio 20 pl-ében elméletileg, 1,2 GE-nek megfeleld Aspergillus

fumigatus valamely klinikai izolatumanak DNS-ét detektalni.

Az ISHAM-EAPCRI laboratoriumi munkacsoportjanak tagjaként részt vettiink a
2014-es korkontrollos BAL panelek vizsgalataban, amelyek egy része Aspergillus fumigatus
eredeti nukleinsav molekuldkat, mig mas részikk Aspergillus fumigatus konidiumokat

tartalmazott kiilonboz6 koncentracidban.

Aspergillus  fumigatus konidium, illetve a gDNS panelek analizisével kapott
eredményeinket Osszegezvén megallapithatd volt, hogy vizsgalt modszereink kozil a
legmagasabb pontot az altalunk optimalizalt, keramiagydngyds-mechanikai lizisen és LC 2.0

kapillaris detektalason alapulé modszer-1 (25 pont az §sszesen kaphato 32-bdl) kapta.

Megallapithaté tovabba az is, hogy az Aaltalunk optimalizalt, keramiagyongyos-
mechanikai lizis 1ényegesen hatékonyabban tarja fel a biologiai (BAL) mintakban jelen levd
Aspergillus fumigatus konidiumokat ugy, hogy kozben nem roncsolja gomba eredetii

nukleinsavakat.

A pontos ¢és korai diagnézis kritikus jelentségli, hiszen amig az aszpergill6zisos
betegek tulélési esélyei jelentds mértékben csokkennek, ugy kezelésiik koltségei drasztikus
mértékben novekszenek a betegség elérehaladtaval. A koérhdzi infekcidkontroll és a
rizikocsoportok monitorozasa abban az esetben lehetne még eredményesebb, ha olyan rutin
diagnosztikai modszerek allndnak rendelkezésre, amelyek koltséghatékonyak, igy megfeleld

indikécio esetén rendszeres bioldgiai marker-monitorozast tennének lehetéveé.
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Annak okédn, hogy a kiilonb6zé sulyos, foleg hematoldgiai megbetegedésekben
(els6sorban akut leukémia) szenvedd betegek, hosszan tartd, elhizodd neutropéniaval,
jelentds veszélynek vannak kitéve az invaziv tlidéaszpergillozis szempontjabol, ezért

esetlikben kiemelt szerephez jutna a szigori korhazi infekcidkontroll.

Miutan megalakult a Debreceni Egyetemen a molekuléris biologusokat, genetikusokat,
mikrobiologusokat, hematologus és patologus szakembereket magaban foglald, invaziv
aszpergillozis munkacsoportunk, egy éven at tartd, prospektiv, eset-kontroll vizsgalatba
kezdtiink. A betegeket, a kiilonbozé vizsgalati eredmények alapjan, a klinikus kollégak
utolag, retrospektiv. moédon soroltdk az EORTC/MSG gomba mikoézisokra vonatkozé
iranyelveinek megfeleléen a haromfokozati kockézati rendszer kategdridinak (bizonyitott,

valdszinti, lehetséges) egyikébe.

Diagnosztikai és terdpias stratégiank részeként a ldz megjelenésének elsé napjan
intenziv bioldgiai marker-monitorozasba kezdtiink, és harom egymast kdvetdé 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. Megallapitottuk, hogy mind a CT, mind pedig a BAL
magas negativ prediktiv érték mutatokkal rendelkeznek (PV'=0.85, ill. PV'=0.93), tehat
sokkal inkabb alkalmasak az invaziv tiidéaszpergillozis kizardsara, mint megerdsitésére. A
kombinalt biomarker analizisek lezarultaval meghataroztuk a modszerek diagnosztikai
esé¢lyhanyadosait, melyek koziil a Platelia Aspergillus GM-EIA esetében, DOR = 15,33, mig a
facC-PCR esetében, DOR = 28,67 voltak.

Végezetiil pedig véleményiink szerint diagnosztikai tesztiinket jo eséllyel lehetne
kitesitve kereskedelmi forgalomba hozni. A legideélisabb alternativa az lenne, ha azt zart,

automata rendszerre szabhatnank (pl. Roche Cobas modularis rendszer).
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OSSZEFOGLALAS

PhD munkam alapvetd célja olyan PCR modszerek fejlesztése volt, amelyek képesek az invaziv
aszpergillozis azonositasara. Ennek megfelelden 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. Kiilonboz6 altalunk, ill. az ISHAM-EAPCRI
kozponti laboratéoriumi munkacsoportja altal készitett genomi DNS paneleken meghataroztuk
esszéink reakcid 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 megfeleléen dinamikus tartomanyukat nagyszami szérum mintan tovabb teszteltik. Az
ISHAM-EAPCRI laboratériumi munkacsoport tagjaként sajat fejlesztési diagnosztikai
tesztjeinkkel ¢és altalunk optimalizalt eljarasokkal részt vesziink nemzetkozi, kor-kontrollos
vizsgalatokban, ahol a tovabbi résztvevokkel egyiittmiikddve validalunk és standardizalunk PCR
alapu, aszpergillozis detektaldé modszereket, ill. vizsgéaljuk, melyek azok a tényezdk, amelyek
befolyassal birnak diagnosztikai hatékonysagukra. Mérési eredményeink alapjan megallapithato,
hogy bioldgiai mintdk széles skaldjan (teljes vér, szérum, BAL) ¢és térfogat tartomanyaban (2,5
ml-200 pl) vagyunk képesek gomba nukleinsavak biologiai mintakbol valé hatékony kinyerésére
(kozel 100%) mind manudlis, mind pedig automata rendszerben. Tovabba sikeresen
optimalizaltunk egy olyan mechanikai lizis protokollt, amely méréseink alapjan nukleinsav
veszteség nélkiill képes az Aspergillus konidiumok bioldgiai mintakbol torténd hatékony
feltarasara. Tovabbi célunk volt a facC-PCR ¢és az Aspergillus GM-EIA moddszerek diagnosztikai
erejének a mérése invaziv tiido aszpergillozis detektalasdra kiillonb6zé hematologias
megbetegedésben szenvedd, lazas neutropénids betegek nagyszamu szérum mintdin. A
posztmortem hisztologiai eredmények ismeretében elvégeztiik a sziikséges korrekciot a betegek
kategorizalasat illetéen és ennek megfelelden 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 tartozo esélyhanyados (DOR facC-PCR 28,67)
magasabbnak bizonyult a GM-EIA-hoz tartozonal (DOR GM-EIA 15,33). Prospektiv eset-
kontroll tanulmanyunk soran meghataroztuk a konvencionalis klinikai modszerek (CT, ill. BAL)
diagnosztikai értékét és dsszehasonlitottuk a kombinalt bioloégiai marker-monitorozaséval (facC-
PCR ¢és GM-EIA kombinalt analizis). A mért egyezés 70,13% volt, amely alapjan a kappa
statisztika 0,258-nak adodott. Eredményeink alapjan igazoldst nyert, hogy a konvencionalis
diagnosztikai modszerek és a PCR-el kombinalt biologiai marker monitorozasok eredményeinek

egylittes figyelembe vétele képes lehet korai és hatékony diagnozis meghozatalara.
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