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BEVEZETES

Az éleszt6- vagy fonalasgombak 4altal okozott humdan szaruhartya-gyulladas
(keratomikozis) komoly egészségiigyi problémat jelent a tropusi €és szubtropusi teriiletek
fejlodé orszagaiban, Dél-Indidban a lataskarosodas és vaksag vezetd okai kozott tartjak
szamon. A latas elvesztése megel6zhetd lenne a fertézés iddben torténd felismerésével, a
gyors ¢és pontos diagnozis felallitasaval, valamint a megfeleld és hatékony antifungalis terapia
alkalmazasaval.

A Fusarium nemzetség képviseléi Eszak- és Kelet-Indiaban a masodik, mig az orszag
déli és nyugati teriiletein az elsd helyen éllnak a keratomikdzisbol leggyakrabban izolalt
korokozok kozott. Az esetek tilnyomod tobbségéért a Fusarium solani fajkomplexum tagjai
felel6sek, de ritkabban a Fusarium oxysporum, Fusarium fujikuroi, Fusarium dimerum,
Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium sambucinum, Fusarium concolor és a Fusarium
lateritium fajkomplexumok képvisel6it is izolaljak human keratitiszbdl.

A Fusarium izolatumok antifungalis szerek iranti érzékenysége fajkomplexumonként
eltérd lehet. Ezért a klinikai gyakorlatban altalanosan alkalmazott morfoldgiai azonositasi
modszerek helyett - amelyek amellett, hogy iddigényesek, sok esetben csak nemzetségszintii
azonositast teszik lehetové - kiemelten fontos a koérokozok faj-, de legalabb fajkomplexum-
szintll azonositdsa. A pontatlan hatdrozas ¢€s az abbol kovetkezO nem célzott terapia
megnyUjthatja a kezelés idejét, fokozva a rezisztencia kialakulasanak esélyét és a
mellékhatasok kialakuldsanak kockéazatat. Mindez a betegség sulyosbodasahoz és akar
latasvesztéshez is vezethet. Ugyanakkor, egy megbizhat6, gyors €s alacsony koltségigényli
fajkomplexum- vagy fajszintii azonositasi modszer hatékonyabba teheti a Fusarium keratitisz
gyogyitasat a fejlédd orszagokban.

Emellett a Fusarium torzsek gyakran rezisztenciat mutatnak a konvencionalis
antifungalis szerekkel szemben. Emiatt egyre siirgetobbé valik egy 1j alternativ gyogymod
kifejlesztése. Ebben jelenthetnek megoldast az ill6olajok, melyek fonalasgombakkal szembeni
gatlo hatasat tobb korabbi publikacié is alatamasztja. Habar az illéolajok nagy
koncentracioban, igy példaul kozvetleniil szemcsepp formdjaban nem alkalmazhatok
keratitisz esetében, mivel a szaruhartya hegesedését okozhatjak, de kiegészitd kezelésként
parologtatasuk segitheti a gyorsabb gyogyulast, illetve f6 komponenseik vagy azok
szarmazekai alapot szolgéltathatnak egy U gyogyszerhatoanyag, igy egy alternativ terapids

eljaras kifejlesztéséhez.



Habdr a gazda szervezetének érzékenysége hatarozza meg elsddlegesen a fertdzés
kialakulasanak az esélyét, a Fusarium-ok is rendelkeznek olyan cellularis vagy molekularis
jellemzokkel, amelyek egylittesen kiilonféle mértékii virulenciat biztositanak szamukra. Ezek
az un. virulenciafaktorok, amik az immunszupresszalt allapottal egyiittesen jarulhatnak hozza
a Fusarium okozta invaziv fertézésekhez. A Fusarium-ok altal szekretalt enzimek lehetséges
¢és kornyezeti izolatumok enzimaktivitasainak 6sszehasonlito vizsgalata adatokat szolgaltathat
a human fert6zés kialakitasaban szerepet jatszo enzim(ek)rél. Egy sikeresen azonositott,
Fusarium keratitiszben szerepet jatszo extracellularis enzim tanulmanyozasa nemcsak a
patomechanizmus megértését segitheti, hanem annak specifikus gatlészerét adjuvans szerként

alkalmazva a betegség kezelését is gyorsabba és hatékonyabba tehetné.
CELKITUZESEK

Mivel egy 1j, hatékonyabb kezelési mod kidolgozasahoz elengedhetetlen a korokozo
minél pontosabb ismerete, munkank célja human keratitiszb6l szarmazo Fusarium izolatumok
atfogd vizsgalata volt.

Ezek alapjan, a kovetkez6 konkrét célokat fogalmaztuk meg munkank kezdetén:

e Human szaruhartya-gyulladasbol szarmazo Fusarium izolatumok (legalabb)

fajkomplexum-szintii molekularis azonositsa, filogenetikai analizise;

e Egy, a F. solani fajkomplexum tagjaira specifikus, gyors, molekularis azonositasi

madszer kidolgozasa;

e A Kklinikai izolatumok antifungdlis szerek ¢és illdolajok iranti in vitro

érzékenységének vizsgalata;

o Antifungélis hatasti szerek kombindcioinak (antifungélis szer + antifungalis szer,

antifungalis szer + ill6olaj-komponens) novekedésgatlo hatasanak vizsgalata;

e Kilinikai és kornyezeti F. solani fajkomplexumhoz tartozo izolatumok extracellularis

enzimaktivitasainak vizsgalata és 6sszehasonlitasa.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

DNS alapu technikak:
e Genomi DNS tisztitasa

o Agar6z gélelektroforézis



e Polimeraz lancreakcio (PCR)
e DNS szakaszok szekvenalasa, a szekvenciak elemzése:
e Nukleotid szekvenciak analizise (BLAST)
e Nukleotid szekvenciak illesztése (ClustalX, BioEdit)
¢ Filogenetikai analizis (PhyML, MrBayes)
In vitro gombaellenes szerek és hatéanyag-kombinaciok iranti érzékenység vizsgalata:
e CLSI M38-A2 mikrodiltucios modszer
e Checkerboard titralas
Extracellularis enzimaktivitas vizsgalat
e Extracellularis keratinaz aktivitas vizsgalata folyadéktenyészetben

e Extracellularis celluldz, elasztaz, foszfolipaz, Kazeindz, lipaz, pektinaz aktivitas

vizsgalata szilard tenyészetben
Fény- és fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok
e FUNI festés (FUNL1 Viability Staining)

e Apoptotikus/nekrotikus események detektalasa (Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit)

I116olajok Osszetételének meghatarozasa GC-MS analizis segitségével

EREDMENYEK

1. Human Keratitiszb6l szarmazo Fusarium izolatumok molekularis azonositasa,

filogenetikai analizise.

Osszesen 70 humén keratitiszbél szdrmazd izolatumot azonositottunk a transzlacids
elongacios faktor la-t (TEF1) és B-tubulint (TUB) kodolo gének szekvencia részletei alapjan,
majd a két génszakasz bevonasaval Bayes-féle ¢és Maximum Likelihood modszerrel
filogenetikai analizist végeztiink. A becsiilt torzsfan a klinikai Fusarium izolatumok
fajkomplexumonként 6t magas tamogatottsagi értékekkel rendelkez6 kladba csoportosultak. A
filogenetikai analizis egy kivétellel megerdsitette a szekvencia-alapli azonositas eredményeit:

az egyik TEF1 és TUB szekvenciak alapjan F. oxysporum fajkomplexumhoz sorolt izolatum a



torzsfan a F. fujikuroi fajkomplexum részét képezte. Mindezek alapjan a 70 izolatumbol 53 a
F. solani, 6-6 a F. dimerum ¢s F. fujikuroi, 3 a F. oxysporum ¢és 2 a F. incarnatum-equiseti
fajkomplexum képviseldjének bizonyult. Fajszinten 8 izoldtumot azonositottunk: a F.
dimerum fajkomplexumon beliill valamennyi izolatum Fusarium delphinoides-nek, a F.
fujikuroi fajkomplexumon beliil 3 izolatum Fusarium napiforme-nak bizonyult. A fent
emlitett fajkomplexumok mindegyikét leirtdk mar human keratomiko6zisbol, viszont a F.

napiforme-t a vilagon els6ként azonositottuk, mint human keratitiszt okozo fajt.

2. Egy uj, megbizhato F. solani fajkomplexum-specifikus azonositasi modszer

kidolgozasa.

In silico vizsgalataink alapjan a Fusarium nemzetségen beliil egyediil a F. solani
fajkomplexumhoz tartozé izolatumok TEF1 szakaszai hordozzédk az ECORI restrikcios
endonukleaz specifikus felismeréhelyét. Mindezt kisérletesen is bizonyitottuk: 80 klinikai és
kornyezeti Fusarium izolatum TEF1 szakaszat emésztettiik ECORI-el. Az emésztési reakciok
valamennyi F. solani fajkomplexumhoz tartozé izolatum esetében két, a vartnak megfeleld
méretii fragmentumot eredményeztek. Fals negativ és fals pozitiv eredményeket nem kaptunk.
Modszeriink hatékonysagat Osszevetettilk egy korabban leirt, F. solani fajkomplexum-
specifikus PCR-alapu azonositasi modszerrel: az altalunk kidolgozott modszer az esetek

100%-aban, a PCR-alapt modszer az esetek 93,75%-aban adott helyes eredményt.

3. Klinikai Fusarium izolatumok antifungalis szerek iranti érzékenységének vizsgalata.

Munkank soran in vitro mikrodiliicios modszerrel vizsgaltuk a klinikumban terapias
céllal leggyakrabban alkalmazott azol-, polién- és allilamin-tipusi antimikotikumok
(amfotericin B, ekonazol, itrakonazol, klotrimazol, natamicin, terbinafin, és vorikonazol)
hatékonysagat klinikai Fusarium izolatumokkal szemben. A legalacsonyabb minimalis gatlo
koncentracio (MIC) értékeket az amfotericin B, natamicin és terbinafin esetében figyeltiik
meg, habar voltak olyan izolatumok, amelyek egyik szerrel szemben sem bizonyultak
érzékenynek a vizsgalt koncentracié tartomanyon belil. A natamicin az izolatumok
tobbségének novekedését a szemben terapidsan elérheté koncentracioban gatolta. Az
ekonazol, klotrimazol és vorikonazol esetében, néhany kivételtdl eltekintve, igen magas MIC-
értékeket tapasztaltunk, az itrakonazol pedig csak egy izolatum esetében okozott teljes gatlast
a vizsgalt koncentracio-tartomanyon beliil. A fajkomplexumok kozott nem tapasztaltunk

jelentds érzékenységbeli eltéréseket.



4. Illéolajok Fusarium-okkal szembeni gatlo hatasanak vizsgalata.

Vizsgalataink soran 9 illéolaj (bordkaolaj, citromolaj, citromos eukaliptuszolaj,
fahéjolaj, kakukkfiiolaj, kuszo fajdbogyoolaj, majorannaolaj, muskotalyzséalyaolaj, teafaolaj)
antifungalis hatasat vizsgaltuk 18, kiilonboz6 fakomplexumhoz (F. solani, F. oxysporum, F.
fujikuroi, F. dimerum és F. incarnatum-equiseti fajkomplexum) tartozé indiai klinikai
izolatummal szemben, in vitro mikrodilucids teszttel. A vizsgalt illdolajok kiilonb6z6
hatékonysaggal gatoltak a klinikai Fusarium izolatumok novekedését. A legjelentésebb gatld
hatast a fahéjolaj esetében tapasztaltuk. F6 komponense, a fahéjaldehid szintén erds
antifungalis hatassal rendelkezett.
¢s fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a fahéjolaj és a
fahéjaldehid szignifikdnsan csokkentette a vizsgalt izolatum metabolikus aktivitasat,

¢letképességét €s gatolta a konidiumok csirdzasat.

5. Klinikai Fusarium izolatumok hatoanyag-kombinaciék iranti érzékenységének

vizsgalata.

Osszesen 42 klinikai Fusarium izolatummal szemben vizsgaltuk az in vitro
mikrodilicios tesztekben leghatasosabbnak bizonyuld, de eltéré hatismechanizmusu két
antifungalis Szer, a natamicin és terbinafin kozott fellépd lehetséges kdlcsonhatasokat. A két
szer egyiittes alkalmazéasaval elért antifungalis hatds hasonldo mértékii vagy erdsebb volt a
natamicin vagy a terbinafin 6nalléan elért gatld hatasahoz képest. Az esetek 28,2%-ban
(n=11) indifferens, 71,8%-ban (n=31) pedig szinergista kdlcsonhatast tapasztaltunk a két szer
kozott. Antagonizmust egy esetben sem figyeltiink meg.

Emellett in vitro kombinacios tesztekben vizsgaltuk a natamicin, valamint a
vizsgélataink sordn leger6sebb antifungalis hatdst mutatd illoolaj f6 komponense, a
fahéjaldehid kozott fellépd kolcsonhatasokat. Kisérleteink soran a két hatdéanyag kozott foleg
indifferens kolcsonhatast tapasztaltunk. Mindossze egy esetben figyeltiink meg szinergizmust.
Ennek ellenére fontos megjegyezni, hogy a magas natamicin MIC értékek fahéjaldehid

jelenlétében a szemben elérhetd terapias natamicin koncentracio tartomanyra csokkentek.
6. Klinikai és kornyezeti F. solani fajkomplexumhoz tartozoé izolatumok extracellularis
enzimaktivitasainak 6sszehasonlitasa.

Az extracellularis enzimaktivitasi teszteket a Fusarium fertézésekbdl leggyakrabban

izolalhaté fajkomplexum képviseléin, F. solani fajkomplexumhoz sorolt izolatumokon



végeztiik el. Osszesen 67 (23 indiai klinikai, 19 indiai talajbol, valamint 11 indiai és 14
kiilonbozé foldrajzi régidbdl novényekrdl szarmazd) izoldtum extracellularis celluldz,
elasztaz, foszfolipaz, kazeindz, keratindz, lipdz ¢és pektinaz aktivitdsat teszteltiik ¢&s
hasonlitottuk 6ssze. Eredményeink alapjan a keratitiszb6l szarmaz6 Fusarium izolatumok
szignifikdnsan magasabb protedz (kazeindz ¢s keratindz) aktivitassal rendelkeztek, mint a
ndvényi izolatumok. Ezzel szemben a novényi mintabol szdrmazé izolatumok a klinikai és
talajbol szarmazo izolatumokhoz képest kiemelked6en magas lipaz aktivitassal rendelkeztek.
A kiilonb6zo forrasbdl szarmazo izolatumok cellulaz, elasztaz és pektinaz aktivitisdban nem
figyeltiink meg szignifikans eltéréseket. Lehetségesnek tartjuk, hogy nem egy Kkitiintetett
enzim, hanem tobb extracellularis enzim, illetve egyéb virulencia faktorok egylittese

sziikséges egy sikeres human fert6zés kialakitasahoz.

OSSZEFOGLALAS

1. Megallapitottuk, hogy tovabbra is a F. solani fajkomplexum tagjai felelosek a
keratomiko6zisok legnagyobb hanyadaért Dél-Indiaban.

2. Elsoként azonositottunk F. napiforme-t (F. fujikuroi fajkomplexum) human keratitiszbol.

3. Sikeresen kidolgoztunk egy 1j, az F. solani fajkomplexum tagjaira specifikus, gyors,

molekularis azonositasi modszert.

4. A fajkomplexumok kozott nem tapasztaltunk jelentds érzékenységbeli eltéréseket a

klinikumban alkalmazott azol-, polién- és allilamin-tipust antimikotikumok irant.

5. Az egyik leghatékonyabbnak bizonyuld antifungalis szer, a natamicin az izolatumok

tobbségének novekedését a szemben terapidsan elérhetd koncentracidoban gatolta.
6. A vizsgalt illdolajok koziil a fahéjolaj bizonyult a leghatékonyabbnak.
7. A fahéjolaj f6 komponense, a fahéjaldehid hasonldan erds antifungélis hatast mutatott.

8. A hatdanyag kombinacios tesztek soran a natamicin és terbinafin kozott elsésorban
szinergista kolcsOnhatast figyeltiink meg. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a két szer

kombinacioja alkalmas lehet a Fusarium keratitisz hatékony kezelésére.

9. A fahéjaldehid és natamicin kombinacioi az 6nallo alkalmazasukhoz viszonyitva fokozott

in vitro ndvekedésgatlo hatast mutattak.

10. A fahéjolaj és fahéjaldehid szignifikansan csokkentette a vizsgalt klinikai Fusarium

izolatum metabolikus aktivitasat, életképességét €s gatolta a konidiumok csirazasat.



11. In vitro extracellularis enzimaktivitds tesztjeink soran a novényekr6l szarmazo
izolatumok szignifikdnsan magasabb extracellularis lipaz aktivitassal rendelkeztek, mint a

talajbol szarmazo6 és a klinikai izolatumok.

12. Ezzel szemben, a klinikai izolatumok keratindz ¢s kazeindz aktivitdsa a novényekrol

szarmazo izolatumokéhoz viszonyitva szignifikdnsan magasabbnak bizonyult
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