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BEVEZETÉS 

Az élesztő- vagy fonalasgombák által okozott humán szaruhártya-gyulladás 

(keratomikózis) komoly egészségügyi problémát jelent a trópusi és szubtrópusi területek 

fejlődő országaiban, Dél-Indiában a látáskárosodás és vakság vezető okai között tartják 

számon. A látás elvesztése megelőzhető lenne a fertőzés időben történő felismerésével, a 

gyors és pontos diagnózis felállításával, valamint a megfelelő és hatékony antifungális terápia 

alkalmazásával. 

A Fusarium nemzetség képviselői Észak- és Kelet-Indiában a második, míg az ország 

déli és nyugati területein az első helyen állnak a keratomikózisból leggyakrabban izolált 

kórokozók között. Az esetek túlnyomó többségéért a Fusarium solani fajkomplexum tagjai 

felelősek, de ritkábban a Fusarium oxysporum, Fusarium fujikuroi, Fusarium dimerum, 

Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium sambucinum, Fusarium concolor és a Fusarium 

lateritium fajkomplexumok képviselőit is izolálják humán keratitiszből. 

A Fusarium izolátumok antifungális szerek iránti érzékenysége fajkomplexumonként 

eltérő lehet. Ezért a klinikai gyakorlatban általánosan alkalmazott morfológiai azonosítási 

módszerek helyett - amelyek amellett, hogy időigényesek, sok esetben csak nemzetségszintű 

azonosítást teszik lehetővé - kiemelten fontos a kórokozók faj-, de legalább fajkomplexum-

szintű azonosítása. A pontatlan határozás és az abból következő nem célzott terápia 

megnyújthatja a kezelés idejét, fokozva a rezisztencia kialakulásának esélyét és a 

mellékhatások kialakulásának kockázatát. Mindez a betegség súlyosbodásához és akár 

látásvesztéshez is vezethet. Ugyanakkor, egy megbízható, gyors és alacsony költségigényű 

fajkomplexum- vagy fajszintű azonosítási módszer hatékonyabbá teheti a Fusarium keratitisz 

gyógyítását a fejlődő országokban. 

Emellett a Fusarium törzsek gyakran rezisztenciát mutatnak a konvencionális 

antifungális szerekkel szemben. Emiatt egyre sürgetőbbé válik egy új alternatív gyógymód 

kifejlesztése. Ebben jelenthetnek megoldást az illóolajok, melyek fonalasgombákkal szembeni 

gátló hatását több korábbi publikáció is alátámasztja. Habár az illóolajok nagy 

koncentrációban, így például közvetlenül szemcsepp formájában nem alkalmazhatók 

keratitisz esetében, mivel a szaruhártya hegesedését okozhatják, de kiegészítő kezelésként 

párologtatásuk segítheti a gyorsabb gyógyulást, illetve fő komponenseik vagy azok 

származékai alapot szolgáltathatnak egy új gyógyszerhatóanyag, így egy alternatív terápiás 

eljárás kifejlesztéséhez. 



2 

Habár a gazda szervezetének érzékenysége határozza meg elsődlegesen a fertőzés 

kialakulásának az esélyét, a Fusarium-ok is rendelkeznek olyan celluláris vagy molekuláris 

jellemzőkkel, amelyek együttesen különféle mértékű virulenciát biztosítanak számukra. Ezek 

az ún. virulenciafaktorok, amik az immunszupresszált állapottal együttesen járulhatnak hozzá 

a Fusarium okozta invazív fertőzésekhez. A Fusarium-ok által szekretált enzimek lehetséges 

virulenciafaktorok, melyek segíthetik a szem szöveti degradációját a fertőzés során. A klinikai 

és környezeti izolátumok enzimaktivitásainak összehasonlító vizsgálata adatokat szolgáltathat 

a humán fertőzés kialakításában szerepet játszó enzim(ek)ről. Egy sikeresen azonosított, 

Fusarium keratitiszben szerepet játszó extracelluláris enzim tanulmányozása nemcsak a 

patomechanizmus megértését segítheti, hanem annak specifikus gátlószerét adjuváns szerként 

alkalmazva a betegség kezelését is gyorsabbá és hatékonyabbá tehetné. 

CÉLKITŰZÉSEK 

Mivel egy új, hatékonyabb kezelési mód kidolgozásához elengedhetetlen a kórokozó 

minél pontosabb ismerete, munkánk célja humán keratitiszből származó Fusarium izolátumok 

átfogó vizsgálata volt. 

Ezek alapján, a következő konkrét célokat fogalmaztuk meg munkánk kezdetén: 

 Humán szaruhártya-gyulladásból származó Fusarium izolátumok (legalább) 

fajkomplexum-szintű molekuláris azonosítsa, filogenetikai analízise; 

 Egy, a F. solani fajkomplexum tagjaira specifikus, gyors, molekuláris azonosítási 

módszer kidolgozása; 

 A klinikai izolátumok antifungális szerek és illóolajok iránti in vitro 

érzékenységének vizsgálata; 

 Antifungális hatású szerek kombinációinak (antifungális szer + antifungális szer, 

antifungális szer + illóolaj-komponens) növekedésgátló hatásának vizsgálata; 

 Klinikai és környezeti F. solani fajkomplexumhoz tartozó izolátumok extracelluláris 

enzimaktivitásainak vizsgálata és összehasonlítása. 

ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 

DNS alapú technikák: 

 Genomi DNS tisztítása 

 Agaróz gélelektroforézis 
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 Polimeráz láncreakció (PCR) 

 DNS szakaszok szekvenálása, a szekvenciák elemzése: 

 Nukleotid szekvenciák analízise (BLAST) 

 Nukleotid szekvenciák illesztése (ClustalX, BioEdit) 

 Filogenetikai analízis (PhyML, MrBayes) 

In vitro gombaellenes szerek és hatóanyag-kombinációk iránti érzékenység vizsgálata: 

 CLSI M38-A2 mikrodilúciós módszer 

 Checkerboard titrálás 

Extracelluláris enzimaktivitás vizsgálat 

  Extracelluláris keratináz aktivitás vizsgálata folyadéktenyészetben 

  Extracelluláris celluláz, elasztáz, foszfolipáz, kazeináz, lipáz, pektináz aktivitás 

vizsgálata szilárd tenyészetben 

Fény- és fluoreszcens mikroszkópos vizsgálatok 

 FUN1 festés (FUN1 Viability Staining) 

 Apoptotikus/nekrotikus események detektálása (Annexin V-FITC Apoptosis Detection 

Kit) 

Illóolajok összetételének meghatározása GC-MS analízis segítségével  

EREDMÉNYEK 

1. Humán keratitiszből származó Fusarium izolátumok molekuláris azonosítása, 

filogenetikai analízise. 

Összesen 70 humán keratitiszből származó izolátumot azonosítottunk a transzlációs 

elongációs faktor 1α-t (TEF1) és β-tubulint (TUB) kódoló gének szekvencia részletei alapján, 

majd a két génszakasz bevonásával Bayes-féle és Maximum Likelihood módszerrel 

filogenetikai analízist végeztünk. A becsült törzsfán a klinikai Fusarium izolátumok 

fajkomplexumonként öt magas támogatottsági értékekkel rendelkező kládba csoportosultak. A 

filogenetikai analízis egy kivétellel megerősítette a szekvencia-alapú azonosítás eredményeit: 

az egyik TEF1 és TUB szekvenciák alapján F. oxysporum fajkomplexumhoz sorolt izolátum a 
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törzsfán a F. fujikuroi fajkomplexum részét képezte. Mindezek alapján a 70 izolátumból 53 a 

F. solani, 6-6 a F. dimerum és F. fujikuroi, 3 a F. oxysporum és 2 a F. incarnatum-equiseti 

fajkomplexum képviselőjének bizonyult. Fajszinten 8 izolátumot azonosítottunk: a F. 

dimerum fajkomplexumon belül valamennyi izolátum Fusarium delphinoides-nek, a F. 

fujikuroi fajkomplexumon belül 3 izolátum Fusarium napiforme-nak bizonyult. A fent 

említett fajkomplexumok mindegyikét leírták már humán keratomikózisból, viszont a F. 

napiforme-t a világon elsőként azonosítottuk, mint humán keratitiszt okozó fajt. 

2. Egy új, megbízható F. solani fajkomplexum-specifikus azonosítási módszer 

kidolgozása. 

In silico vizsgálataink alapján a Fusarium nemzetségen belül egyedül a F. solani 

fajkomplexumhoz tartozó izolátumok TEF1 szakaszai hordozzák az EcoRI restrikciós 

endonukleáz specifikus felismerőhelyét. Mindezt kísérletesen is bizonyítottuk: 80 klinikai és 

környezeti Fusarium izolátum TEF1 szakaszát emésztettük EcoRI-el. Az emésztési reakciók 

valamennyi F. solani fajkomplexumhoz tartozó izolátum esetében két, a vártnak megfelelő 

méretű fragmentumot eredményeztek. Fals negatív és fals pozitív eredményeket nem kaptunk. 

Módszerünk hatékonyságát összevetettük egy korábban leírt, F. solani fajkomplexum-

specifikus PCR-alapú azonosítási módszerrel: az általunk kidolgozott módszer az esetek 

100%-ában, a PCR-alapú módszer az esetek 93,75%-ában adott helyes eredményt. 

3. Klinikai Fusarium izolátumok antifungális szerek iránti érzékenységének vizsgálata. 

Munkánk során in vitro mikrodilúciós módszerrel vizsgáltuk a klinikumban terápiás 

céllal leggyakrabban alkalmazott azol-, polién- és allilamin-típusú antimikotikumok 

(amfotericin B, ekonazol, itrakonazol, klotrimazol, natamicin, terbinafin, és vorikonazol) 

hatékonyságát klinikai Fusarium izolátumokkal szemben. A legalacsonyabb minimális gátló 

koncentráció (MIC) értékeket az amfotericin B, natamicin és terbinafin esetében figyeltük 

meg, habár voltak olyan izolátumok, amelyek egyik szerrel szemben sem bizonyultak 

érzékenynek a vizsgált koncentráció tartományon belül. A natamicin az izolátumok 

többségének növekedését a szemben terápiásan elérhető koncentrációban gátolta. Az 

ekonazol, klotrimazol és vorikonazol esetében, néhány kivételtől eltekintve, igen magas MIC-

értékeket tapasztaltunk, az itrakonazol pedig csak egy izolátum esetében okozott teljes gátlást 

a vizsgált koncentráció-tartományon belül. A fajkomplexumok között nem tapasztaltunk 

jelentős érzékenységbeli eltéréseket. 
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4. Illóolajok Fusarium-okkal szembeni gátló hatásának vizsgálata. 

Vizsgálataink során 9 illóolaj (borókaolaj, citromolaj, citromos eukaliptuszolaj, 

fahéjolaj, kakukkfűolaj, kúszó fajdbogyóolaj, majorannaolaj, muskotályzsályaolaj, teafaolaj) 

antifungális hatását vizsgáltuk 18, különböző fakomplexumhoz (F. solani, F. oxysporum, F. 

fujikuroi, F. dimerum és F. incarnatum-equiseti fajkomplexum) tartozó indiai klinikai 

izolátummal szemben, in vitro mikrodilúciós teszttel. A vizsgált illóolajok különböző 

hatékonysággal gátolták a klinikai Fusarium izolátumok növekedését. A legjelentősebb gátló 

hatást a fahéjolaj esetében tapasztaltuk. Fő komponense, a fahéjaldehid szintén erős 

antifungális hatással rendelkezett. 

Ezt követően a fahéjolaj és a fahéjaldehid antifungális hatásának manifesztációját fény-

és fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizsgáltuk. Eredményeink alapján a fahéjolaj és a 

fahéjaldehid szignifikánsan csökkentette a vizsgált izolátum metabolikus aktivitását, 

életképességét és gátolta a konídiumok csírázását. 

5. Klinikai Fusarium izolátumok hatóanyag-kombinációk iránti érzékenységének 

vizsgálata. 

Összesen 42 klinikai Fusarium izolátummal szemben vizsgáltuk az in vitro 

mikrodilúciós tesztekben leghatásosabbnak bizonyuló, de eltérő hatásmechanizmusú két 

antifungális szer, a natamicin és terbinafin között fellépő lehetséges kölcsönhatásokat. A két 

szer együttes alkalmazásával elért antifungális hatás hasonló mértékű vagy erősebb volt a 

natamicin vagy a terbinafin önállóan elért gátló hatásához képest. Az esetek 28,2%-ban 

(n=11) indifferens, 71,8%-ban (n=31) pedig szinergista kölcsönhatást tapasztaltunk a két szer 

között. Antagonizmust egy esetben sem figyeltünk meg. 

Emellett in vitro kombinációs tesztekben vizsgáltuk a natamicin, valamint a 

vizsgálataink során legerősebb antifungális hatást mutató illóolaj fő komponense, a 

fahéjaldehid között fellépő kölcsönhatásokat. Kísérleteink során a két hatóanyag között főleg 

indifferens kölcsönhatást tapasztaltunk. Mindössze egy esetben figyeltünk meg szinergizmust. 

Ennek ellenére fontos megjegyezni, hogy a magas natamicin MIC értékek fahéjaldehid 

jelenlétében a szemben elérhető terápiás natamicin koncentráció tartományra csökkentek. 

6. Klinikai és környezeti F. solani fajkomplexumhoz tartozó izolátumok extracelluláris 

enzimaktivitásainak összehasonlítása. 

Az extracelluláris enzimaktivitási teszteket a Fusarium fertőzésekből leggyakrabban 

izolálható fajkomplexum képviselőin, F. solani fajkomplexumhoz sorolt izolátumokon 
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végeztük el. Összesen 67 (23 indiai klinikai, 19 indiai talajból, valamint 11 indiai és 14 

különböző földrajzi régióból növényekről származó) izolátum extracelluláris celluláz, 

elasztáz, foszfolipáz, kazeináz, keratináz, lipáz és pektináz aktivitását teszteltük és 

hasonlítottuk össze. Eredményeink alapján a keratitiszből származó Fusarium izolátumok 

szignifikánsan magasabb proteáz (kazeináz és keratináz) aktivitással rendelkeztek, mint a 

növényi izolátumok. Ezzel szemben a növényi mintából származó izolátumok a klinikai és 

talajból származó izolátumokhoz képest kiemelkedően magas lipáz aktivitással rendelkeztek. 

A különböző forrásból származó izolátumok celluláz, elasztáz és pektináz aktivitásában nem 

figyeltünk meg szignifikáns eltéréseket. Lehetségesnek tartjuk, hogy nem egy kitüntetett 

enzim, hanem több extracelluláris enzim, illetve egyéb virulencia faktorok együttese 

szükséges egy sikeres humán fertőzés kialakításához. 

ÖSSZEFOGLALÁS 

1. Megállapítottuk, hogy továbbra is a F. solani fajkomplexum tagjai felelősek a 

keratomikózisok legnagyobb hányadáért Dél-Indiában. 

2. Elsőként azonosítottunk F. napiforme-t (F. fujikuroi fajkomplexum) humán keratitiszből. 

3. Sikeresen kidolgoztunk egy új, az F. solani fajkomplexum tagjaira specifikus, gyors, 

molekuláris azonosítási módszert. 

4. A fajkomplexumok között nem tapasztaltunk jelentős érzékenységbeli eltéréseket a 

klinikumban alkalmazott azol-, polién- és allilamin-típusú antimikotikumok iránt. 

5. Az egyik leghatékonyabbnak bizonyuló antifungális szer, a natamicin az izolátumok 

többségének növekedését a szemben terápiásan elérhető koncentrációban gátolta. 

6. A vizsgált illóolajok közül a fahéjolaj bizonyult a leghatékonyabbnak. 

7. A fahéjolaj fő komponense, a fahéjaldehid hasonlóan erős antifungális hatást mutatott. 

8. A hatóanyag kombinációs tesztek során a natamicin és terbinafin között elsősorban 

szinergista kölcsönhatást figyeltünk meg. Ez alapján feltételezhető, hogy a két szer 

kombinációja alkalmas lehet a Fusarium keratitisz hatékony kezelésére. 

9. A fahéjaldehid és natamicin kombinációi az önálló alkalmazásukhoz viszonyítva fokozott 

in vitro növekedésgátló hatást mutattak. 

10. A fahéjolaj és fahéjaldehid szignifikánsan csökkentette a vizsgált klinikai Fusarium 

izolátum metabolikus aktivitását, életképességét és gátolta a konídiumok csírázását. 
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11. In vitro extracelluláris enzimaktivitás tesztjeink során a növényekről származó 

izolátumok szignifikánsan magasabb extracelluláris lipáz aktivitással rendelkeztek, mint a 

talajból származó és a klinikai izolátumok. 

12. Ezzel szemben, a klinikai izolátumok keratináz és kazeináz aktivitása a növényekről 

származó izolátumokéhoz viszonyítva szignifikánsan magasabbnak bizonyult 
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