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2. BEVEZETES

Az éleszt6- vagy fonalasgombak A&ltal okozott human szaruhartya-gyulladas
(keratomikdzis) komoly egészségligyi problémat jelent a tropusi és szubtropusi teriiletek
fejlédé orszagaiban, Dél-Indidban a lataskarosodas és vaksag vezetd okai kozott tartjak
szamon (Bharathi és mtsai. 2003, Srinivasan 2004). Mindez megel6zhet6 lenne a fert6zés
idében torténd felismerésével, a gyors €s pontos diagnozis felallitdsaval, valamint a megfeleld
¢s hatékony antifungdlis terdpia alkalmazéisaval. A keratomikozis a mezdgazdasidgban
foglalkoztatott kozépkoru férfi lakossag korében a leggyakoribb; az esetek tobbségében
kialakuldsat a szem, illetve a szaruhartya novényi vagy allati eredetli dgensek altal okozott
sériilése el6zi meg (Bharathi ¢s mtsai. 2007).

A Fusarium nemzetség képviseléi Eszak- és Kelet-Indiaban a masodik, mig az orszéag
déli és nyugati teriiletein az elsé helyen allnak a keratomikozisbol leggyakrabban izolalt
korokozok kozott (Bharathi és mtsai. 2007, Chander és mtsai. 2008, Rautaraya s mtsai. 2011,
Deorukhkar és mtsai. 2012). Az esetek tunyomo tobbségéért a Fusarium solani fajkomplexum
(F. solani species complex, FSSC) tagjai feleldsek (Chakrabarti és Singh 2011), de ritkabban
a Fusarium oxysporum (F. oxysporum species complex, FOSC), Fusarium fujikuroi (F.
fujikuroi species complex, FFSC), Fusarium dimerum (F. dimerum species complex, FDSC)
és Fusarium incarnatum-equiseti (F. incarnatum-equiseti species complex, FIESC)
fajkomplexumok képviseldit is izolaljak human keratitiszb6l (van Diepeningen és mtsai.
2014, Hassan és mtsai. 2016). A Fusarium-ok antifungalis szerek iranti érzékenysége
fajkomplexumonként eltéré lehet (van Diepeningen és de Hoog 2016), és gyakran
rezisztenciat mutatnak a konvencionalis antifungalis szerekkel szemben (Tortorano és mtsai.
2014). Ezért a Kklinikai gyakorlatban A&ltalanosan alkalmazott morfologiai azonositasi
maodszerek helyett - amelyek segitségével sok esetben csak nemzetségszinten azonosithatok a
megbetegedést okoz6 mikroorganizmusok - kiemelten fontos a kérokozok faj-, de legalabb
fajkomplexum-szintii azonositasa. A pontatlan hatarozas és az abbdl kovetkezé nem célzott
terapia megnyujthatja a kezelés idejét, fokozva a rezisztencia kialakulasanak esélyét és a
mellékhatasok kialakuldsanak kockazatat. Mindez a betegség sulyosbodasadhoz és akar
latasvesztéshez is vezethet. Ugyanakkor, egy megbizhatd, gyors és alacsony koltségigényti
fajkomplexum- vagy fajszintli azonositasi modszer hatékonyabba teheti a Fusarium keratitisz
gyogyitasat a fejlodo orszagokban.

Mivel egy uj, hatékonyabb kezelési mod kidolgozasahoz elengedhetetlen a kdérokozd

minél pontosabb ismerete, munkank célja keratitiszb6l szarmaz6 Fusarium izolatumok atfogo



vizsgalata volt. Ennek érdekében elvégeztiik 70 klinikai izolatum molekularis azonositasat és
filogenetikai analizisét, valamint tovabbi 39 izolatum izolal&sat és azonositasat. Kidolgoztunk
egy, az FSSC tagjaira specifikus, gyors, molekularis bioldgiai azonositasi modszert.
Meghataroztuk az egyes izolatumok antifungalis szerek iranti in vitro érzékenységi profiljat,
vizsgaltuk az izolatumok ill6olajok iranti in vitro érzékenységet és a leghatékonyabbnak
bizonyul6 illdolaj, illetve f6 komponensének hatasat mikroszkopos technikak segitségével.
Teszteltlik tovabba a natamicin (NTM) és terbinafin (TRB), valamint a NTM és fahéjaldehid
kombinéacidjanak in vitro hatékonysagat. Végezetil klinikai és kornyezeti FSSC izolatumok

extracellularis enzimaktivitasat hataroztuk meg és hasonlitottuk 6ssze.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Fusarium nemzetseg jellemzése

A mai Fusarium nemzetséget els6ként Link (1809) irta le Fusisporium néven, utalva az
ide tartozo fajok jellegzetes orso (latinul fusus) alaki makrokonidiumaira. A nemzetség az
Ascomycota torzs, Pezizomycotina altdrzs, Sordariomycetes osztaly, Hypocreomycetidae
alosztaly, Hypocreales rend, Nectriaceae csalddjéba tartozik (Lombard és mtsai. 2015). A
Fusarium fajok tobbsége rendelkezik ivaros (teleomorf) és ivartalan (anamorf) alakkal.
Széleskorben elterjedtek a Foldon (Manikandan és mtsai. 2011). Képvisel6i elsésorban
talajban €16 szaprofitdk, de emellett jelent6s novénypatogének is: Fusarium-ok okozzak
tobbek kozott a buza és arpa kalaszfertdzését, a banan rothadasat (Summerell és mtsai. 2010),
a paradicsom un. fuzériumos hervadasat, valamint gyokér- és térothadasat (Huang és mtsai.
2011, Shanmugam és Kanoujia 2011), tovabba a sz6ja "sudden death syndrome" nevii
betegségét (Westphal és mtsai. 2008). Az FSSC 6nmagaban tobb mint 100 névénynemzetség
megbetegitésével hozhaté Osszefliggésbe (Coleman és mtsai. 2009). Ezenfelll, egy friss
felmérés alapjan a Fusarium graminearum és a F. oxysporum 4. és 5. helyen all a gazdasagi
és tudomanyos szempontbdl tiz legfontosabbnak tartott névénypatogén gomba listajan (Dean
és mtsai. 2012). Jelentés mezdgazdasagi kartétellk felismerése inditotta el a Fusarium
taxonomia fejlodését, ugyanis a kérokozdk minél pontosabb ismerete, leirasa és rendszertani
helyzete is elengedhetetleniil fontos a betegségekkel szembeni hatékony fellépés érdekében. A
nemzetség elsé emlitése ota eltelt nagyjabol két évszadzad alatt a Fusarium-ok rendszertana
folyamatos atalakulason ment keresztil. Az elsé 100 év soran kozel 1000 Fusarium fajt irtak
le, viszont ezek Osszehasonlité vizsgalatat és csoportositasat egészen 1935-ig nem végeztek
el. Ekkor jelent meg Wollenweber és Reinking (1935) ,,Die Fusarien” cimii munkaja,
amelyben morfoldgiai bélyegek alapjan a nemzetséghez akkoriban sorolt fajok szdmat a mar
emlitett 1000-r61 65 fajra, 55 fajtara és 22 forméra csokkentették, melyeket 16 szekcidba
soroltak. Habar az ezt kovetd évtizedekben szamos ujabb elképzelés sziletett a Fusarium-ok
rendszerezésével kapcsolatban (Snyder és Hansen 1940, 1941 és 1945; Raillo 1950, Gordon
1952, Bilai 1955, Messiaen es Cassini 1968, Booth 1971, Matuo 1972, Joffe 1974, Gerlach és
Nirenberg 1982, Nelson és mtsai. 1983), valamennyi Wollenweber és Reinking munkajan
alapult (Nelson és mtsai. 1994). A molekularis bioldgia el6retorése és a legujabb mddszerek
mikrobiologiaban torténé meghonosodasa a Fusarium-ok rendszertanaba is jelentds
valtozasokat hozott. Fény deriilt arra, hogy a szekcidk szervezédésének alapjaul szolgald

morfoldgiai karakterek nem mindegyike megbizhat6 evolucidbioldgiai szempontbol (Moretti
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2009), igy napjainkban ezeket mar csak a molekularis fajazonositdsi mddszerek
kiegészitéseként alkalmazzak. A Fusarium izoldtumok legpontosabb azonositaséat jelenleg a
DNS szekvenciaalapt madszerek, ezen beliil is a multilokusz szekvencia-tipizalas (multilocus
sequence typing, MLST) teszi lehetévé (van Diepeningen és mtsai. 2015). A legfrissebb
molekularis eredmények alapjan a nemzetséghez kézel 20 - Al-Hatmi és munkatarsai (2016a)
szerint 22 - fajkomplexum tartozik, melyeken belul tébb mint 200 - egyes forrasok szerint
megkozelitéleg 300 - fajt kiilonitenek el (O'Donnell és mtsai. 2013, 2015; Al-Hatmi és mtsai.
2016a).

Az Amszterdami Nyilatkozat (Hawksworth és mtsai. 2011) értelmében az anamorf és
teleomorf alakkal is rendelkez6 gombak 2013. januar 1-jétél kezd6déen csak egy kozos néven
illethet6k. Arrdl, hogy az ivaros vagy ivartalan alak elnevezését alkalmazzak-e egy adott
gomba nemzetségre, az azzal foglalkoz6 kutatécsoportok donthetnek (Hawksworth 2011). Az
Uj nevezéktan bevezetése tobb jelenleg is vitatott, alapveté kérdést vetett fel a nemzetséggel
kapcsolatban: Pontosan mit is tekintink Fusarium-nak? Meddig terjednek a nemzetség
hatérali, illetve hol és milyen szempontok alapjan hizhatéak meg ezek a hatarok?

A vélaszhoz ismerniink kell a Fusarium nemzetség filogenetikai hatterét. O'Donnell és
munkatarsai (2013) az RNS polimeraz 1l legnagyobb (RNA polymerase Il largest subunit,
RPB1) és masodik legnagyobb alegységét (RNA polymerase Il second largest subunit, RPB2)
kodolo gének szekvenciarészleteinek Maximum Likelihood, Maximum parszimdnia és Bayes-
féle analizisével készitette el azt az atfogd és jo tdmogatottsagi értékeket mutatd torzsfat,
amely a Fusarium-ok nemzetségen beluli és rokon nemzetségekkel valé evolicids
kapcsolatait mutatja be (1. dbra). A torzsfan F1 jelzéssel ellatott elagazas az an. "termindlis
Fusarium klad"-ot (TFK) jeldli, amely 20, magas tamogatottsagu fajkomplexumbdl és tovabbi
9 monotipikus leszarmazasi vonalbdl all, magaba foglalva a leggyakoribb huméan koérokozé
fajokat, illetve fajkomplexumokat. A TFK jelenti a legtdgabb értelemben vett Fusarium
nemzetséget, ami viszont kizarélag a Bayes-analizis soran kapott magas tamogatottsagi
értéket. Ezzel szemben a TFK-n belili F2 és F3 elagazéasok (1. &bra) mindharom torzsfan jo
tdmogatottsagi értékekkel szerepeltek. Ez felvetette annak a lehet6ségét, hogy a tovabbiakban
a nemzetség hatarat vagy az F2, vagy az F3 ndduszok jeldljék. Az elsé lehet6ség az FDSC és
a Fusarium ventricosum fajkomplexum (F. ventricosum species complex, FVSC), a méasodik
pedig a fentieken tul az egyik leggyakoribb és legismertebb fajkomplexum, az FSSC uj
nemzetségekbe torténd athelyezését és ezzel egyiitt atnevezését jelentené (O'Donnell és mtsai.

2013, van Diepeningen és mtsai. 2014).
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1. dbra: A Fusarium-okat és rokon nemzetségeiket bemutaté kladogram (Geiser és mtsai. 2013,
O'Donnell és mtsai. 2013). F1: A Fusarium nemzetség Geiser és munkatarsai (2013) altal elfogadott
hatarait meghataroz6 nddusz; F2: a Gibberella klad és a F. solani fajkomplexum egyittesét
meghataroz6 nodusz; F3: a Gibberella kladot meghataroz6 nodusz; A: legtagabb értelemben vett
Fusarium nemzetség, amely magéba foglalja a F. solani és F. dimerum fajkomplexumokat is B: a
Gibberella klad; C: a F. solani fajkomplexum; D: az ideiglenes statuszban 1évé F. dimerum

fajkomplexum.
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Mindezek ismeretében Geiser és munkatarsai (2013) a Fusarium nemzetség lehetd
legszélesebb értelemben vett megtartdsa mellett érvelnek. A Fusarium elnevezést valamennyi
névénypatoldgiai, mikotoxikologiai, egészségugyi, és igy az alkalmazott bioldgiai kutatdsok
szempontjabdl jelentés faj esetében megtartanak. Emellett Gjabb vizsgalatok elvégzésenek
sziikségességét hangsulyozzdk az FDSC és FVSC hovatartozasanak tisztazasa erdekében, igy
ideiglenesen mindkét fajkomplexum tovabbra is a Fusarium nemzetseg részét képezi.

Ezzel szemben Lombard és munkatarsai (2015) a Fusarium nemzetséget a lehetd
legsziikebben értelmezi, és az F3 nodusz altal meghatarozott un. Gibberella kladra korlatozza.
Az FDSC-t a Bisfusarium nemzetségbe sorolja at, és felveti a Gibberella klad tovabbi, kisebb
nemzetségekre bontasanak lehetéségét is a jelenlegi fajkomplexumok nemzetség szintre
emelésével.

A dolgozat elkészitése soran a Geiser és munkatarsai (2013) altal megfogalmazott

taxondmiai koncepciot kovettik.

3.2. A Fusarium nemzetség klinikai jelentosége

Jelent6s mezOgazdasagi kartételiik mellett a Fusarium fajok a human megbetegedések
széles spektrumaval hozhatok Osszefiiggésbe: feliileti fertdzéseket (szaruhartya-gyulladas,
korom- és borgombasodas), invaziv helyi vagy disszeminalt fert6zéseket, allergias
megbetegedéseket  (orrmellékiireg-gyulladas), valamint mikotoxikdzisokat okozhatnak
(Garnica és Nucci 2013). A jelenleg ismert fajkomplexumok kozil dsszesen 10 rendelkezik
humanpatogén képviseldvel (1. tablazat, Al-Hatmi és mtsai. 2016a). Ezek kozott az FSSC a
leggyakoribb: a vilagszerte regisztralt fuzariozisok 50-60%-ért felelds (O'Donnell és mtsai.
2010, van Diepeningen és mtsai. 2014).

Az elsé human Fusarium Kkeratitiszt alig tobb mint 50 éve, 1958-ban regisztraltak
(Mikami és Stemmermann 1958). Azéta a nemzetség képvisel6it a fejlédd orszagok tropusi és
szubtropusi vidékein - igy Indidban is - gyakran izolaljak human szaruhartya fert6zésekbol.
Gyakorisag szempontjabol az orszag északi es keleti terlletein egyedul az Aspergillus
nemzetség el6zi meg 6ket (Chander és mtsai. 2008, Rautaraya és mtsai. 2011), viszont Dél-
Indidban a legfrissebb felmérések szerint a Fusarium fajok, ezen belil pedig az FSSC
képvisel6i felel6sek a regisztralt keratomikozisos esetek tilnyomo tobbségéért a felndttek és a
gyermekek korében egyarant (Bharathi és mtsai. 2003, Srinivasan 2004, Bharathi és mtsai.
2007, Lalitha és mtsai. 2008b, Chakrabarti és Singh 2011, Aruljyothi és mtsai. 2016).
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1. tablazat: Klinikai jelentoséggel rendelkezé Fusarium fajkomplexumok és fajok (van
Diepeningen és mtsai. 2014, Al-Hatmi és mtsai. 2016a alapjan).

Fajkomplexum Faj Okozott megbetegedés
Fusarium dimerum Szaruhértya-, kdrém-, bér-, disszeminalt fert6zés
EDSC Fusariur_n delphin_oi_t_jes Keratitisz, djsszeminélt fefrtc’izés
Fusarium penzigii Szaruhéartya-gyulladas
2 név nélkili haplotipus -
FCSC 3 név nélkiili haplotipus Szaruhdrtya-, kérdm-, bér-, disszeminalt fert6zés
FCOSC Fusarium concolor Szaruhartya-gyulladas
Fusarium polyphialidicum Szaruhartya-gyulladas
Fusarium acutatum Korom-, lokalis invaziv fert6zés
Fusarium ananatum Feliileti fert6zés
Fusarium andiyazi Disszeminalt fert6zés
Fusarium fujikuroi Borfert6zés
Fusarium globosum Disszeminalt fert6zés
Fusarium guttiforme Koromfert6zés
Fusarium musae Feliileti és disszeminalt fert6zés
Fusarium napiforme Lokalis invaziv, disszeminalt fert6zés
FFSC Fusarium nygamai Bor-, lokalis invaziv fert6zés
Fusarium proliferatum Szaruhartya-, kérém-, lokalis invaziv, disszeminalt fertézés
Fusarium ramigenum Lokalis invaziv (tiid6-) fertézés
Fusarium sacchari Keratitisz, kdrom-, bdr-, lokalis invaziv, disszeminalt fert6zés
Fusarium subglutinans Szaruhértya-, lokalis invaziv fert6zés
Fusarium temperatum Szaruhértya-gyulladas
Fusarium thapsinum Szaruhértya-, lokalis invaziv, disszeminalt fert6zés
Szaruhartya-, kérém-, bér-, lokdlis invaziv, disszeminalt

Fusarium verticillioides . s
fert6zés

Fusarium equiseti . .- . A L -
g Szaruhértya-, korom-, bér-, lokalis invaziv, disszeminalt

FIESC Fusarium lacertarum fortdzés
18 név nélkiili haplotipus
FLSC Fusarium lateritium Szaruhartya-, disszeminalt fert6zés
FOSC 3 név nelkuli haplotipus Szaruhartya-, korém-, bér-, disszemindlt fertézés

(F. oxysporum sensu lato)

Fusarium armeniacum Tiid6fertdzés
Fusarium brachygibbosum Borfert6zés
FSAMSC . . ) ,
Fusarium langsethiae Szaruhértya-gyulladas
Fusarium sporotrichioides Bdr-, lokalis invaziv fertézés
. . Szaruhértya-, kdrém-, bér-, lokalis invaziv, disszeminalt
Fusarium falciforme .
fert6zés
. . Szaruhértya-, korom-, bér-, lokalis invaziv, disszeminalt
Fusarium keratoplasticum .y
fert6zés
FSSC Fusarium lichenicola Szaruhértya-, bér-, lokalis invaziv, disszeminalt fertézés
Fusarium petroliphilum Szaruhértya-, lokalis invaziv, disszeminalt fertdzés
Fusarium pseudensiforme Szaruhértya-gyulladas
17 név nélkili haplotipus Szaruhértya-, korém-, bér-, lokalis invaziv, disszeminalt
(F. solani sensu lato) fert6zés
Fusarium acuminatum -
FTSC Fusarium flocciferum Borfert6zés

2 név nélkili haplotipus -

FDSC: Fusarium dimerum fajkomplexum, FCSC: Fusarium chlamydosporum fajkomplexum, FCOSC:
Fusarium concolor fajkomplexum, FFSC: Fusarium fujikuroi fajkomplexum, FIESC: Fusarium incarnatum-
equiseti  fajkomplexum, FLSC: Fusarium lateritium fajkomplexum, FOSC: Fusarium oxysporum
fajkomplexum, FSAMSC: Fusarium sambucinum fajkomplexum, FSSC: Fusarium solani fajkomplexum,
FTSC: Fusarium tricinctum fajkomplexum.
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Ritkan az FDSC, FOSC, FFSC, FIESC, Fusarium sambucinum (F. sambucinum species
complex, FSAMSC), Fusarium concolor (F. concolor species complex, FCOSC) és Fusarium
lateritium (F. lateritium species complex, FLSC) fajkomplexumok képvisel6i hozhatok
Osszefiiggésbe a fertézéssel (Guarro és mtsai. 2003, Naiker és Odhav 2004, Vasantha Ruban
és mtsai. 2015, Hassan és mtsai. 2016).

Az FSSC tagjai a talajbdl leggyakrabban izolalt gombak kdzé tartoznak (Zhang és mtsai.
2006). Amellett, hogy jelentés novénypatogének, a human fuzariézisok mintegy
kétharmadaért teheték felel6ssé (O'Donnell és mtsai. 2008). Az altaluk okozott fertézések
gyakorisagara talan magyarazattal szolgalhat egy korabbi allatkisérlet, amelyben az FSSC
tagjai a nemzetség mas képviseldihez (F. oxysporum, Fusarium verticillioides, Fusarium
proliferatum) képest virulensebbnek bizonyultak (Mayayo és mtsai. 1999). Az FSSC
képviseldi a tobbi Fusarium fajkomplexumhoz viszonyitva in vitro és in vivo korilmények
kozott is kevésbe reagalnak a kiilonb6z6 antifungalis szerekkel torténd kezelésekre (Azor és
mtsai. 2007). Napjainkban az FSSC-n belll legaldbb 60 haplotipus ismert, melyek kozul 22
Klinikai jelentdséggel is rendelkezik (van Diepeningen és mtsai. 2014, Al-Hatmi és mtsai.
2016a, 1. tablazat). Ezek tdbbsége tovabbra sem rendelkezik latin elnevezéssel, kivételt
képez ez al6l az FSSC 3+4, vagyis a Fusarium falciforme, az FSSC 16, vagyis a Fusarium
lichenicola, tovabba az FSSC 1 és FSSC 2 haplotipusok, amelyeket Short és munkatérsai
(2013) Fusarium petroliphilum-ként és Fusarium keratoplasticum-ként irtak le.

Az FOSC a nemzetség legtobb ndvénypatogén képviselét magiba foglalo, és igy
gazdasagi szempontbdl az egyik legfontosabb csoportja. O'Donnell és munkatarsai (2009a) a
transzlacios elongacios faktor la-t (translation elongation factor 1o, TEF1) kodol6 gén és az
IGS (intergenic spacer, gének kozotti elvalasztd) regio szekvencidi alapjan 256
szekvenciatipust kilonitettek el a komplexumon belul, melyek kézll 26-ot irtak le huméan
fert6zésekbol is. Helyi (dermatitisz, keratitisz, orrmellékiireg-gyulladas) és szisztémas human
mikozisokat egyarant okozhatnak (van Diepeningen és mtsai. 2014, 1. tablazat).

Az FFSC a legfrissebb irodalmi adatok alapjan 45 filogenetikai fajt foglal magaba (Al-
Hatmi és mtsai. 2015a), melyek koziil hivatalosan, morfologiai jellemzoikkel egyiitt 34-et
irtak le 2015-ig (Al-Hatmi és mtsai. 2015b). Jelentés mezdgazdasagi kartevok, emellett
kiilonboz6 toxikus mdasodlagos metabolitokat, igy példaul fumonizineket, moniliformint és
beauvericint termelnek (Nirenberg és O'Donnell 1998). A fajkomplexum képviseldi
kozmopolitak, vilagszerte okoznak human megbetegedéseket. Ez alol néhany faj képez
Kivételt, a Fusarium acutatum, Fusarium antophilum, Fusarium andiyazi, Fusarium nygami

és Fusarium sacchari elterjedése csak bizonyos foldrajzi/éghajlati kortlmenyek kozott
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jellemz6 (van Diepeningen és mtsai. 2014). Napjainkig az FFSC 16 fajat azonositottak
kiilonboz6 human megbetegedésekbdl, foként mély invaziv fertézésekbdl (1. tablazat, Al-
Hatmi és mtsai. 2016a). Ezek kozul a F. proliferatum és F. verticillioides a leggyakoribbak
(van Diepeningen és mtsai. 2014). Keratitiszbol ez idaig a fajkomplexum 5 fajat (F.
proliferatum, F. sacchari, Fusarium subglutinans, Fusarium thapsinum, F. verticillioides)
irtdk le (van Diepeningen és mtsai. 2014). A Magyarorszagon ismert egyetlen Fusarium
keratitiszes esetbdl izolalt korokozo szintén F. verticillioides-nek bizonyult (Ddczi és mtsai.
2004).

Az FDSC legalabb 12, filogenetikailag elkiilonithetd fajt foglal magaba, amelyek
elsésorban talajbdl, elpusztult novényi részekr6l izolalhatok. Ritkdbban human
megbetegedésekbol (korom- és bérgombasodas, keratitisz, lokalis invaziv vagy disszeminalt
fert6zések) is azonositjak 6ket. Napjainkig a fajkomplexum tagjai kdzil a F. dimerum-ot,
Fusarium delphinoides-t és Fusarium penzigii-t irtak le human keratitiszb6l, illetve emellett
tovabbi két, jelenleg még név nélkili fajt egyéb ferté6zésekbdl (Schroers és mtsai. 2009, 1.
tablazat).

Az FIESC legalabb 28 filogenetikailag elkiilonithetd fajt foglal magaba, amelyek
egyenlé aranyban oszlanak meg az Incarnatum és Equiseti kladok kozott. Az Incarnatum
kladhoz tartoz6 fajok egyike sem, mig az Equiseti kladbdl napjainkig 6sszesen 3, a Fusarium
lacertarum (FIESC 4), a Fusarium scripi (FIESC 9) és a Fusarium equiseti (FIESC 14)
rendelkezik latin elnevezéssel. Elsdsorban talajban, névényi részeken fordulnak eld, a banan
raktari kartevoiként is ismertek (Leslie és Summerell 2006). Kiilonbdzé méasodlagos
metabolitokat, igy példaul a fitotoxikus és enyhe antibiotikus hatast equisetint, valamint
mikotoxinokat, ezen belil A és B tipusu trichotecéneket és zearalenont termelnek. A
zearalenon komoly allategészségligyi probléméakért, példaul az 6sztrogén szindroma nevil
korképért tehetd feleléssé; a trichotecének pedig allatokra és emberekre egyarant veszélyt
jelentenek, dermatotoxikus, citotoxikus és fitotoxikus hatasuak (Varga 2003, Minervini és
Dell’Aquila 2008). A 28 fajbol legaldbb 20 hozhatd 0Gsszefliggésbe humén vagy allati
mikozisokkal (O’Donnell és mtsai. 2009b, 1. tdblazat). Mind az Equiseti, mind az
Incarnatum klad képviselGit izolaltak mar tobb alkalommal korom-, bor-, szem-, mély lokalis
és disszeminalt fert6zésekbol, foleg leukémias betegek esetében (van Diepeningen és mtsai.
2014).
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3.2.1. Fusarium keratitisz

Az Egészségugyi Vilagszervezet felmérése szerint a szaruhartyat érinté6 megbetegedések
tovabbra is a vaksag vezet6 okai kdzott szerepelnek a vilagon. Kiilondsen igaz ez a fejlédd
orszagokra, igy példaul Indiara is, ahol évente 25-30 ezer ember vesziti el latasat. Ez alapjan,
elézetes becslések szerint az orszagban 2020-ra megkozelitéleg 10,6 millidan szenvednek
majd valamilyen szaruhartyat érinté megbetegedés kdvetkeztében kialakult lataskarosodasban
vagy latasvesztésben (Srinivasan 2007, Gupta és mtsai. 2013).

A szaruhartyat érinté megbetegedések kozott kiemelkedd jelentOséggel rendelkezik a
mikrobidlis keratitisz (Szaruhartya-gyulladas). Indiaban a Kkeratitiszes esetek legnagyobb
hényadat baktériumok vagy gombak okozzak, ritkdbban protozoak. A leirt korokozok
gyakorisdga foldrajzi régionként, illetve az azokra jellemzdé klimatikus viszonyok
fliggvényében véltozik (Bharathi és mtsai. 2007).

A Kkeratomikozis, vagyis a szaruhartya éleszté- vagy fonalasgombak altal okozott
gyulladasa els6sorban a fejléd6 orszagok tropusi és szubtropusi teriiletein gyakori. Foként a
kozépkora férfi lakossagot érinti, ezen beliil is kiillondsen a mezdgazdasagban dolgozok
korében jellemz6 (Bharathi és mtsai. 2003). Dél-Indidban a keratomikozist a szaruhartya-
eredetli vaksag vezetd okai kozott tartjdk szamon (Srinivasan 2004).

Egy tobb mint 3000 beteget érint6 felmérés szerint Dél-Indidban a keratomikozis
leggyakoribb Kkivaltd oka a szemet/szaruhartyat érintd trauma (Bharathi és mtsai. 2007).
Ilyenkor a sériilést okozo, altalaban ndvényi vagy allati eredetli agensek vagy kozvetleniil
juttatjdk a gomba konidiumait a szaruhartya sztromajaba, vagy az epitélium megsértésével
nyitnak utat a fert6zés el6tt a szaruhartya mélyebb rétegei felé (Thomas 2003). Bharathi és
munkatérsai (2007) megfigyelései szerint a szisztemas betegségekben, cukorbetegségben
vagy valamilyen szembetegségben szenveddk korében szintén gyakoribb a keratomikdzis
eléforduldsa. Emellett egy korébbi tanulméany alapjan a szteroidok helyi hasznélata, valamint
a kontaktlencse viselése is noveli a gombas szemfertézések kialakuldsanak esélyét (Srinivasan
2004). A 2005-2006-0s, un. Fusarium keratitisz jarvany hatterében szintén a kontaktlencse-
hasznalat, pontosabban a Bausch and Lomb cég Aaltal gyartott ReNu MoistureLoc
kontaktlencse tarolofolyadék hasznalata allt. Az USA-ban kozel 200, Szingapurban 66,
Malajzidban, Kinaban, Indidban és Eurdpaban pedig tovabbi néhany esetet regisztraltak
(Epstein 2007). Tobb mas tényezd mellett a jarvany egyik lehetséges oka a készitmény nem
kontrollalt tarolasi és szallitasi hémérséklete lehetett, amely soran a kontaktlencse

tarolofolyadék elveszthette antifungalis hatasat (Bullock és mtsai. 2008). Mukherjee és
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munkatarsai (2012) pedig a Fusarium-ok nagyfokd biofilmképz6 sajatsagat emelték ki, ami

szintén hozzgjarulhatott a jarvany terjedéséhez.

3.2.1.1. A Fusarium keratitisz diagnosztizalasa és a korokoz6 azonositasa

A keratomikozis soran kialakult szaruhartyafekély feliilete jellemzOen szaraz és
domboru, hatarai nem ¢€lesek, inkdbb pehelyszertieck. Emellett gyakran figyelhetéek meg un.
szatellita infiltratumok (a kdzponti infiltratumtol tavolabb megjelend, kisebb besziirddések) és
hypopyon (az eliilsé csarnokban 0Osszegyiilt gennyes valadék) is a gyulladt szemben.
Keratomikdzis esetében - szemben példaul a bakterialis eredetii fertézéssel - a betegség jelei,
mint példaul a fekély mérete, sokkal kifejezettebbek, mint a beteg altal tapasztalt tlinetek
(Lalitha és mtsai. 2008b). A tlinetek altalaban nem specifikusak és a bakterialis keratitiszhez
képest hosszabb ideig jelentkeznek (Thomas 2003). A betegek gyakran szamolnak be
idegentest-érzésr6l a szemben, fényérzékenységrol, konnyezésrdl, fokozodd fajdalomrol
(Graff és mtsai. 2006).

A pontos diagndzis, valamint a megfelel6 kezelés érdekében elengedhetetlen a korokozo
minél pontosabb, lehetdség szerint fajszinti azonositasa. Kilondsen igaz ez a Fusarium-ok
esetében, ahol a fajkomplexumok, és azokon belll az egyes fajok is eltér6 antifungalis
érzékenységet mutathatnak (Tortorano és mtsai. 2008, van Diepeningen és de Hoog 2016).

A Kklinikai gyakorlatban a kdérokoz6 azonositasa altalaban egy tobblépcsés folyamat,
amely az érintett szem réslampa/szemészeti/konfokalis mikroszkop segitségével torténd
kozvetlen vizsgalatdval, majd a szaruhartya, illetve a fekély felszinér6l vett kenet
mikroszképos vizsgalatdval torténik. A kenetben talalhatdo korokozokat kiilonbozo
tapkdzegeken is Kitenyésztik, majd makro- és mikroszkopos bélyegek alapjan azonositjak. A
Fusarium-ok esetében ilyen makromorfologiai bélyeg a telep novekedési rataja,
pigmentaltsaga és a taptalajba kivalasztott szinanyagok milyensége is. A legfontosabb
mikromorfoldgiai jellegzetességeket a makrokonidiumok viselik magukon, ilyenek a méret,
alak, a szeptumok szama, az apikélis és bazalis sejtek alakja. Emellett az azonositas soran
figyelembe veszik a mikrokonidiumok jelenlétét/hianyat, méretét, alakjat és a fialid
egyediilalloan, parban vagy lancban képzddd klamidospdorak megléte is fontos hatarozo
bélyeg (Leslie és Summerell 2006).

A pontos morfologiai azonositashoz az izolatumokat specidlis, sztenderdizalt
koriilmények kozott, adott taptalajon és hémérsékleten kell tenyészteni. Az elkuldnitésre

szolgalo karakterek, igy példaul a klamidosporadk megjelenéséhez akéar tébb hetes inkubacios
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idoére is szikség lehet. Az egyes fajkomplexumokhoz tartozo fajok altalaban hasonld
morfoldgiai bélyegekkel rendelkeznek, elkilonitésiik igy igen nehézkes. Réaadasul a klinikai
Fusarium izolatumok gyakran képeznek degenerélt telepeket, amelyek vagy nem képeznek
légmicéliumokat és igy mikrokonidiumokat sem, vagy steril, tébbnyire fehér micéliumokkal
rendelkeznek. Hatarozobélyegek hianyaban ezek az izolatumok csakis molekularis bioldgiali
modszerekkel azonosithatok (Leslie és Summerell 2006, van Diepeningen és mtsai. 2014).

A molekularis biologiai mddszerek kozil a legmegbizhatébb eredményeket a
szekvenciaalapu azonositas szolgaltatja. A gombak azonositasara az ITS (internal transcribed
spacer), vagyis a sejtmagi riboszémalis RNS-t kodold génklaszter koztes atirodo elvalasztd
régioja az altalanosan elfogadott és alkalmazott DNS-szakasz (Schoch és mtsai. 2012). Mivel
a Fusarium-ok esetében az ITS-régié rendkivil konzervalt, ezért az Ujabban divergalddott
kladok elkilonitésére, faj-, illetve sok esetben fajkomplexum-szinti azonositisra sem
alkalmas (O'Donnell és mtsai. 2013, van Diepeningen és mtsai. 2014). A korabbi években
tobbek kozott a B-tubulin gén TUB régidjat, a mitokondrialis rDNS Kkis alegységét
(mitochondrial small subunit, mtSSU), valamint a kalmodulin gén egy szakaszat is hasznaltak
a Fusarium-ok azonositasa soran (Leslie és Summerell 2006, Azor és mtsai. 2009).
Napjainkban viszont a TEF1, RPB1-t és az RPB2-t kddold gének szekvenciarészleteit tekintik
a Fusarium-ok fajszintii azonositasara legalkalmasabb, filogenetikai szempontbdl leginkabb
informativ markereknek (O'Donnell és mtsai. 2015).

A mezogazdasagi ¢és egészségligyi szempontbol jelentés Fusarium-ok egyre intenzivebb
kutatasaval sziikségessé valt egy olyan folyamatosan boviild, a vilag barmely pontjan elérhetd
online adatbazis létrehozésa, amely kizarélag megbizhatdé forrasbdl szarmazo, validalt
szekvencidkat tartalmaz, ezzel biztositva a tovabbi vizsgalatok alapjat képez6, minél
pontosabb  fajmeghatéarozast. Igy  indult el  2004-ben a FUSARIUM-ID
(http://isolate.fusariumdb.org), ami az aktualisan ismert Fusarium fajok TEF1 szekvenciait
tartalmazta (Geiser es mtsai. 2004). Majd a kezdeményezéshez a holland Centraalbureau
voor Schimmelcultures Fungal Biodiversity Centre - Royal Netherlands Academy of Arts and
Sciences (CBS-KNAW) kutatdintézet is csatlakozott, az adatbazist sajat honlapjan is
elérhet6évé tette (http://www.cbs.knaw.nl/Fusarium) és Fusarium MLST néven mikdodteti.
2004 ota az adatbazis tovabb béviilt, igy jelenleg a TEF1 mellett az RPB1 és az RPB2 alapjan
IS azonosithato a keresett, ismeretlen fajhoz tartoz6 Fusarium izolatum (O'Donnell és mtsai.
2010).

Jelenleg az MLST technika a Fusarium-ok fajszint(i azonositasara legalkalmasabb
molekularis modszer. Lényege, hogy egyszerre tobb (altalaban haztartasi) gén
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szekvenciarészlete alapjan végzik el az azonositast, majd minden észlelt szekvenciabeli
kilonbséghez egy-egy allélszamot rendelnek, ami alapjan szekvenciatipusokat hataroznak
meg. A nemzetség, illetve a kiilonb6z6 fajkomplexumok azonositisara szdmos MLST séma
kerult kidolgozasra az elmult évek soran. Legtobbjik mas szekvenciak mellett a TEF1-et
és/vagy az RPB2-t hasznalja, ugyanis ezt a két szekvenciarészletet tartjdk az MLST
szempontjabol leginkabb informativ, a legtdbb, Fusarium-azonositas szempontjabdl relevans
megkiilonboztetd jegyet hordozd régionak (van Diepeningen és mtsai. 2015).

A Fusarium-ok azonositasa emellett szamos mas, DNS-alapd mddszerrel lehetséges,
ezen belil is foként polimeraz lancreakci6 (PCR) alapd technikakat talalunk a
szakirodalomban. Ezek legf6bb elénye, hogy viszonylag kis mennyiségli minta is elegend6 az
azonositas elvégzéséhez. Fajszintli meghatarozasra azonban altaldban nem alkalmasak és
kereskedelmi forgalomban is ritkan érheték el (van Diepeningen és mtsai. 2014). Az els6
ilyen, a Fusarium Kkeratitisz diagnosztizalasara is alkalmas modszert Alexandrakis és
munkatarsai (1998) dolgoztak ki, amely a kutindz gén egy részletének amplifikalasan alapult.
Jelenleg mér szamos hasonl6 eljaras all a rendelkezéstinkre, ami lehetéve teszi a Fusarium-ok
viszonylag egyszerii és gyors detektalasat. A Faria és munkatarsai (2012) altal leirt multiplex
PCR példaul az FFSC tagjainak fajszintl meghatarozasat teszi lehet6vé. Muraosa és
munkatérsai (2014) egy Uj, specifikus, rendkivil érzékeny real-time PCR rendszert dolgoztak
ki, amely hatékonyan mutatta ki a Fusarium nemzetség, illetve az FSSC tagjainak jelenlétét a
tesztelt mintakban. O'Donnell és munkatarsai (2007) a 2005-2006-0s Fusarium Keratitisz
jarvanyt kovetéen 72 keratitisz-izoldtum RPB2 génszekvencidja alapjan 32 allélspecifikus
prébat terveztek és kidolgoztak egy 0j, aramlasi citometrian és fluoreszcens mikroszféra-
technologian alapuld azonositasi modszert a klinikai szempontbdl jelentés Fusarium
fajkomplexumok azonositasara. Wang és munkatarsai (2011) egy PCR-alapd hibridizaciés
technikat dolgoztak ki. Az altaluk publikalt, un. reverse line blot (RLB) eljards soran az
azonositani kivant mintabol szarmazo DNS-bél biotinnal jel6lt, Fusarium specifikus primerek
alkalmazasaval felszaporitottdk az 1GS régi0 egy szakaszat, majd ezt kovetéen egy
membranhoz specifikus (1 nemzetség-, 13 fajkomplexum- és 52 fajspecifikus) probakat
kotottek, majd erre vitték fel a jelolt PCR-termékeket, a kapott jeleket pedig
kemilumineszcens kit segitségével detektaltak. A modszer rendkivil megbizhatdnak
bizonyult, ugyanis az RLB-vel kapott eredmények minden esetben megegyeztek az MLST-
analizis eredményével (Wang és mtsai. 2011).

A Fusarium-ok azonositasa kiilonbozo fehérjealapti modszerekkel is lehetséges. Igy
példaul szamos Fusarium-specifikus ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, enzimhez
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kotott immunszorbens maodszer) teszt érhet6 el kereskedelmi forgalomban, azonban ezeket a
klinikai gyakorlatban nem alkalmazzak. Az egyes antitestek &ltaldban csak nemzetség- és nem
fajspecifikusak, igy fajmeghatarozasra nem alkalmazhat6k (van Diepeningen és mtsai. 2015).
A MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization - time-of-flight, matrix altal
segitett lézer deszorpcio ionizacio - repiilési id6) tomegspektrometriai analizis egy igen
érzékeny és gyors technika, ami az egyes mikroorganizmusokra jellemz6 fehérjespektrumok
azonositasan alapul. Egy futas sordn egymassal parhuzamosan tébb minta azonositasa is
megtorténhet, akar egy éran belll (Marinach-Patrice és mtsai. 2009). A mddszer a Fusarium
fajkomplexumokon belll az egyes fajok elkulonitésére is alkalmas (De Carolis és mtsai.
2012). Hatrénya viszont, hogy az analizishez tiszta tenyészetekre van szlikseg, kdzvetlenul a
paciensb6l sza&rmaz6 mintabol egyelére nem lehetséges (van Diepeningen és mtsai. 2014). A
modszer legfobb limitaldo tényezéje az azonositashoz felhasznalt adatbazis alapjat képezd
torzsek forrdsdnak megbizhatésaga, meghatarozasuk pontossaga (van Diepeningen és mtsai.
2015). Ananthi és munkatarsai (2013) a Fusarium keratitisz kiilonb6z6 szakaszaiban
vizsgaltdk a konny fehérje-Osszetételét. Az altaluk azonositott specifikus fehérjék a jovében
biomarkerként segithetik a betegség diagnosztizalasat és kezelését.

Habar a klinikai gyakorlatban alkalmazott morfolégiai mddszerekhez viszonyitva a
PCR- és fehérjealapt mdédszerek megbizhatdbbak és sok esetben meggyorsitjak az azonositas
folyamatéat, eszkdz- és koltségigényik magasabb. Emiatt a fejl6d6 orszagokban - vagyis a

Fusarium keratitisz altal leginkabb érintett tertileteken - nem érhetéek el.

3.2.1.2. A Fusarium keratitisz kezelésének lehetéségei napjainkban

A gombas szemfertdzések altalaban nehezen gyOgyithatdk. Lalitha és munkatarsai
(2006) tanulmanyukban arrol szamoltak be, hogy a regisztralt esetek 31%-aban sikertelennek
bizonyult a megkezdett terdpia. Ez tobb okra vezethetd vissza. Klinikai Kisérletek hianyaban
tovabbra sem ismert a kapcsolat a humanpatogén Fusarium-ok molekularis rezisztencia
mechanizmusai, az alacsonyabb es magasabb MIC-értékek, valamint a terapiara adott valasz
kozott (Espinel-Ingroff és mtsai. 2015). A korokozo antifungélis szerek iranti in vitro
érzékenysege sok esetben nem jelzi elére a kezelés hatékonysagét, ugyanis a gazdaszervezet
egyéni jellemz6i, az alkalmazott szer sajatsagai, felszivodasi sebessége, a szem szbveteiben
elérhet6 maximalis koncentraciOja szintén befolyasoljak a terapia végkimenetelét (Lalitha és
mtsai. 2008b). Emellett a megfelelé antifungalis szer kivalasztasat - és igy a hatékony
betegellatast - tovabb neheziti a human megbetegedest okozo Fusarium-okkal kapcsolatban

gyakran tapasztalt, a klinikai gyakorlatban alkalmazott antimikotikumokkal szembeni
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rezisztencia (Tortorano és mtsai. 2014, Al-Hatmi és mtsai. 2015a, Al-Hatmi és mtsai. 2016a).
In vitro az echinokandinok (pl. kaszpofungin, mikafungin), az azolok (pl. flukonazol,
itrakonazol, ketokonazol, ravukonazol, pozakonazol) és a TRB is tobb esetben hatdstalannak
bizonyultak Fusarium-okkal szemben (Thomas 2003, Lalitha és mtsai. 2007, Alastruey-
Izquierdo és mtsai. 2008, Guarro 2013, Al-Hatmi és mtsai. 2015a). A Prajna és munkatarsai
(2012) altal elvégzett kutatasok alapjan a mar kialakult szaruhartyafekély a megfelel6 kezelés
mellett is nehezen gyogyithat6. Minél eldrehaladottabb a fertézés és ezzel egyiitt minél
nagyobb a fekély kiterjedése, annal kisebb az esély a teljes korii gyogyulasra és a latas
megorzésére. A fert6zés kezdeti stadiumban torténd felismerése és a fekély kialakuldsanak
megakadalyozésa ezért kiemelt fontossagi a keratomikdzis hatékony gyogyitasadban (Prajna
és mtsai. 2012).

A Fusarium keratitisz kezelése a fert6zés sulyossagatol fiiggéen valtozhat. Kezdeti
stadiumban altalaban lokalisan torténik, antifungalis hatdsi szemcseppek napi tobbszori
alkalmazasaval. A klinikumban napjainkban lokalisan alkalmazott antifungélis szerek a
kovetkezok:

e Amfotericin B (0,15% w/v, AMB) - gyengén szivodik fel a szaruhartya intakt
epitéliuman keresztll (Lalitha és mtsai. 2008b). A jelenleg forgalomban 1évé szemcseppek
deoxikolatot tartalmaznak, ami az er6sen hidrofob tulajdonsagt AMB oldatban tartdsahoz
szilkséges, viszont toxikus hatdsu, a szaruhartya irritacidjat okozza. A liposzomalis AMB-t
tartalmazo készitmények (), alternativ megoldast jelentenek erre a problémara (Morand és
mtsai. 2007).

e Ekonazol (1% wi/v, ECN) - fonalasgombakkal szembeni hatékonysaga egy klinikai
kisérlet sordn megegyezett a NTM hatékonysagaval (Prajna és mtsai. 2003). Alkalmazasa
kellemetlen helyi tiineteket, irritaciot okozhat (Thomas 2003).

e Itrakonazol (1% w/v, ITC) - habar in vitro tesztek alapjan a Fusarium-ok
novekedését nem gatolja (Thomas 2003, Lalitha és mtsai. 2007), Indiaban a Kklinikai
gyakorlatban tovabbra is alkalmazzdk a Fusarium keratitisz kezelésére, els6sorban mas
antifungalis szerekkel (pl. ECN, NTM, vorikonazol) kombinacioban.

e Kilotrimazol (1% wi/v, CLT) - tartés hasznélata toxikus lehet a szaruhartyara
(Thomas 2003), monoterapias alkalmazasa nem ajanlott a Fusarium keratitisz kezelésére
(Mselle 2001). A keratitiszb8l szarmazo6 Fusarium-ok in vitro érzékenysége valtozo: a Sun és

munkatarsai (2015) altal vizsgalt izolatumok rezisztensnek bizonyultak a CLT-vel szemben,
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mig Hassan és munkatarsai (2016) eredményeik alapjan a leghatékonyabb Fusarium-ellenes
szerek kozott emlitik a CLT-t.

e Natamicin (5% w/v, NTM) - jelenleg ez az egyik leggyakrabban alkalmazott és
egyben az egyetlen Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerbiztonsagi Feliigyelet (FDA) altal
elfogadott antifungalis hatasti szemcsepp. A szem mélyebb szdveteibe viszonylag gyengen
szivadik fel, ezért els6sorban a kezdeti stadiumu, kevésbé stlyos fertézések esetén hatékony
(Prajna és mtsai. 2010). Hatranya, hogy dréga és biohasznosulasa a teljes bevitt hatéanyag kb.
2%-a (Thomas 2003, Lalitha és mtsai. 2008b). Ez utobbira megoldast jelenthet a Jain és
munkatarsai (2015) A&ltal kidolgozott mddszer: a NTM-t egy sejtpenetrdlé peptidhez
konjugaltattak, ami nemcsak a hatdanyag human szaruhartya epitélsejtjeibe valo felvételének
mértékét ndvelte meg, hanem vizoldékonysagat és antifungalis hatasat is fokozta F. solani-val
szemben.

e Vorikonazol (1% w/v, VRC) - felszivodasa az NTM-hez viszonyitva sokkal jobb,
ami alkalmasabbd teszi az elérehaladottabb stadiumban 1év6, mélyebb fekélyek kezelésére.
Loh és munkatarsai (2009) felmérése szerint a VRC-vel torténd kezelések soran ritkabban
lattak sziikségesnek a szaruhartya epitéliumanak kaparassal torténd eltavolitasat a hatbanyag
felszivodasanak elésegitése érdekében. A csarnokvizben elérhetd VRC-koncentraciot tobb
tanulmany is vizsgalta: a parhuzamosan torténé orélis és lokalis adagolas mellett a legtobb
gomba esetében korabban leirt MIC-érték feletti koncentraciot (2,93-3,40 pug/ml) mértek, az
1%-0s szemcsepp egyeduli alkalmazasaval ez 0,61 és 3,30 pg/ml kozoétt valtozott (Thiel és
mtsai. 2007, Lau és mtsai. 2008). A NTM helyett alternativ megoldast jelenthet a VRC, de a
Fusarium keratitisz kezelésében kevésbé bizonyult hatékonynak, ezért monoterapias
alkalmazéasa nem ajanlott (Prajna és mtsai. 2013).

Mindemellett Liang és munkatarsai (2009) eredményei alapjan a TRB (0,25% w/v)
szemcseppek szintén alkalmasak a fonalasgombék altal okozott szemfertézések kezelésére,
kilénosen a kisebb, felszinesebb fekélyek esetében, habar a kezelés atlagos id6tartama az
NTM-hez képest hosszabbnak bizonyult. A pozakonazol lokalis és szisztemas egylttes
alkalmazésaval is értek el sikereket a mas antifungalis szerekre nem reagalé Fusarium
keratitisz gyogyitasa soran (Altun és mtsai. 2014).

A szaruhartya-gyulladas lokalisan torténd kezelésének hatranya, hogy a reflexes
konnyezés és pislogas kihigitja és elmossa a kezelend6 feliiletrél a hatéoanyagot, igy az egy
cseppben 1év6 anyag mindossze 1-7%-a szivodik csak fel a szembe, és ennek a dozisnak is
csak a toredéke jut a szaruhartydba. Az elérhetd terdpias koncentracio még alacsonyabb a

rosszabb felszivddasi tulajdonsaggal rendelkezé szereknél, mint a NTM vagy az AMB. Ez a

21



probléma a nagyobb gyogyszerhatéanyag-bevitellel kompenzélhatd. A kezelés kezdeti
szakaszaban igy az eldirt szemcseppet 6ranként (¢&jjel/nappal) kell alkalmazni (Ciolino és
mtsai. 2011). Ez nagy felel0sséget r6 a paciensre is, ezért Ciolino és munkatarsai (2011)
kidolgoztdk egy olyan, a kozeljovében akar terapidsan is alkalmazhat6 kontaktlencse
prototipusat, amely fokozatosan bocsatja ki ECN-tartalmat a szaruhartya feltletére, és heteken
at megOrzi antifungalis hatésat.

Sulyosabb esetekben a lokalis kezeleés mellett vagy ahelyett mas terapiads megoldasokhoz
kell folyamodni:

e antimikotikumok, mint példaul a VRC (2 x 200-400 mg/nap), flukonazol (50-200
mg/nap), ITC (200 mg/nap) vagy ketokonazol (200-600 mg/nap) orélis alkalmazasa (Graff és
mtsai. 2006).

e Siatiri és munkatarsai (2011) tanulmanya szerint a lokélis VRC-terapia
kiegészitéseként az intrasztromalis VRC-injekciok is sikeresen meggatoltak a fertézés
terjedését és csokkentették az infiltracio méretét.

e Abban az esetben, ha a beteg a fentebb felsorolt kezelési mddok egyikére sem
reagal, mutéti beavatkozasra van szilkség: ez jelentheti a szaruhartya epitélium rétegenek
kaparassal torténé eltavolitasat, ami a lokalis kezelés soran alkalmazott hatbanyagok jobb
felszivodasat segitheti eld, vagy sulyosabb esetben az ennél sokkal drasztikusabb szaruhartya-

atltetést (Graff és mtsai. 2006).

3.3. A kisérletek soran alkalmazott ill6olajok antifungélis hatasa

Az illéolajok novényi részekbdl nyert illékony, altalaban sokkomponensii elegyek.
Osszetevéik masodlagos metabolitok, melyek a novények védekezd mechanizmusaiban
jatszanak szerepet, igy altaldban antimikrobialis hatassal rendelkeznek (Hyldgaard és mtsai.
2012). Az illoolajok in vitro antifungalis hatasat szamos tanulmany aladtdmasztja. Az eddig
elvégzett vizsgalatok kozéppontjaban altalaban névénypatogén fajok, raktari (posztharveszt)
kartevok vagy dermatofita gombak alltak.

Toébb tanulmanyban is a fahéjolaj bizonyult a leger6sebb névekedésgatldé hatassal
rendelkez6 illoolajnak fonalasgombakkal szemben (Uniyal és mtsai. 2012, Gém0ri és mtsai.
2013). Antifungélis hatasat, amelyet els6ésorban f6 komponensének, a fahéjaldehidnek
tulajdonitanak, tobbek kdzott raktari penészekkel (Aspergillus flavus, Penicillium expansum,
Rhizopus nigricans) szemben is igazoltdk (Xing és mtsai. 2010). Trajano és munkatarsai

(2012) faheéjolaj-kezelés hatasara jelent6s valtozasokat figyeltek meg az A. flavus makro- és

Ve
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konidioférok szama és a konidiumképzes képessége. Alternaria solani és Curvularia lunata
esetében a fahéjolaj gatolta a sporak csirdzasat (Mishra és mtsai. 2009).

A citromolaj hatastalannak bizonyult a Fusarium-okkal szemben in vitro (Chuah és
mtsai. 2010, GOmOri és mtsai. 2013), viszont a fahéjolajhoz hasonldan gatolta kiilonb6z6
raktari kartevé fonalasgombak (Botrytis cinerea, Penicillium spp.) micélialis névekedéset és
konidiumainak csirazasat (Vitoratos és mtsai. 2013). A citromos eukaliptuszolaj
novénypatogén fonalasgombak esetében erételjes, mig raktari kartevok ellen mérsekelt
antifungalis hatast mutatott (Ramezani és mtsai. 2002, Javed és mtsai. 2012). Hasonlo6an, a
kiszé fajdbogydolaj mérsékelt gatlé hatasat figyelték meg Aspergillus izolatumokkal
szemben (Uniyal és mtsai. 2012). A bordkaolaj elsésorban dermatofitakkal szemben mutatott
erételjes gatlo hatast (Pepeljnjak és mtsai. 2005, Cavaleiro és mtsai. 2006). Hasonloképpen, a
teafa- és kakukkfiiolaj is hatékonyan gatolta a dermatofita Trichophyton fajok ndvekedéset,
nemcsak in vitro, hanem in vivo koriilmények kozott is (Sokovi¢ és mtsai. 2008, Pisseri €s
mtsai. 2009, Flores és mtsai. 2013). Emellett a kakukkfiiolaj a Rhizopus oryzae és kiilonb6z6
raktéri penészfajok micélidlis ndvekedését és sporainak csirdzasat is gatolta (de Lira Mota és
mtsai. 2012, Vitoratos és mtsai. 2013). A majorannaolaj koncentraciofiiggd gatlo hatésat
Aspergillus és Fusarium fajokkal szemben is megfigyelték (Freire és mtsai. 2011, GOmOri és
mtsai. 2013), a muskotalyzsalyaolaj hatékonysagat pedig Fusarium-okkal és mas
névénypatogén fonalasgombéakkal szemben bizonyitottak (Fraternale és mtsai. 2005, Dzamic
és mtsai. 2007, Gomori és mtsai. 2013).

Habar az ill6olajok antifungalis hatasardl viszonylag sok adat all rendelkezésiinkre,
pontos hatdsmechanizmusuk kevéssé ismert. Az eddigi kutatasok alapjan az illéolajok f6
célpontjai fonalasgombakban a sejtmembran és a sejtfal. Pinto és munkatarsai (2006) a kerti
kakukkfiiolaj hatdsdra megjelend 1ézidkrol ¢és az ergoszterin-tartalom csokkenésérdl
szamoltak be Aspergillus és dermatofita gombak vizsgalata soran, mig de Lira Mota és
munkatarsai (2012) a kakukkfiiolaj ergoszterinnel vald kolcsonhatasat figyelték meg R.
oryzae-ben. Fahéjolaj hatasara a kezelt Aspergillus tenyészetekben degeneralt hifakat,
citoplazma-kiaramlasokat és a konidiogenezis hianyat figyelték meg. Mindezt az ill6olajnak a
gomba sejtfalszintézisben résztvevd enzimeihez vald kotdédésével, vagyis a sejtfalszintézis

fahéjolaj altali gatlasaval magyaraztak (Carmo és mtsai. 2008).
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3.4. Az extracellularis enzimek, mint a Fusarium keratitisz kialakitasaban szerepet

jatszo potencialis virulenciafaktorok

A mikrobialis fert6zések kialakulasanak esélyét a gazdaszervezet fokozott érzékenysége
(pl. immunszupresszalt allapot, sériilés) mellett a fert6zé mikroorganizmus bizonyos cellularis
vagy molekularis jellemz6i, un. virulenciafaktorai hatarozzdk meg. Ezeknek a
virulenciafaktoroknak az Osszessége felelds a mikrobdk kiilonb6zé mértékli megbetegito-
képességéért, a virulencidért, mely fajonként vagy akar térzsenként is eltérd lehet.

A patogenitas genetikai hatterét vizsgalva Ma és munkatarsai (2010) un. LS (lineage-
specific, leszarmazas-specifikus) régiokat fedeztek fel a névénypatogén F. oxysporum f. sp.
lycopersici izoldtum genomjéban. Az LS régiok transzpozonokban és olyan eltéré evolicids
eredetli, gazda-patogén kolcsonhatasban szerepet jatszé geénekben gazdagok, amelyekre a
gomba valoszinlileg horizontalis géntranszfer utjan tett szert. Az egymaéstol genetikai
szempontbdl tavolallo térzsek kdzotti horizontédlis LS kromoszomatranszfer magyarazattal
szolgal a patogenitas és a gazdaspecifitas polifiletikus jellegére (Ma és mtsai. 2010). Habar
huméanpatogen Fusarium-ok esetében hasonlo kisérletsorozatot még nem végeztek el,
feltételezhetd, hogy a human patogenitdsban szerepet jatszo, virulencidért felelds gének is
hasonl6 modon cserélddnek a patogén és nem patogén izolatumok kozott.

A Fusarium-ok patogenitasi mechanizmusai alapvetéen két csoportra oszthatok:
patogén-specifikus és altalanos mechanizmusok (2. 4bra, Ma és mtsai. 2013). A specifikus
mechanizmusok a nemzetségen belil csak egy vagy néhany fajra jellemzdek: ilyen a toxinok
és effektor molekuldk termelése. Az altalanos patogenitasi faktorok viszont a patogén
gombakra és a Fusarium-okra &ltaldnosan jellemzéek: ilyenek a szignalizacids Gtvonalak
egyes komponensei, valamint a gazdasejt degradaciojaban szerepet jatsz6 enzimek is (Ma és
mtsai. 2013).

Nelson és munkatarsai (1994) a mikotoxinok és extracellularis enzimek mellett a
mesterséges fellleteken (pl. katéterek, kontaktlencse) valo kitapadas és biofilmképzés
képessegét emlitik, mint a Fusarium-ok potencidlis human patogenitasban szerepet jatszé

virulenciafaktorait.
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2. dbra: A Fusarium-ok altalanos és specifikus patogenitasi faktorai és az altaluk kivaltott

védekez6 mechanizmusok a ndévényi sejtben (Ma és mtsai. 2013 alapjan).

A nemzetseég tagjai, mas mikroorganizmusokhoz hasonléan szamos extracellularis
enzim (a-amilaz, cellulaz, elasztaz, keratindz, lipaz, pektinaz) termelésére képesek, amelyek a
komplex makromolekulékat lebontva kénnyen hasznosithatd tapanyaghoz juttatjak a gombat
(Gopal és mtsai. 2013, Mythili és mtsai. 2014, Panneer Selvam és mtsai. 2014). A talajban
folytatott szaprofita életmoddal Osszefiiggd lebontd folyamatok mellett ezek az enzimek
fontos szerepet jatszanak mind a névényi (Voigt és mtsai. 2005, Kikot és mtsai. 2009), mind
az allati fert6zések soran a szoveti degradacioban (Panneer Selvam és mtsai. 2014). Kiryu és
munkatarsai (1991) egy FSSC izolatum altal indukaltak keratitiszt nyulakban és a szaruhartya
sztromajanak invazidja soran elektronmikroszkdp segitségével a gombafonalak koril a
kollagén fibrillumok emésztését figyelték meg. Panneer Selvam és munkatarsai (2014) 68
human keratitiszb6l izolalt Fusarium térzs in vitro extracellularis enzimaktivitasi profiljat
hataroztdk meg és vetették Gssze az altaluk okozott fertézések legfébb klinikai jellemzdivel
(tiinetek, a betegség sulyossaga és végkimenetele, a kezelés ideje, mitéti beavatkozas
szllkségessége). Megfigyeléseik alapjan az extracellularis keratinaz, elasztaz és DNaz
aktivitasnak csekély szerepe van a Fusarium Keratitisz klinikai képének kialakitasaban. Ezzel

szemben 6sszefliggest talaltak a protedz és lipaz aktivitas, valamint a betegség sulyossaga

25



kozott (Panneer Selvam és mtsai. 2014). Gopinathan és munkatarsai (2001) egy szaruhartya-
gyulladasbol izolalt FSSC torzs extracellularis protedz termelését vizsgaltak in vitro és in vivo
korulmények kozott. Kimutattak, hogy a vizsgalt izolatum in vitro korilmények kozott, a
kollagén mint egyedili nitrogénforras jelenlétében extracellularis szerin-proteazokat termel.
Ezt az aktivitast az izolatummal fert6zott szaruhartyabdl in vivo mar nem tudtak kimutatni.
Eredményeik alapjan a gomba proteolitikus enzimeinek nincs kdzvetlen szerepe a szaruhartya
szoveti degradaciojaban. Feltételezik, hogy a fert6zott szovet invazidja soran a gomba annyira
kis mennyiségii szerin-proteazt termel, amelyet a vizsgalatok soran nem tudtak kimutatni, de
szerepet jatszhat a szaruhartyasejtek vagy az inflammatérikus sejtek proteinaz-termelésének

kivaltasaban, aktivalasanak folyamataban.
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4. CELKITUZESEK

Dél-Indidban a Fusarium nemzetség képvisel6i a human szaruhértya-gyulladas
leggyakoribb koérokozoi kozott szerepelnek. A kiilonbozé Fusarium fajkomplexumok és
azokon belll az egyes fajok is eltér6 antifungalis érzékenységet mutathatnak. A jelenleg
rendelkezésre allo terapias stratégiak alkalmazasa ellenére a kezelés a regisztralt esetek
mintegy egyharmadaban tovabbra is sikertelennek bizonyul. Az Uj, hatékonyabb kezelési
modok kidolgozésa érdekében kiemelten fontos a korokozok minél alaposabb ismerete.

Mindezek alapjan az alabbi célokat thiztiik ki:
e  2010-2011 folyaman huméan keratomikozisbol izolalt Fusarium torzsek
(legaldbb)  fajkomplexum-szintii = meghatarozasa  molekularis  modszerek
alkalmazasaval. A klinikai gyakorlatban alkalmazott morfoldgiai alapl azonositasi
modszerek iddigényesek ¢és sokszor nem teszik lehetévé a pontos, fajszinti
meghatarozast. Ezzel szemben a molekularis mddszerek Altaldban gyorsabb és
pontosabb eredményeket szolgaltatnak. A keratomikozisb6l szarmazé Fusarium
izolatumok molekuléris alapon térténé meghatarozasahoz fajkomplexum-szinten a TUB
és TEF1 gének szekvenciarészleteit hasznaljuk.

o Egy, az FSSC tagjaira specifikus, gyors, molekularis azonositasi modszer

kidolgozasa. Az FSSC nemcsak a Fusarium keratitiszért, hanem a vilagszerte regisztralt

fuzéariozisok tulnyomd tobbsegeért is felelés fajkomplexum. Egy egyszer(i, gyors és
specifikus modszer jelentésen meggyorsithatja az azonositas folyamatat és leroviditheti
az FSSC-specifikus terapia megkezdéséig eltelt idot.

e A Kklinikai izolatumok kozti filogenetikai kapcsolatok vizsgalata. A

filogenetikai analizis az izolatumok kozotti leszarmazasi kapcsolatok feltérképezése

mellett a fajazonositasi eredmények ellendrzésére is alkalmas. Munkank soran a

molekularis mddszerrel meghatarozott Fusarium izolatumok filogenetikai kapcsolatait a

TEF1 és a TUB gének szekvenciarészletei alapjan Maximum Likelihood és Bayes-féle

analizissel becsiiljuk meg.

e Az izolatumok in vitro antifungalis szerek iranti érzékenységének vizsgalata

és egy lehetséges, kombinalt terapia in vitro tesztelése. A klinikai mintakbol szarmazo

Fusarium-ok (kulondsen az FSSC tagjai) gyakran rezisztenciat mutatnak a klinikumban

széles korben hasznalatos antimikotikumokkal szemben. A keratitiszb6l szarmazo

Fusarium izolatumok antifungélis szerek iranti in vitro érzékenységének

meghatarozasaval,  valamint a  leghatdsosabbnak  bizonyulo, de  eltérd
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hatasmechanizmusu antifungalis szerek kozott fellépd lehetséges kolcsonhatasok
vizsgélataval vérhatoan javaslatot tudunk tenni egy, a Fusarium keratitisz kezelésében
biztonsagosan alkalmazhat6 egyszerli vagy kombinalt terapiara.

o Ill6olajok in vitro antifungalis hatasanak vizsgalata a kiilonb6zé
fajkomplexumok képviseldivel szemben. A Fusarium fajoknak a legtobb ma
hasznalatos antifungéalis szerrel szemben tapasztalt rezisztencidja miatt egyre siirgetobbé
valik egy 0j alternativ gyogymod kifejlesztése. Az illoolajok, illetve f6 komponenseik
alapot szolgéaltathatnak egy Uj gydgyszerhatdanyag, igy egy alternativ terapias eljaras
kifejlesztéséhez.

e A leghatékonyabb illéolaj f6 komponense és a NTM in vitro kombinaci6janak
Fusarium izoldtumokra gyakorolt hatdsanak, valamint a hatéanyagok kozott
felléepé kolesonhatasoknak a vizsgalata. Indidban a NTM a Fusarium Kkeratitisz
kezelésére leggyakrabban alkalmazott szerek egyike. Mas antifungalis hatasu
készitményekkel torténd kombindlt alkalmazdsa hatékonyabba teheti a terapiat,
lerdviditheti a kezelés idejét.

o Klinikai és kornyezeti izolatumok extracellularis enzimaktivitasainak
vizsgalata és 0Osszehasonlitdsa. A Fusarium-ok altal szekretalt enzimek lehetséges
Klinikai és kornyezeti izolatumok enzimaktivitasainak 0sszehasonlité vizsgalata
adatokat szolgaltathat a human fert6zés kialakitasaban szerepet jatszo enzim(ek)rol. Egy
sikeresen azonositott, Fusarium Kkeratitiszben szerepet jatszo extracellularis enzim
tanulmanyozasa nemcsak a patomechanizmus megeértését segitheti, hanem annak
specifikus gatloszerét adjuvans szerként alkalmazva a betegség kezelését is gyorsabba és
hatékonyabba tehetne.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A kisérletekben szereplé gombatorzsek: izolalas, tenyésztés, fenntartas

Munkank soradn 06sszesen 142 - 88 indiai klinikai forrasbol, 19 indiai talajbdl, 25
novényekrol és tovabbi 10 egyéb forrasbol szarmazo - Fusarium izolatummal dolgoztunk. A
kisérletek soran felhasznalt valamennyi torzset, illetve az azokhoz tartoz6 legfontosabb
informéaciokat az 1. sz. melléklet foglalja 6ssze. Az izolatumok tenyésztése minden esetben
oxitetraciklinnel és eritromicinnel Kkiegészitett burgonya-dextréz agar (PDA) taptalajon
tortént. A tiszta tenyészeteket felhasznalasukig szintén PDA taptalajon tartottuk fenn.

A Klinikai torzsek mindegyikét az Aravind Eye Hospital & Postgraduate Institute of
Ophthalmology (Coimbatore, Tamilnadu, India) mikrobioldgiai laboratériumaban izolaltak
2010 és 2011 folyamén, szaruhértya-fert6zésekb6l. Az érintett szem(ek)rél vett
szaruhartyamintdkat véres agaron (sheep’s blood agar 5%, SBA, Himedia Laboratories,
Mumbai, India) és csokoladé agaron (CA, Himedia Laboratories, Mumbai, India) 37 °C-on,
illetve PDA taptalajon és agy-sziv infuzios (brain heart infusion, BHI, Himedia Laboratories,
Mumbai, India) tapoldatban 27 °C-on inkubdltdk. A tenyészetek kdrnyezeti
kontaminéciojanak kizarasa érdekében csak a legalabb két kiilonbozd tdpkozegen is novekedd
mikroorganizmusokat tekintették a szaruhartya-fertozésért felelds agensnek. A pozitiv
tenyészeteket makro- és mikromorfoldgiai tulajdonsagaik alapjan azonositottak. Fusarium-ok
esetében ez legfeljebb nemzetségszintli azonositast jelentett.

2012 oktdbere és decembere kdzott a Coimbatore-ban és kornyékén, valamint Dél-India
miivelt mezGgazdasagi teriiletein gyijtott talaj- és novényi mintakbdl izolaltunk Fusarium-
okat. Ehhez dikloran-bengalvoros-kloramfenikol agart (Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agar, DRBCA, Himedia Laboratories, Mumbai, India) alkalmaztunk. A
talajmintakbdl 1 g/ml-es térzsoldatot készitettlink steril desztillalt vizben. Majd a térzsoldatok
szazszoros €s ezerszeres higitasaibdl 100-100 pl-t szélesztettiink ki DRBCA csészékre. A
novényi részeket a csészékre torténd leoltas eldtt 5 percen at 90%-os etanolban &ztatva
sterileztik, majd 1 percen at steril desztillalt vizben mostuk. Leoltds utdn a mintékat
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A DRBCA-n makromorfoldgiai bélyegek alapjan Fusarium-
nak adodo telepeket PDA téptalajon tartottuk fenn a tovabbi kisérletek megkezdéséig.

A Kisérletek soran felhasznalt, nem altalunk izolalt, névényi mintabol szarmazé
Fusarium-okat a Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Hollandia), a Szeged
Microbiological Collection (SZMC, Szeged, Magyarorszag) és a The Microbial Type Culture
Collection and Gene Bank (MTCC, Chandigarh, India) torzsgyiijtemények biztositottak.
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5.2. Alkalmazott tapkozegek, pufferek, oldatok és reagensek

Agaroz gelelektroforézishez hasznalt anyagok:
TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 mM Na,EDTA.
Agaroz gél: 1% (w/v) agardz (Lonza) TAE pufferben oldva.
DNS festék: 1xSYBR Safe (Thermo Fisher Scientific).
DNS molekulasuly marker (a vart termék méretét6l fuggéen): GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific); pUC Mix Marker (Thermo Fisher Scientific).
Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokhoz alkalmazott anyagok:
Fluoreszcens festékek:
5 UM FUNL1 (Thermo Fisher Scientific) HEPES-ben oldva.

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich): 1% Annexin V-FITC és 2%
propidium jodid (PI) 1x Binding Buffer-ben oldva.

HEPES: 10 mM Na-HEPES (Sigma-Aldrich); pH 7,2.
HEPES-gliikoz: 2% (w/v) D-gliik6z; 10 mM Na-HEPES (Sigma-Aldrich); pH 7,2.

MM (minimal medium/miniméal tapoldat): 1% (v/v) so6oldat; 1% (w/v) D-glikoz; 0,085%
(w/v) NaNO:s.

Soéoldat: 26 g/l KCI; 26 g/l MgSO4x7H,0; 76 g/l KH,PO4; 5% (v/v) nyomelemoldat.
Nyomelemoldat: 40 mg/l Na,B;0;x10H,0; 400 mg/l CuSO4x5H,0; 714 mg/l FePOy;
728 mg/l MnSO4%xH,0; 800 mg/l Na;Mo0O4x2H,0; 8 mg/l ZnSO4x7H,0.

Tapkozegek:

Burgonya-dextr6z agar (PDA, potato dextrose agar, Difco): 0,4% (w/v) burgonyakivonat; 2%
(w/v) D-gliikoz; 2% (w/v) agar; pH 5,6.

Burgonya-dextroz tapoldat (PDB, potato dextrose broth, Difco): 0,4% (w/v)
burgonyakivonat; 2% (w/v) D-glikoz.

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) 0,3 mg/l L-glutaminnal kiegészitve, 0,165 M 4-
morfolinpropanszulfonsav (MOPS, Sigma-Aldrich), pH 7,0.
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Specifikus tapkozegek extracellularis enzimaktivitasok vizsgalatahoz:

Cellulaz: 0,01% (w/v) kongovoros festék; 0,1% (w/v) Yeast Nitrogen Base (Difco); 0,5%
(w/v) karboximetil-celluléz (Sigma-Aldrich); 1,5% (w/v) agar; pH 6.

Elasztaz: 0,05% (w/v) elasztin; 0,05% (w/v) Yeast Carbon Base (Difco); 0,1% (v/v)
bengalvoros festék (5% wiv); 0,05 M HzBO3 (pH 7,6); 1,5% (w/v) agar.

Foszfolipaz: 0,55% (w/v) CaCl,, 1% (w/v) pepton; 2% (w/v) agar; 2% tojassargaja; 4% (w/v)
D-gllikdz; 5,84 % (w/v) NaCl; pH 7.

Kazeinaz: 1% (w/v) sovany tejpor; 2% (w/v) agar.

Keratindz: 0,003% (w/v) CuSOy; 0,01% (w/v) FeSO4x7H,0; 0,01% (w/v) ZnSO4x7H,0;
0,05% (w/v) K,HPOy; 0,05% (w/v) KCI; 0,05% (w/v) MgSQO4x7H,0; 0,4% (w/v) keratin azr
(Sigma-Aldrich); pH 7.

Lipaz: 0,1% (v/v) tributirin; 0,3% (w/v) élesztokivonat; 0,5% (w/v) pepton; 1% (w/v) agar;
pH 7.

Pektindz: 0,003% (w/v) CuSOy; 0,01% (w/v) FeSO4x7H,0; 0,01% (w/v) ZnSO4x7H,0;
0,05% (w/v) KoHPOy; 0,05% (w/v) KCI; 0,05% (w/v) MgSO4%x7H,0; 0,5% (w/v) pektin;
2,5% (w/v) agar; pH 6.

5.3. Alkalmazott antifungalis szerek

A Kkisérletek soran alkalmazott antifungalis szereket és az azokkal kapcsolatos
legfontosabb tudnivalékat a 2. tablazat 0Osszegzi. Ezek kozott szerepel 4, Indidban
kereskedelmi forgalomban kaphat6 szemcsepp, melyeket a tesztek soran kész torzsoldatként
kezeltlink, a szlikséges tovabbi higitasokat kdzvetleniil ezekbdl készitettiik. A por alakban
rendelkezésiinkre allo antifungalis szerekbdl 96%-0s etanollal keszitettink 10 mg/ml

koncentracigju torzsoldatokat.

2. tablazat: A Kisérletek soran felhasznalt antifungalis szerek.

Antifungalis szer (Termék neve) Rovidités Gyarto (Szarmazasi orszag) Koncentracié (w/v)
POROK
Amfotericin B deoxikolat Medispec Pharmaceuticals Pvt. Ltd.
AMB .
(Amfocare) (India)
Terbinafin TRB Sigma-Aldrich (USA)
Vorikonazol (Vfend) VRC Pfizer Inc. (India)
SZEMCSEPPEK

Ekonazol (Aurozole) ECN Aurolab (India) 2%
Itrakonazol (ltral) ITC Jawa Pharmacheuticals (India) 1%
Klotrimazol (Auroclot) CLT Aurolab (India) 1%
Natamicin (Natamet) NTM Sun Pharmaceutical Ind. Ltd. (India) 5%
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5.4. Alkalmazott ill6olajok, ill6olaj-komponensek

A munkank soréan felhasznlt ill6olajokat, valamint azok fobb jellemzdit a 3. tblazat
foglalja 6ssze. Az Aromax Zrt.-t6l szarmazoé illoolajok Osszetételét a gyartd hatdrozta meg
gazkromatografias elvalasztassal kombinalt tdmegspektrometriaval (GC-MS). A Dél-India
Tamilnadu allamaban vasarolt, ismeretlen eredetii illoolajok GC-MS analizisét és ezzel egyiitt
az olajok valddisaganak igazoldsat Dr. Boszorményi Andrea, a Semmelweis Egyetem
Farmakognoziai Intézetének munkatarsa végezte el, az alabbiak szerint:

10 pl illéolajat 1 ml n-hexanban oldott 1,5 ml térfogatl mintatartd tvegben. Az oldatbol
1 pl térfogatot injektalt CTC Combi PAL (CTC Analytics AG) automata mintaadagolo
segitségevel, split modban. Az injektor homérséklete 250 °C a split arany 1:20 volt. Az
analizis Agilent 6890N/5973N GC-MSD készulékkel, Supelco SLB-5MS kapilléris kolonnan
(30 m x 250 pm x 0,25 pm) tortént. A kolonna hémérséklete egy 3 perces izoterm szakasz
utan 60-200 °C-ra emelkedett 8 °C/perc sebességgel, majd 2 perc izoterm szakasz utan 200-
230 °C-ra, 10 °C/perc sebességgel, végil 5 perc izoterm szakasz utdn 230-250 °C-ra 10
°C/perc sebességgel, a végsé homérsékletet 1 percig tartotta. A vivégaz nagy tisztasagl, 6.0
hélium, az aramlasi sebesség 1,0 ml/perc (37 cm/s) volt, constant flow mddban. A detektalas
quadrupole tdmegszelektiv detektorral tortént, elektronionizacids (70 eV), teljes scan mddban
(41-500 amu, 3,2 scan/s). Az adatokat MSD ChemStation D.02.00.275 software (Agilent)
segitségevel értékelte ki. A kvantitativ azonositas soran a komponensek retencios idejét és
tomegspektrumait standardok és a NIST 05 konyvtar adataival hasonlitotta dssze, a
szézalékos értékelést tertilet-normalizéacidval végezte el.

Ceélkitlizéseinket kovetve az altalunk vizsgalt illoolajok koziil csak a leghatékonyabbnak
bizonyulé olaj fébb komponenseinek antifungalis hatasat vizsgaltuk a tesztek soran.
Esetiinkben a fahéjolaj a tobbi illdolajhoz viszonyitva kiemelkedd antifungalis hatasinak
bizonyult, igy a tesztek soran egyediil ennek az olajnak a f6 komponensét, a fahéjaldehidet
(Sigma-Aldrich, Tisztasag > 99%, Strtség: 1,05 g/ml) vizsgaltuk (3. tablazat).

Az illoolajokbdl 1% Tween 40-nel (Sigma-Aldrich) kiegészitett RPMI 1640 tapoldattal
512 pl/ml, a fahéjaldehidbél pedig 50 pl/ml koncentracioju torzsoldatokat készitettiink.
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3. tAblazat: A kisérletek soran felhasznalt illdolajok, szarmazasi helyik és dsszeteteluk.

lll6olaj Gyarto Siiriség Osszetevék Szazalékos arany GC-MS
(Botanikai elnevezés) (Szarmazasi orszag) (g/ml) (%) kromatogram
Borékaolai a-pinén 40,7
(Juniperﬂgoco?n?dnis L) Aromax Zrt. (Magyarorszag) 0,86 B-pinén 36,0 2/a. melléklet
' 0-cimén 18,9
Citromolaj . Lim-on,én 83,2 .
(Citrus limon (L.) Burm. f.) Aromax Zrt. (Magyarorszag) 0,8 B-plqer] 9,5 2/b. melléklet
y-terpinén 5,6
a-pinén 0,5
B-pinén 0,7
1,8 cineol 2,1
Citromos Citronellal 76,9
eukaliptuszolaj - . Izopulegol 6,6 )
(Eucalyptus citriodora Hook. K.D. Hill Ismeretlen (Tamilnadu, India) 0.9 Izoizopulegol 0,8 2fc. melleklet
& L.A.S. Johnson) Citronellol 5,9
citronellil-acetat 18
B-kariofillén 24
citronellal-szarmazék 15
Fahéjolaj . Fahéjaldehid 93,1 )
(Cinnamomum zei/lanjicum Blume) Aromax Zrt. (Magyarorszag) 10 cinnamil acetat 2,5 2/d. melléklet
Lo Timol 51,8
(Thl;r;lslsﬂ\;ﬁlf;;:;]L) Aromax Zrt. (Magyarorszag) 0,9 0-cimén 361,27 2/e. melléklet
' y-terpinén ,
(galijiiﬁefr?id;?r%%ﬁ%)tizf]s) Ismeretlen (Tamilnadu, India) 1,2 metil-szalicilat 100 2/f. melléklet
Majorannaolaj . terpinén-4-ol 33,6 ,
(Origanum majorana L.) Aromax Zrt. (Magyarorszag) 0,9 By]:ttilrplréer) 189,05 2/g. melléklet
-fellandrén ,
I\/I(g{silr\;)i;al)élz;?elgaﬁl)aj Aromax Zrt. (Magyarorszag) 0,9 I'”&'&L?ggfat ?gg 2/h. melléklet
a-pinén 2,2
p-cimolI 32,2
Teafaolaj 1,8 cineo 10,0
(Melaleuca alternifolia (Maiden & Ismeretlen (Tamilnadu, India) 0,9 terpinén-4-ol 46,1 2/i. melléklet
Betche) Cheel) a-terpineol 2,4
nem-terpén Gsszetevo 3,6
allo-aromadendrén 1,3

* A kisz6 fajdbogydolaj 100%-0s metil-szalicilat tartalma utalhat az illoolaj szintetikus eléallitasara.
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5.5. Mddszerek
5.5.1. Fusarium izolatumok azonositasa molekularis médszerekkel

5.5.1.1. SzekvenciaalapU azonositas

Az altalunk vizsgalt Fusarium izolatumokat mindenekel6tt a TUB és TEF1 gének
szekvenciarészletei alapjan azonositottuk: a fenti génszakaszokra tervezett specifikus
inditoszekvencidkkal PCR-t hajtottunk végre, a keletkez6 amplikonok bazissorrendjének
meghatarozasa utadn internetes adatbdzisok homologiakeresd programjaival kerestiink
egyezést a kapott szekvenciakkal.

Genomi DNS tisztitasa. A genomi DNS tisztitasahoz az izolatumokat PDB tapoldatban,
25 °C-on, 5 napon keresztul, 200 rpm-en radzatva neveltik. A folyékony tapkdzegben
felszaporitott gomba micéliumot leszirtiik, majd desztillalt vizzel mostuk. A micéliumot -70
°C-on lefagyasztottuk, majd 16 oran keresztll liofileztik. A liofilizalt micéliumokat
dorzsmozsarban poritottuk és a késébbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A DNS tisztitasat
az Epicentre cég altal gyartott Master Pure ™ Yeast DNA Purification Kit felhasznalasaval, a
gyartd Gtmutatasait kovetve végeztik el.

PCR. Az izolatumok molekularis azonositasa érdekében elvégeztiik a TUB és TEF1
gének PCR-rel torténé amplifikalasat. A reakcioelegyek Osszetételét a 4. tablazat, a
reakciokorulményeket az 5. tabldzat, mig az egyes génszakaszokra specifikus
inditészekvenciakat a 6. tAblazat foglalja 6ssze.

4. tdblazat: A PCR soran 0sszemért reakcioelegyek odsszetétele pl-ben kifejezve.

FSSC

Osszetevék specifikus PCR TEF1 TUB
dNTP oldat 4 (2,5 mM) 5 (2 mM) 5 (2 mM)
Specifikus primer* 1-1 (10 pM) 1-1 (10 M) 1-1 (10 pM)
10x Dupla-Taq™ puffer (ZenonBio) 5 2,5 2,5
MgCl, oldat (ZenonBio) 5 (25 mM) 2,5 (25 mM) 2,5 (25 mM)
Dupla-Taq"™ DNS-polimeraz (ZenonBio) 0,3(1,5V) 0,3(1,5V) 0,3(1,5V)
Bidesztillalt viz 32,7 12 12
Templat DNS (5-50 ng/ul) 1 1 1
Végtérfogat 50 25 25

* A kiilonb6z6 PCR-ek sordn hasznlt specifikus inditdszekvencidkat a 6. tablazat tartalmazza.
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5. tablazat: A PCR soran alkalmazott reakciokérilmények.

FSSC

Lépések specifikus PCR TEF1 TUB
1. Elédenaturacio 2 perc, 95 °C 3,5 perc, 94 °C 3,5 perc, 94 °C
2. Denaturacio 1 perc, 95 °C 1 perc, 94 °C 1 perc, 94 °C
3. Primer k6t6dés 1 perc, 50 °C 30s,53°C 30s, 60 °C
S 2 perc, 72 °C — 1 perc, 72 °C, dt[s]=3 — 2 perc, 72 °C —
4. Polimerizacio g [épés 30x P 2. lépés 33E><] g [épés 35x
5. Utépolimerizacio 10 perc, 72 °C 7 perc, 72 °C 5 perc, 72 °C

6. tAblazat: A PCR-hez és szekvenalashoz hasznalt primerek.

Lokusz Primer Szekvencia Referenciak

oo B TSI TAAIGEATCTSY essmea 2o
L DATCOCTANSONNGIOACASAC . ormmessm 55
TUB o GO BCC COG TAC CAT GOA Co 5. Chung és mtsai. 2008

“A mitokondrialis citokrém B (CYTB) génre tervezett FSSC specifikus primerek.

Agaroz gélelektroforézis. A PCR-termékeket 1%-0s, SYBR Safe-fel (Invitrogen) festett
agaréz gélen futtattuk 5-10 V/cm fesziltség mellett horizontélis gélelektroforézis készilék
segitségével. A géleket ultraibolya fénnyel megvilégitva vizsgaltuk és fényképeztik. A gélek
kiértékelése UVP géldokumentacios rendszerrel és az ehhez csatlakozd GelBase szoftverrel
tortent.

DNS-szekvenalds és szekvenciaelemzés. Az amplikonok bazissorrendjének
meghatarozasat a német LGC Genomics cég munkatarsai végezték. A szekvenogramok
kiértékeléséhez a BioEdit v. 7.1.3.0 (Hall 1999) programot hasznaltuk.

Azonositas. A TEF1 és TUB génszakaszok nukleotidszekvencidja alapjan az izolatumok
meghatarozasat a  National Center for  Biotechnology Information (NCBI,
blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), a FUSARIUM-ID (isolate.fusariumdb.org) és a Fusarium
MLST (www.cbs.knaw.nl/Fusarium) honlapjan talalhato Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) homologia-keres6 program segitségével végeztiik el.

5.5.1.2. Fusarium solani fajkomplexumhoz tartoz6 torzsek specifikus, PCR-alapu

azonositasa

A 2010-2012 kozott izolalt Fusarium-ok azonositasi eredményeit egy tovabbi, PCR-
alapt maodszerrel is megerésitettiik, melyet He és munkatarsai (2011) irtak le a kozelmultban.
A reakcidelegyek osszetetelét a 4. tablazat, a reakciokorilményeket az 5. tablazat, mig

az egyes génszakaszokra specifikus inditdszekvencidkat a 6. tablazat foglalja 6ssze.
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A reakci6 az FSSC izolatumok esetében egy ~330 bp méretii amplikont eredményez.

5.5.1.3. A TEF1 szekvencia hasitasa EcoRI restrikcios endonukleézzal

Az emésztési reakciokat a 70 indiai klinikai Fusarium, valamint - negativ kontrollként -
10 tovabbi Fusarium izoldtum TEF1 PCR-termékével meértiik 6ssze. A reakcidelegyek
Osszetetele a kovetkezé volt: 10 pul TEF1 PCR-amplikon (0,1-0,5 pg DNS), 18 pl steril
bidesztillalt viz, 2 pl 10x EcoRI puffer (Thermo Fisher Scientific), 20 U EcoRI (Thermo
Fisher Scientific). A mintdkat 37 °C-on 16 oOran &t inkubaltuk, majd 1%-o0s, SYBR Safe-fel
(Invitrogen) festett agar6z gélen futtattuk és vizualizaltuk az 5.5.1.1. pontban leirtak alapjan.
Az emeésztési reakciokat FastDigest® EcoRI (Thermo Fisher Scientific) restrikcios
endonukledzzal is megismételtik a gyartd elbirasait kovetve. Ebben az esetben a

reakcidelegyeket 30 percen &t 37 °C-on inkubaltuk.

5.5.2. Klinikai Fusarium izolatumok filogenetikai analizise

A Kklinikai izolatumok koz6tti filogenetikai kapcsolatok rekonstrukcidjat a TEF1 és TUB
szekvenciak alapjan végeztik el. Ehhez a szekvencidkat fasta formatumba exportéltuk.
Kulcsoportként egy Fusarium cerealis torzset (Northern Regional Research Laboratory,
Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA, NRRL 25805) alkalmaztuk, a
hozza tartozd6 AF212466 azonositdszdmu TEF1 szekvencidt az NCBI adatbazisabol toltottik
le. A ClustalX 2.0.11 szoftver (Larkin és mtsai. 2007) segitsegevel egygénes és kombinalt
illesztéseket készitettlink. A kapott illesztéseket a BioEdit v. 7.1.3.0 (Hall 1999) programban
kézzel szerkesztettiik. A filogenetikai analizis soran alkalmazott, a szekvenciakhoz legjobban
illeszked6 nukleotid-szubsztiticios modellt a jModelTest AIC (corrected Akaike Information
Criterion, korrigalt Akaike informacios kritérium) funkciojanak segitsegevel allapitottuk meg
(Posada és Crandall 1998).

A Maximum Likelihood bootstrap analizishez a PhyML 3.0 szoftver NNI (nearest
neighbour interchange) branch swapping (legktzelebbi szomszéd &g csere) algoritmusat és a
TVM+G evoldcios modellt hasznaltuk, 1000 ismetlésen keresztiil (Guindon és Gascuel 2003).
Szignifikansnak a >69% bootstrap értékeket tekintettiik (Soltis és Soltis 2003).

A Bayes-féle analizishez a MrBayes 3.1.2 szoftvert (Huelsenbeck és Ronquist 2001)
hasznaltuk. A Markov-lancokat (6sszesen 8 lanc: 2 parhuzamos futasban 4-4) 10 millié
generacion keresztul futtattuk, a burn-in értéket 80000-re allitva, minden 100. generacidban
torténé mintavételezéssel, a GTR+G evolucidos modell segitségével. A Tracer vl1.4

programmal (Rambaut és Drummond 2007) ellendriztiik, hogy az értékek konvergaltak-e a
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valds poszterior eloszlashoz. Szignifikansnak tekintettik a legalabb 0,95 vagy az a feletti
poszterior valoszinliséget. A post-burn-in fakbol 50% tobbségi konszenzus filogramot

generaltunk a MrBayes program segitségével.
5.5.3. Antifungalis szerek iranti érzékenyseg vizsgalata

5.5.3.1. Antimikrobialis tesztek mikrodiltciéval

A Kisérletek soran dsszesen 70 klinikai Fusarium izolatum 7 konvenciondlis antifungélis
szer (AMB, ECN, ITC, CLT, TRB, NTM, VRC, 2. tablazat) iranti érzekenységét hataroztuk
meg a CLSI M38-A2 szabvany eldirasainak megfeleléen, in vitro mikrodilucios teszttel
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

Inokulumkeészités. Az egyes izoldtumok konidium-szuszpenzidinak elkészitéséhez a
ferde agaron 1év6 tenyészetekre 5-5 ml RPMI 1640 tapoldatot mértiink. A telepekrdl
folyamatos keverés mellett lemostuk a konidiumokat, a kapott szuszpenziét steril vattan
atsztrtik. A konidiumszamot Burker-kamra segitségével hataroztuk meg, majd a
szuszpenzidbdl 1x10° konidium/ml koncentraciéji higitast készitettink RPMI 1640
tapoldattal.

A mikrodilacios teszt Gsszemerése. Mindenekel6tt a tesztelendd antifungalis szerek
torzsoldatabol 10 1épcsds felez6 higitasi sort (128-0,25 pg/ml) keészitettlink. Az egyes anyagok
in vitro antimikrobialis hatasat 96 lyukd mikrotiterlemezen vizsgaltuk. Minden mintahely 100
antimikotikumot tartalmazott. Novekedési kontrollként 100 pl tapoldatot és 100 pl 1x10°
konidium/ml szuszpenzid elegyét alkalmaztuk. Szer steril kontrollként 100 pl adott
pedig 200 ul RPMI 1640-t vittiink fel a mikrotiterlemezre. Kisérleteinket harom parhuzamos
leoltassal végeztiik el. A mikrotiterlapokat 37 °C-on inkubaltuk. A méréseket 0, 24, 48 és 72
ora elteltével, 620 nm hullamhosszisagu fény abszorbancidjaval végeztik el (Jupiter HD
univerzalis mikrotiterlemez-leolvasé interferenciasztirével, ASYS Hitech GmbH).

Kiertékelés. Az egyes anyagok antimikrobialis hatasat az adott szer alkalmazasa soran
bekovetkezett novekedésgatlas mértékével jellemeztik. A ndvekedési kontrollhoz tartozé
fényelnyelés mértékét vettiik 100%-o0s ndvekedésnek minden izolatum esetében, és ehhez
viszonyitottuk az antifungalis szert tartalmaz6 minta fényelnyelését, ami alapjan novekedési
széazalékot szamitottunk. Végil meghataroztuk a MIC- (minimal inhibitory concentration,

minimalis gatlo koncentracio) értékeket. MIC-értéknek az alkalmazott antifungalis szer azon
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koncentracidgjat vettiik, amely 48 ora elteltével a vizsgalt izolatum novekedeset legalabb 90%-

ban gétolta.

5.5.3.2. Hatéanyag-kombinacidk iranti érzékenység vizsgalata

A kombinacios tesztek soran 6sszesen 42 Fusarium izolatum in vitro érzékenyseégét
hataroztuk meg a TRB és NTM kombinécidi iranti, un. checkerboard titralassal (Eliopoulos
és Moellering 1996). Az el6zéekben leirtaknak megfeleléen ebben az esetben is 3
parhuzamosban, mintahelyenként 200 ul végtérfogatban végeztiik el a kisérleteket, a
korébbiakhoz képest azonban ezuttal egy mintahely 50-50 pl tapoldatban oldott, adott
szuszpenzidt tartalmazott. Az alkalmazott modszernek koszonhetéen az egyes mintahelyek a
vizsgalt hatéanyagok kiilonb6z6 higitasainak mas-mas kombinacioit tartalmaztak.

A tesztekhez a TRB és NTM torzsoldatabol RPMI 1640 tapoldattal felez6 higitasi sort
készitettiink. A mikrotiterlapon elért végs6é koncentracio-tartomany a NTM esetében 0,125-
256 pg/ml volt, a TRB esetében pedig 0,06-128 pg/ml.

Kiértékelés. Ahhoz, hogy a két hatdanyag kozotti koélcsonhatds —tipusat
megallapithassuk, Un. frakcionalis gatl6 koncentracié index (fractional inhibitory

concentration index, FICI) értékeket szamitottunk (Johnson és mtsai. 2004):

MICa_rombinadsban M1 Cg_tombinéciban

FICI=FICa +FICs = +
M CA_egyeduI Mi CB_egyeduI

ahol MICa_egyedit €S MICg_egyedul A €S B anyag MIC-érteke az adott szer egyediili alkalmazasa
esetén, MICa kombinacisban €S MICg_kombinacisban 8Z A €S B szer kombinalt alkalmazasakor
megfigyelt MIC-értéket jeldli, mig a FICa és FICg az A és B anyag kombinalt alkalmazasakor
megfigyelt MIC-értékek és az egyediili alkalmazaskor megfigyelt MIC-értékek hanyadosa. A
két szer kozott fellépd kolesonhatds szinergizmusnak tekinthetd, ha FICI<O0,5,
antagonizmusnak ha FICI>4, illetve nincs koélcsonhatas a két hatdanyag kozoétt, ha
0,5<FICI<4 (Odds 2003).

5.5.4. Klinikai Fusarium izolatumok ill6olajok iranti érzékenységének vizsgalata

5.5.4.1. Antimikrobialis tesztek mikrodiltciéval

Az 5.7. pontban leirtakhoz hasonloan 0Osszesen 9 illbolaj (3. téblazat) és a
leghatékonyabbnak bizonyuld olaj f6 komponensének Fusarium-okkal szembeni

ndvekedésgatld hatasat vizsgaltuk in vitro mikrodiltcios teszttel. A kisérletekben szerepl6 18
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indiai klinikai izolatum kivalasztasanak f6 szempontja az volt, hogy a Fusarium Keratitisszel
eddig dsszefuggésbe hozott valamennyi fajkomplexum (FDSC, FIESC, FFSC, FOSC, FSSC)
képviseltetve legyen.

Az illoolajok és a komponens torzsoldatabol felezé higitasi sort készitettiink, elézetes
irodalmi adatok alapjan a fahéjolaj és fahéjaldehid esetében 0,015-8 ul/ml (Ranasinghe és
mtsai. 2002, Ooi és mtsai. 2006, Trajano és mtsai. 2012), a tébbi ill6olaj esetében pedig 0,25-
128 pl/ml koncentracio-tartomanyban (Ramezani és mtsai. 2002, El-Zemity és Ahmad 2005,
Pepeljnjak és mtsai. 2005, Dzamic és mtsai. 2007, Terzi és mtsai. 2007, de Lira Mota és
mtsai. 2012, Nikoli¢ és mtsai. 2013).

A szakirodalomban egyértelmii megallapodds hianydban az illdolajok gatld
koncentracid-értékeit térfogat- vagy tdmegszazalékban, esetleg anyagmennyiség-szazalékban
tintetik fel. Ez sok esetben megneheziti az eredmények pontos 6sszevetését. Annak
érdekében, hogy a kapott eredmények Osszevethetéek legyenek az antifungalis szer
érzékenységi tesztek eredményeivel, illetve valamennyi relevans, illbolajokkal kapcsolatos
szakirodalmi adattal, a pl/ml-ben kapott értékeket pg/ml-ben kozoljuk. Az értékek
atkonvertalasa a 3. tablazatban szerepl6 strtiségértékek alapjan tortént.

Az illéolajok MIC-értékeinek szemléletesebb interpretacidjadhoz a Sartoratto és
munkatérsai (2004) altal leirt hatarértékeket vettik alapul: egy illoolaj erés antifungalis
hatastinak tekinthet6, ha a MIC<500 pg/ml, mérsékeltnek abban az esetben, ha
600<MIC<1500 pg/ml és gyengének, ha a MIC>1500 pg/ml.

5.5.4.2. lll6olaj-komponens - antifungalis szer kombinaciok in vitro novekedésgéatld

hatasanak vizsgélata

A tovabbiakban az 5.8. pontban leirt checkerboard titralassal, hatéanyag-kombinacids
tesztekben vizsgaltuk a fahéjaldehid (a fahéjolaj f6 komponense, Sigma-Aldrich) és a NTM
egyuttes novekedésgatl6 hatasat Fusarium-okkal szemben.

A NTM és fahéjaldehid torzsoldatabol RPMI 1640 tapoldattal felezé higitasi sort
mértink 6ssze. A tesztekben alkalmazott hatéanyag koncentraciokat a mikrodilGcios tesztek
eredményei alapjan allapitottuk meg: a NTM végs6 koncentracio-tartomanya 0,5-256 pg/ml, a

fahéjaldehid vizsgalt koncentracio-tartomanya pedig 8,2-525 pg/ml volt.

5.5.4.3. lll6olajok okozta morfoldgiai valtozasok mikroszkdpos vizsgélata

A mikrodilGciés tesztek soran leghatékonyabbnak bizonyul6 illdolaj (a fahéjolaj), illetve

f6 komponensének (fahéjaldehid) hatasat a Fusarium konidiumok csirazo- és életképességére,
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valamint metabolikus aktivitasara fény- és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Mindehhez
a keratitiszbdl leggyakrabban izolalt fajkomplexum, az FSSC egyik képvisel6jét valasztottuk
ki (Chakrabarti és Singh 2011). Az FSSC SZMC 21315 térzs konidiumait 1x10° konidium/ml
vagy faheéjaldehiddel (16,4 pg/ml) kiegészitett MM tapoldatba. Az igy kapott elegyet steril
fed6lemezekre oltottuk, ezzel lehetdvé téve a konidiumok kitapadasat a lemezek feliletére a
25 °C-on torténd, 2, 6 és 16 déran at tartd inkubacios idok alatt. A negativ/kezeletlen kontroll
mintakhoz alkalmazott MM tapoldat nem tartalmazott sem fahéjolajat, sem fahéjaldehidet.

A fedblemezekre kitapadt konidiumok vizualizaldhoz fluoreszcens lampaval felszerelt
fénymikroszkopot hasznéltunk (LR 66238C, Carl Zeiss, Axiolab), a képeket pedig az ehhez
tartoz6 mikroszkopkameraval rogzitettiik (AxioCam ERc 5s, Carl Zeiss, Axiolab).

Az alabbiakban részletezett kisérletek mindegyikét egymastdl fuggetlenil, haromszor
ismételtiik meg. A végsd, dolgozatban is kozolt eredmények a harom kisérlet értékeinek
atlagabdl szarmaznak.

Csirazoképesseg vizsgalata. Az inkubacios idok elteltével mind a kezeletlen, mind a
fahéjolaj- és fahéjaldehid-kezelt mintdkban megszamoltuk a csirdzé és nem csirdzo
konidiumok aranyat a fénymikroszkop véletlenszeriien kivalasztott 10-10 latdmezejében.

Eletképesség és metabolikus aktivitas vizsgalata. A fahéjolajjal és komponensével
kezelt, valamint a kezeletlen konidiumok metabolikus aktivitasat és életképességét FUN1
viabilitasi festéssel vizsgaltuk. Kisérleteink soran a gyarto altal kidolgozott eredeti protokollt
adaptaltuk az &ltalunk alkalmazott technikara. A 2, 6 és 16 0ras inkubacios idok leteltével a
feddlemezeket HEPES pufferrel mostuk, majd tovabbi 30 percen at 25 °C-on 2% (wi/v)
glikdzzal kiegészitett HEPES pufferben inkubaltuk a lemezeket, végil egy Ujabb HEPES
pufferrel torténé mosas utan 5 uM FUN1 festékoldattal sotétben 30 percen keresztil festettiik
a mintainkat. A festést kovetden az elpusztult sejtek sargaszold, az €16 sejtek citoplazmaja
pedig zo6ld fluoreszcenciat mutat. A vakuolaris struktirdk piros fluoreszcenciaja a
plazmamembran integritasara és a sejtek metabolikus aktivitasara utal.

Apoptotikus és nekrotikus események vizsgalata. A kezelt és kezeletlen mintakban
lehetségesen el6forduld apoptotikus és nekrotikus konidiumok aranyat az Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich) segitségével hataroztuk meg. A festési eljaras soran
a gyartd utasitasait kovettiik. Valamennyi minta esetében a mikroszkop 20-20 latomezejében
hataroztuk meg a korai apoptotikus (Annexin V-FITC pozitiv - z6ld fluoreszcencia),
nekrotikus (Annexin V-FITC és PI pozitiv - piros fluoreszcencia) és é16 (Annexin V-FITC és
Pl negativ - nincs fluoreszcencia) konidiumok aranyat. Az Annexin V-FITC egy membran-
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impermedbilis festék, ami az apoptozis kimutatasara szolgal. Specifikusan kot a foszfatidil-
szerinhez, ami az apoptozis kezdeti stadiumaban végbemend membran atrendez6dés soran a
membran bels6 oldalarol a kiilsé felszinre kertil. A Pl szintén membran-impermedbilis, és a
nekrozis kimutatasara alkalmas. A membranintegritds megszinését kovetden a PI bejut a

sejtbe és a DNS-hez kotve pirosan fluoreszkal.

5.5.5. Extracellularis enzimaktivitas-tesztek

A Fusarium Keratitisz kialakulasaban feltételezetten szerepet jatszo extracelluléris
enzimek felderitése érdekében 67 klinikai és kornyezeti izolatum (3. melléklet) protedz-
(elasztaz, kazeindz és keratinaz), foszfolipdz- és lipaztermel6 képességét vizsgaltuk meg.
Emellett teszteltik az izolatumok extracelulris pektindz és cellulaz aktivitasat is.

Az 5.2. pontban leirt modon elkészitett specialis taplemezek kozepére a vizsgalt
izolatumok 7 napos, PDA-n nevelt telepszéleibol egy-egy 7 mm atméréjii micéliumkorongot
oltottunk le. A proteaz-, lipaz- és foszfolipaz-tesztek sordn 1 hetes, 37 °C-on torténd
inkubacio utan, a cellulaz és pektinaz aktivititas vizsgalata sordn pedig 3 napos, 30 °C-on
torténé inkubaciot kovetéen allapitottuk meg az egyes izoldtumok enzimaktivitdsanak
mértékét a telep (TA) és a koriilotte megfigyelt feltisztulasi zona (FA) atmérdjének aranyabol.
A két értékbdl a Blanco és munkatérsai (2002) altal leirt elasztaz aktivitasi index mintajara an.
enzim aktivitasi indexet (EAI) szamoltunk: EAl = FA/TA.

Az extracellularis keratinaz aktivitds vizsgalatdhoz az 5.2. pontban leirt mddon
elkészitett keratin-azur tartalm( tapoldatba az egyes izolatumok konidium-szuszpenzi6it 10°
konidium/ml végkoncentracioban oltottuk le, majd 37 °C-on, 2 héten at 200 rpm-en razatva
tenyésztettiik. A negativ kontrollként hasznalt mintat a beoltott konidium-szuszpenzidkkal
megegyez0 térfogatu steril desztillalt vizzel egészitettiik ki. Ha egy adott izoldtum képes volt
a keratin(azdr) bontasara, az azlurkék festék felszabadulasa kovetkeztében a tapoldatok
elkékultek. A kékilés mértéke jelezte az izolatumok keratinbontd képességét. A tapoldatokbdl
1 és 2 het elteltével vettiink mintat, majd miutan a micéliumokat és a keratin-azurt 13 000
rpm-en centrifugalva kiulepitettik, lemértik a feltliszok abszorbancigjat (ODeggo,
SPECTROstar Nano, BMG LABTECH). A kapott értékek alapjan szamszerisitettik az
izolatumok keratinaz aktivitdsanak mértékét és EAI-t szamoltunk: a negativ kontrollhoz
tartozo fényelnyelés mértékét vettiik 1-nek, és ehhez viszonyitottuk az ¢sszes tobbi minta

fényelnyelését.
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5.5.6. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét az RStudio 0.97.318 szoftver segitsegével veégeztik el.
A hipotézisvizsgalathoz, illetve a szignifikancia megéallapitdsahoz kétmintas t-probat
hasznaltunk. Amennyiben egy vizsgalt adatsorra a t-teszt hasznélatanak feltételei nem
teljestiltek, Mann-Whitney-probat alkalmaztunk. Statisztikailag p<0,05 esetén tekintettik

szignifikansnak a kulénbséget.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Fusarium izolatumok azonositasa molekularis modszerekkel

A Klinikai izolatumok azonositasat szekvencia- és PCR-alapl molekularis modszerek

segitségével végeztik el. Eredmeényeinket a 7. tAblazat foglalja 6ssze.

6.1.1. Szekvenciaalapu azonositas

A 2010-2011-ben izolalt Fusarium torzseket a TUB és TEF1 gének szekvenciarészletei
alapjan azonositottuk az NCBI, a FUSARIUM-ID és a Fusarium MLST szekvencia-
adatbazisaiban, a BLAST homologia-keres6 program segitségével. A szekvencidkat az EMBL
European Nucleotide Archive adatbazisaban tettiik hozzaférhetévé. A szekvenciakhoz tartozo
EMBL azonositokat a 7. tablazat tartalmazza. A TEF1 és TUB szekvencidk alapjan a 70
izolatum kozll 53 az FSSC, 6 az FDSC, 5 az FFSC, 4 az FOSC és tovéabbi 2 az FIESC
képvisel6jének bizonyult (7. tdblazat, 3. abra). Fajszinten 8 izolatumot azonositottunk: az
FDSC-n belil valamennyi izolatum F. delphinoides-nek, az FFSC-n belil 3 izolatum (SZMC
11491, SZMC 11493 és SZMC 11497) F. napiforme-nak bizonyult.

“~ FOSC
~ SZMC 11483

3. abra: Klinikai Fusarium izolatumok telepmorfoldgiaja PDA taptalajon, 7 nap inkubéciot
kovetéen. FDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F. fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F.
incarnatum-equiseti fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum fajkomplexum; FSSC: F. solani

fajkomplexum.

Az FSSC tagjait a humén keratomikoézis 6 korokozdjaként tartjadk szamon (Naiker és
Odhav 2004), de emellett az altalunk azonositott fajkomplexumok mindegyikét azonositottak
korébban Fusarium keratitiszb6l (Igbal és mtsai. 2008, Hassan és mtsai. 2016). Hassan és
munkatarsai (2016) az altalunk vizsgalt idGészakot kovetden, 2012-2013-ban morfoldgiai
alapon 0sszesen 196 Fusarium-ot azonositottak a coimbatore-i Aravind Eye Hospital &
Postgraduate Institute of Ophthalmology mikrobioldgiai laboratériumaban. Ezek kozul 65
izoladtumot a TEF1 és RPB2 gének szekvenciarészletei alapjan is meghataroztak:

eredményeinkhez hasonloan az izolatumok tobbsége (n=54) az FSSC (F. falciforme, F.
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keratoplasticum, F. lichenicola), tovabbi 7 az FDSC (F. delphinoides, F. dimerum), 3 az

FFSC (F. nygamai, F. sacchari) és 1 az FOSC (F. oxysporum) képvisel6jének adodott.

7. tablazat: A klinikai izolatumok molekularis azonositdsanak eredményei.

KLINIKAI IZOLATUMOK

TEF1és TUB - A TEF1
SZMC szekvenciak alapjan EMBL azonosito FSSC-specifikus T ooC
azonosité? azonositott emeésztése specifi '2“5
fajkomplexum (faj)® TUB TEF1 EcoRlI-el® PCR
SZMC 11492 FDSC (F. delphinoides) HF569971 HF569904 - N
SZMC 11496  FDSC (F. delphinoides) HF569974  HF569907 - .
SZMC 11499  FDSC (F. delphinoides) HF569977  HF569910 - ;
SZMC 11501 FDSC (F. delphinoides) HF569980 HF569913 - -
SZMC 11503 FDSC (F. delphinoides) HF569985 HF569918 - -
SZMC 11509 FDSC (F. delphinoides) HF569994  HF569927 - -
SZMC 11486 FFSC HF569957 HF569890 - -
SZMC 11487 FFSC HF569962 HF569895 - -
SZMC 11488 FFSC HF569963 HF569896 - -
SZMC 11491 FFSC (F. napiforme) HE984154 HE984153 - -
SZMC 11493 FFSC (F. napiforme) HE984151 HE984150 - -
SZMC 11497 FFSC (F. napiforme) HF570006 HE984152 - -
SZMC 11481 FIESC HF569948 HF569881 - -
SZMC 11489 FIESC HF569964 HF569897 - +
SZMC 11483 FOSC HF569950 HF569883 - -
SZMC 11504 FOSC HF569986 HF569919 - -
SZMC 11505 FOSC HF569987 HF569920 - +
SZMC 11474 FSSC HF569939 HF569872 + +
SZMC 11475 FSSC HF569940 HF569873 + +
SZMC 11477 FSSC HF569943 HF569876 + +
SZMC 11478 FSSC HF569944  HF569877 + +
SZMC 11479 FSSC HF569945 HF569878 + +
SZMC 11480 FSSC HF569946 HF569879 + +
SZMC 11484 FSSC HF569951 HF569884 + +
SZMC 11485 FSSC HF569954 HF569887 + +
SZMC 11490 FSSC HF569968 HF569901 + +
SZMC 11494 FSSC HF569972 HF569905 + +
SZMC 11495 FSSC HF569973 HF569906 + +
SZMC 11498 FSSC HF569976  HF569909 + +
SZMC 11500 FSSC HF569978 HF569911 + +
SZMC 11502 FSSC HF569981 HF569914 + -
SZMC 11506 FSSC HF569989 HF569922 + +
SZMC 11508 FSSC HF569993 HF569926 + +
SZMC 11511 FSSC HF569997 HF569930 + +
SZMC 11512 FSSC HF569998 HF569931 + +
SZMC 11513 FSSC HF570000 HF569933 + +
SZMC 11514 FSSC HF570003 HF569936 + +
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7. tAblazat Klinikai izolatumok (folytatas)

TEF1ésTUB EMBL azonosit6° ATEFL FSSC-
SZMC szekvenciak alapjan FSSC-specifikus .
azonosit6® azonositott TUB TEF1 emésztése specifi Iﬁus
fajkomplexum (faj)" EcoRl-el’ PCR
SZMC 11515 FSSC HF570005 HF569938 +
SZMC 11516 FSSC HF569947 HF569880 + +
SZMC 11517 FSSC HF569952 HF569885 + +
SZMC 11518 FSSC HF569955 HF569888 + +
SZMC 11519 FSSC HF569965 HF569898 + +
SZMC 11520 FSSC HF569966 HF569899 + +
SZMC 11521 FSSC HF569970 HF569903 + +
SZMC 11522 FSSC HF569975 HF569908 + +
SZMC 11523 FSSC HF569982 HF569915 + +
SZMC 11524 FSSC HF569991 HF569924 + +
SZMC 11525 FSSC HF570004 HF569937 + +
SZMC 11527 FSSC HF569941  HF569874 + +
SZMC 11528 FSSC HF569942  HF569875 + +
SZMC 11529 FSSC HF569949  HF569882 + +
SZMC 11530 FSSC HF569953 HF569886 + +
SZMC 11531 FSSC HF569956  HF569889 + +
SZMC 11532 FSSC HF569958 HF569891 + +
SZMC 11533 FSSC HF569959  HF569892 + +
SZMC 11534 FSSC HF569960 HF569893 + +
SZMC 11535 FSSC HF569961 HF569894 + +
SZMC 11536 FSSC HF569967 HF569900 + +
SZMC 11537 FSSC HF569969 HF569902 + +
SZMC 11538 FSSC HF569979  HF569912 + +
SZMC 11539 FSSC HF569983 HF569916 + +
SZMC 11540 FSSC HF569984 HF569917 + +
SZMC 11541 FSSC HF569988 HF569921 + -
SZMC 11542 FSSC HF569990 HF569923 + +
SZMC 11543 FSSC HF569992 HF569925 + +
SZMC 11544 FSSC HF569999  HF569932 + +
SZMC 11545 FSSC HF570001 HF569934 + +
SZMC 11546 FSSC HF570002 HF569935 + +
SZMC 11547 FSSC HF569995 HF569928 + +
SZMC 11548 FSSC HF569996 HF569929 + +

8SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag.

YFDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F. fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F. incarnatum-equiseti
fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum fajkomplexum; FSSC: F. solani fajkomplexum.

‘EMBL: European Molecular Biology Laboratory Nucleotide Sequence Database

gt A 770-790 bp-os parcidlis TEF1 (transzlaciés elongécios faktor 1) amplikon EcoRlI-el valé emésztése
egy 470-490 és egy 270-300 bp-os fragmentumot eredményezett; "'-'*: A parcialis TEF1 amplikont az EcoRl
restrikcios endonukledz nem emésztette.

°A He és munkatarsai (2011) altal leirt PCR-alapli azonositasi modszer eredményei: ""+'": Az FSSC-specifikus

PCR egy ~330 bp amplikont eredményezett; *'-"": Az FSSC-specifikus PCR soran termék nem képz6dott.
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A F. napiforme-t el6sz6r Marasas és munkatarsai (1987) irtak le. Elséként kolesrol és
cirokrél izolaltak, majd késobb Argentindban csirketakarméanybdl (Magnoli és mtsai. 1999),
Afrikdban és Ausztralidban talajbdl is azonositottdk (Jeschke és mtsai. 1990, Sangalang és
mtsai. 1995). Human megbetegedésekért ritkan felelés, napjainkig minddssze 3 esetben irtak
le disszeminalt- és tiid6fertézésekbdl (Melcher és mtsai. 1993, Lee és mtsai. 2000, Unoura €s
mtsai. 2011). Vizsgalataink soran els6ként azonositottuk a F. napiforme-t human
keratomikozisbdl. A TEF1 szekvencidk BLAST analizise alapjan az izoldtumok 98,5-99,3%-
0s egyezést mutattak a F. napiforme NRRL 13604 torzzsel (Szekvencia-azonosito:
AF160266).

6.1.2. Fusarium solani fajkomplexumhoz tartoz6 torzsek specifikus, PCR-alapu

azonositasa

A He és munkatarsai (2011) altal leirt FSSC-specifikus primerek segitségével
végrehajtott PCR eredményeit a 7. tablazat foglalja 6ssze. A 4. dbra a klinikai izolatumok
Klinikai izolatumok kozul 6sszesen 54 esetében detektaltuk a csak FSSC izolatumoknal vart
~330 bp hosszlsagu amplikont. Az 54 izolatumbol a korabbi azonositasi eredmények alapjan
51 az FFSC, 1-1 pedig az FDSC, FIESC és FOSC részét képezi. A negativ kontrollként
alkalmazott tovabbi 10 Fusarium izolatum (F. asiaticum, F. avenaceum, F. boothii, F.
cerealis, F. culmorum, F. graminearum, F. polyphialidicum, F. pseudograminearum;
8. tablazat) egyikénél sem keletkezett FSSC-specifikus PCR-termék. Osszesen 3 fals pozitiv
(FDSC SZMC 11492, FIESC SZMC 11489, FOSC SZMC 11505), 2 fals negativ (FSSC
SZMC 11502 és SZMC 11541) és 75 helyes, a vartnak megfeleld pozitiv vagy negativ
eredményt kaptunk (7 és 8. tablazat).

~330 bp

4. abra: A Fusarium solani fajkomplexum-specifikus PCR eredménye. M: pUC mix marker.
1, 5 és 9: FDSC (F. dimerum fajkomplexum, F. delphinoides SZMC 11492, SZMC 11496,
SZMC 11499). 2 és 7: FFSC (F. fujikuroi fajkomplexum, F. napiforme SZMC 11493, SZMC 11497).
3, 4, 6 és 8: FSSC (F. solani fajkomplexum, SZMC 11494, SZMC 11495, SZMC 11522, SZMC
11498).
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8. tadblazat: A Fusarium solani fajkomplexum-specifikus azonositasi modszerek

ellendrzése soran alkalmazott Fusarium izolatumok.

ATEF1 -
Azonosit6? Fajkomplexum/Faj® FSSC-specifikus emésztése FSSC-spe(yflkus

EcoRl-el PCR
SZMC 11049 FSAMSC (F. boothii) - -
SZMC 11051 FSAMSC (F. boothii) - -
SZMC 11056 FSAMSC (F. graminearum) - -
SZMC 11044 FTSC (F. avenaceum) - -
SZMC 11055 FSAMSC (F. asiaticum) - -
SZMC 11038 FSAMSC (F. pseudograminearum) - -
SZMC 11048 FSAMSC (F. cerealis) - -
NRRL 12375 FSAMSC (F. culmorum) - -
NRRL 29388 FSAMSC (F. culmorum) - -
SZMC 11042 FCOSC (F. polyphialidicum) - -

8SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag; NRRL: Northern Regional Research
Laboratory, Agricultural Research Service Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization
Research, Peoria, USA.

PFCOSC: F. concolor fajkomplexum; FSAMSC: F. sambucinum fajkomplexum; FTSC: F. tricinctum
fajkomplexum.

(41}

+": A 770-790 bp-os parcialis transzlacios elongéacids faktor TEF1 amplikon EcoRI-el val6 emésztése egy
470-490 és egy 270-300 bp-os fragmentumot eredményezett; "*-"": A parcialis TEF1 amplikont az EcoRlI
restrikciés endonukledz nem emésztette.

A He és munkatarsai (2011) altal leirt PCR-alapti azonositasi modszer eredményei: *'+": Az FSSC-specifikus

PCR egy ~330 bp amplikont eredményezett; *'-*": Az FSSC-specifikus PCR soran termék nem képz6dott.

6.1.3. Uj modszer a Fusarium solani fajkomplexum képviseléinek azonositasara: a TEF1

szekvencia hasitasa EcoRI restrikcios endonukleézzal

Az FSSC a Fusarium keratitisz leggyakoribb kérokozéja Dél-Indidban (Lalitha és mtsai.
2008b). Tagjai gyakran rezisztenciat mutatnak a konvencionalis antimikotikumokkal szemben
(Azor es mtsai. 2007). Ezért céljaink kozott szerepelt egy egyszerli, gyors és specifikus
modszer kidolgozasa, amely meggyorsithatja az azonositds folyamatat és lerdviditheti az
FSSC-specifikus terapia megkezdéséig eltelt idot.

Ennek érdekében a 70, human keratitiszbdl szarmaz6 Fusarium izolatum és egyéb,
human fertézésekkel kapcsolatba hozhatdo Fusarium torzsek génbanki TEF1 és TUB
szekvencidinak in silico analizise soran olyan restrikciés endonukleaz hasitohelyeket
kerestink, amelyek alkalmasak lehetnek fajok vagy fajkomplexumok specifikus
elkilonitésére, illetve azonositdsara. Mindehhez a BioEdit v. 7.1.3.0 (Hall 1999) program

"Sequence/Nucleic Acid/Restriction Map™ menipontokon keresztiil elérheté restrikcios
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térképkészité funkciojat hasznaltuk. A TUB szekvencidkban nem talaltunk sem faj-, sem
fajkomplexum-specifikus hasitohelyeket. Viszont az in silico vizsgalatok alapjan az FSSC-
hez tartoz0 TEF1 szekvenciak mind tartalmaztdk az EcoRI restrikcios endonukleéz
hasitohelyeit (5’-G*AATTC-3’) (5. abra).

FCSC PCB TCGATCGCGCGCC CTTATACCCATCGATCCATGATTC
FCSC DEB15 TCGATCGCGCGCC CTTATACCCATCGATCCATCATTC
FDSC $ZMIC 11501 TCGATTCCTGAGCATTTTACCACG - CGAT

FDSC CBS 116521 TCCATTCCTGAGCCTTTCCCTACG CGAT

FFSC SZMIC 11493 TCGATCGCGCGTC CCTTAGTACACCGATTCCTCCCT
FFSC C5V1 TCGATCGCGCGTC -CTTT -GCCCACCGATTTC-CCTT

FIESC SZMIC 114811 CCGATCGCACGCC CTC-TACCCACCGATCCATCAGTC
FIESC M02-70335-4 CCGATCGCACGCC CTC-TACCCACCGATCCATCAGTC
FOSC SZMC 11504 TCGATCGCGCGTC-CTTT-GTACACGATTTC-CCCT
FOSC SAT75 TCGATCGCGCGTC -CTTT -GTACATCGATTTC-CCCT
FSAMSC NRRL 3299 TCGATCGCGCGCC CTTCTTCCCATCGACCCATCATTC
FSAMSCNRRL26342 TCGATCGCGCGCC CTTCTTCCCATCGACCCATCATTC

FS5C SZMIC 11474 CCGATCGCACCTTGCTATTCCACAACIGAATTC|ICCTCCC
F55C FMR 7988 CCGATCGCGCCTTGCTATTCCACAACIGAATTCICCTCCC

5. abra: Klinikai jelentdségii Fusarium fajkomplexumokhoz tartoz6 torzsek TEF1
szekvenciainak illesztése. Az EcoRlI restrikcios endonukledz specifikus hasitéhelyének szekvencigjat
(G*AATTC, kerettel jel6lve) csak az F. solani fajkomplexum (FSSC) képviseldinek TEF1 szakasza
hordozza. FCSC: F. chlamydosporum fajkomplexum; FDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F.
fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F. incarnatum-equiseti fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum

fajkomplexum; FSAMSC: F. sambucinum fajkomplexum.

Annak érdekében, hogy az in silico eredményeinket laboratériumi kisérletekkel is
alatamasszuk, az FSSC-specifikus PCR-alapti mddszernél mar leirt 80 klinikai és kdrnyezeti
Fusarium izolatum TEF1 szakaszanak EcoRI-el torténé emésztését végeztiik el. Az emésztés
eredményeit a 7. és 8. tdblazat foglalja 6ssze. Valamennyi FSSC izolatum esetében a TEF1
PCR-termékek emésztése két fragmentumot eredményezett, egy 470-490 bp és egy
270-300 bp hosszusagut, a nem FSSC izolatumok esetében viszont az emésztetlen,
770-790 bp hosszusagt TEF1 amplikont figyeltik meg (6. abra). Fals negativ vagy fals
pozitiv eredményeket nem figyeltiink meg.

«— 770-790 bp
<«—— 470-490 bp
+— 270-300 bp

6. dbra: TEF1 amplikonok ECORI enzimmel torténé emésztésének eredménye. M: pUC mix marker;
1. F. incarnatum-equiseti fajkomplexum; 2-3, 5-10 és 12-13: F. solani fajkomplexum; 4: F. oxysporum

fajkomplexum; 11: F. dimerum fajkomplexum (F. delphinoides).
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Az altalunk kidolgozott, EcoRI-emésztésen alapuld modszer a 6.1.2. pontban leirt
FSSC-specifikus PCR-hez képest pontosabbnak bizonyult: az emésztésen alapulé mddszer az
esetek 100%-aban, a PCR-alapl mddszer pedig az esetek 93,75%-&ban adott helyes

eredményt.

6.1.4. Fusarium solani fajkomplexumhoz tartozo térzsek izolalasa indiai klinikai és

kornyezeti mintakbodl

Szdmos 2010-2011 folyaman izolalt klinikai torzs tobbszori atoltds utan sem volt
tenyészthetd. Emellett a klinikai eés kornyezeti FSSC izolatumok extracellularis
enzimaktivitasanak 0sszehasonlitasahoz nem alltak rendelkezésiinkre a klinikai izolatumokkal
megegyezO r1égiobol szarmazod talaj- és novényi izoldtumok. Ezért a tovabbi kisérletek
(ildolajok antifungalis hatdsénak vizsgélata, extracellularis enzimaktivitas-tesztek)
megkezdéséhez 2012 6szén mind klinikai, mind kornyezeti (talaj- és novényi) FSSC
izolatumok gytijtését hajtottuk végre. Az izoldtumok azonositasat eldszér morfoldgiai alapon,
majd a korabbi tesztek soran megbizhat6 eredményeket szolgaltatdé TEF1 amplikonok EcoRI-
emesztésével és a He és munkatarsai (2011) altal leirt FSSC-specifikus PCR segitségével
hajtottuk végre. A mindkét moddszer alapjan FSSC-nek bizonyulé torzseket az SZMC
(Szeged, Magyarorszag) torzsgylijteményben helyeztiik el. Az izoldtumok listdjat és a
hozzajuk tartozo tdrzsgyiijteményi azonositokat az 1. sz. melléklet tartalmazza. Osszesen 23

klinikai, 19 talajbol és 2 névényekrdl szarmazd FSSC torzset izolaltunk.

6.2. Klinikai Fusarium izolatumok filogenetikai analizise

A 2010-2011 folyaman human szaruhartya-gyulladasbél izolalt 70 Fusarium torzs
leszarmazési kapcsolatainak rekonstrukciojat a TEF1 és TUB szekvenciak alapjan Bayes-féle
és Maximum Likelihood analizissel hajtottuk végre.

A becsult torzsfan az izolatumok fajkomplexumonként 5, magas tAmogatottsagi értékkel
rendelkez6 kladba csoportosultak: az els6 klad tartalmazta az FSSC izolatumokat (Bayes-féle
poszterior valdszintiség, BPP: 1,00; Maximum Likelihood bootstrap érték, MLBS: 97%), a
méasodik az FDSC (BPP: 1,00; MLBS: 100%), a harmadik az FFSC (BPP: 1,00; MLBS:
86%), a negyedik az FOSC (BPP: 1,00; MLBS: 98%), az 6todik pedig az FIESC izolatumokat
(BPP: 1,00, MLBS: -) (7. abra).
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7. dbra: A TEF1 és TUB szekvenciarészletek alapjan becsilt kombinalt filogram. Az egyes

noduszokban a Bayes-féle analizis soran kapott poszterior valosziniiség értékeket és a Maximum

Likelihood analizis soran kapott bootstrap-értékeket is feltlintettik. Piros kerettel jelolve: a TEF1 és

TUB szekvenciék alapjan FOSC-hez sorolt SZMC 11486 izolatum a filogenetikai analizis alapjan az

FFSC klad részet képezi.
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A filogenetikai analizis egy Kkivétellel megerdsitette a korabban elvégzett
szekvenciaalapl molekularis azonositasi eredményeket. Az SZMC 11486 azonositd szdmd,
TEF1 és TUB szekvencidk alapjan FOSC-hez sorolt izoldtum a filogenetikai analizis alapjan
az FFSC klad része. igy a 70 izolatumbol 53 az FSSC, 6-6 az FDSC és FFSC, 3 az FOSC és 2
az FIESC fajkomplexum képvisel6jének bizonyult.

6.3. Klinikai Fusarium izolatumok antifungalis szerek irdnti érzékenységéenek vizsgalata

6.3.1. Antifungélis szerek iranti érzékenység vizsgalata mikrodiltucioval

A 2010-2011-b6l szarmazO klinikai Fusarium izolatumok in vitro érzékenységét
0sszesen 7 antifungélis szer, 2 polién (AMB és NTM), 4 azol (CLT, ECN, ITC és VRC) és 1
allilamin (TRB) irant hataroztuk meg. Eredményeinket a 9. tablazat foglalja dssze.

9. tablazat: Konvenciondlis antifungélis szerek MIC-értékeinek eloszlasa

fajkomplexumonkénti bontasban.

Antifungalis szer” / MIC (ug/ml)

Faj-komplexum?® AMB VRC CLT ITC ECN NTM TRB
FDSC (n=6) 4-64 16-64 64->64 >64 64->64 2-8 2-32
FFSC (n=6) 16->64 64->64 >64 >64 64 8->64 1-32
FIESC (n=2) 32->64  32->64 >64 >64 64 4->64 8-64
FOSC (n=3) 4->64 64->64 >64 >64 32->64 8->64 32-64
FSSC (n=53) 0,5->64 0,125->64 4->64 8->64 8->64 2->64 1->64

MIC-tartomany 0,5->64 0,125->64 4->64 8->64 8->64 2->64 1->64

MICs,° 16 64 >64 >64 >64 8 32
MICg° >64 >64 >64 >64 >64 128 64

FDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F. fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F. incarnatum-equiseti
fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum fajkomplexum; FSSC: F. solani fajkomplexum.

4AMB: amfotericin B; CLT: klotrimazol; ECN: ekonazol; ITC: itrakonazol; NTM: natamicin; TRB:
terbinafin; VRC: vorikonazol.

“MICsy90: az a MIC érték, ami a vizsgalt izolatumok 50/90%-anal okoz teljes névekedésgatlast.

A vizsgalt izolatumok tulnyomé tdbbségének novekedését a NTM, AMB és TRB gatolta
a leghatékonyabban, ezeket kovette a VRC. A NTM az izolatumok mintegy 70%-at
<16 pg/ml-es koncentracioban gatolta. Ez Lalitha és munkatarsai (2008a) szerint megfelel a
NTM szemben elérhetd, hatékony terapias koncentracidjanak. Az ECN és CLT az FSSC
izolatumok kb. 20-30%-anak ndvekedését 4-64 pg/ml-es koncentracidban gatolta, &m az
izolatumok tdbbségénél nem okozott teljes ndvekedésgatlast (MIC>64 pg/ml). Az ITC egy

FSSC izolatum kivételével szintén nem okozott teljes gatlast a vizsgalt koncentracio-
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tartomanyon belll (MIC>64 pg/ml). A kiilonboz6 fajkomplexumok antifungalis szerek iranti
érzékenysegében nem tapasztaltunk jelentésebb eltérést.

A mikrodiltcios tesztek soran kapott eredményeink Osszeegyeztethetdek a szakirodalmi
adatokkal. Az FSSC izolatumokkal szemben tobb tanulmany is az AMB-t, NTM-t és TRB-t
taldlta a leghatékonyabbnak (Azor és mtsai. 2007, Alastruey-lzquierdo és mtsai. 2008, Igbal
és mtsai. 2008, Tan és Cha 2008). Guevara-Suarez és munkatarsai (2016) 89 Fusarium, ezen
belul 49 FSSC izolatum antifungélis érzékenységét 5 szerre (AMB, flukonazol, ITC, VRC,
pozakonazol) megvizsgalva, az AMB esetében tapasztaltdk a legalacsonyabb MIC-értékeket
(1->16 pg/ml). FSSC izolatumokkal szemben Hassan €s munkatarsai (2016) szintén az AMB,
valamint a VRC esetében regisztraltak a legalacsonyabb MIC-értékeket (0,5-8 pg/ml).

Az FFSC képviselivel szemben a TRB bizonyult a leghatékonyabbnak
(MIC: 1-32 pg/ml). Hassan és munkatarsai (2016) a TRB antifungalis hatasat nem vizsgaltak,
kisérleteik soran a VRC-vel és AMB-vel szemben tapasztaltdk a legalacsonyabb MIC-
értékeket (0,5-4 pg/ml és 1-4 pg/ml). Al-Hatmi és munkatérsai (2015a) Kisérleteiben F.
napiforme és F. verticillioides izolatumokkal szemben az AMB 1-4 pg/ml, a VRC pedig 1-8
pg/ml - koncentracié-tartomanyban okozott teljes novekedésgatlast, a NTM mérsékelt
aktivitast mutatott (MIC: 4 pg/ml), az ITC pedig hatastalannak bizonyult az FFSC
izolatumokkal szemben a vizsgélt koncentracio-tartoméanyon belil. Egy korabbi
tanulmanyban egy disszeminalt fert6zésbél izolalt F. napiforme térzs rezisztensnek bizonyult
az AMB-vel és az 5-fluorocitozinnal szemben (Melcher és mtsai. 1993). Habar
eredményeinkhez hasonléan Azor és munkatarsai (2009) szintén a TRB-t irtdk le, mint a F.
napiforme ndvekedését leghatékonyabban gatldé antifungalis szert, az altaluk megallapitott
MIC-értékek (0,06-0,25 pg/ml) tébb mint egy nagysagrenddel alcsonyabbak voltak az
altalunk leirt értékekhez képest.

A F. delphinoides (FDSC) izolatumok ellen a NTM bizonyult a leghatékonyabbnak
(MIC-tartomany: 2-8 pg/ml), ezt kovette a TRB, AMB és VRC. A CLT, ECN és ITC a
vizsgalt koncentracid-tartomanyon bellil nem gatolta az FDSC izolatumok névekedését (MIC
>64 ug/ml). Hassan és munkatérsai (2016) tanulményaban a NTM hasonlé hatékonysaggal
(MIC: 8-16 pg/ml) gatolta az FDSC izolatumok ndvekedését, de a legaktivabb szer esetlikben
az AMB volt, 1-2 pg/ml-es MIC-értékkel. Wang és munkatarsai (2011) szintén keratitiszbol
szarmazo F. delphinoides torzsek antifungalis szerekkel szembeni in vitro érzekenységét
vizsgaltdk: az AMB MIC-értéke 0,5 pg/ml, a VRC MIC-értéke pedig 8 pg/ml volt. Ezzel
szemben az altalunk tapasztalt AMB és VRC MIC-értékek magasabbak voltak (4-64 pg/ml és
16-64 pg/ml).
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Az FOSC és FIESC izolatumok antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége
alacsonynak bizonyult a vizsgélt hatdéanyagokkal szemben, egyedil a TRB MIC-értékeit
tudtuk minden esetben meghatarozni (MIC-tartomany: 32-64 pg/ml). Hassan és munkatarsai
(2016) mindossze egy F. oxysporum torzset izolaltak 2012 és 2013 folyaman az Aravind Eye
Hospital & Postgraduate Institute of Ophthalmology mikrobiologiai laboratériumaban. Ez az
izolatum az AMB irant bizonyult a legérzékenyebbnek, a legmagasabb MIC-értéket pedig a
NTM, nisztatin és flukonazol esetében figyelték meg. Guevara-Suarez és munkatarsainak
(2016) Kisérletei soran szintéen az AMB bizonyult a legaktivabbnak az FOSC izolatumokkal
szemben, az ITC, pozakonazol és flukonazol viszont nem gatolta az izolatumok névekedését a
vizsgalt koncentracid-tartoményon belil. Egy masik tanulmanyban human szaruhartyarol
izolalt FIESC izoldtumokkal szemben az AMB 8 pg/ml, a VRC pedig 4 pg/ml
koncentracidban okozott teljes ndvekedésgatlast (Wang és mtsai. 2011). Azor és munkatarsai
(2009) Kisérletei soran FIESC izolatumokkal szemben szintén az AMB bizonyult a
leghatékonyabbnak (MIC: 0,5-2 pg/ml).

Shobana és munkatarsai (2015) azolok Fusarium-okkal szembeni in vitro
novekedéesgatld hatasat vizsgaltak. Kisérleteik soran a CLT bizonyult a leghatékonyabbnak
(MIC: 1-4 pg/ml), ezt kdvette a VRC (MIC: 1-8 pg/ml) és az ECN (MIC: 2-8 ug/ml). Az ITC
bizonyult a legkevésbé aktivnak a vizsgalt Fusarium torzsekkel szemben (MIC: 16-32 pg/ml).
Az éltalunk leirt magas MIC-értékekhez viszonyitva minden esetben alacsonyabb

koncentracio-tartomanyban tapasztaltak teljes gatlast.

6.3.2. Hatdéanyag-kombinacidk iranti érzékenység vizsgalata

Munkank sorén dsszesen 42 klinikai izolatum érzékenységét hataroztuk meg két, az in
vitro mikrodilicids tesztek soran hatékonynak bizonyuld, de eltéré hatdsmechanizmusa
antifungalis szer, a NTM és a TRB kiilonb6z6 koncentracioban 6sszemért kombinacioival
szemben. A két szer kozott fellépd kolcsonhatasokat a FICI segitségével jellemeztik. A
10. tablazat fajkomplexumonkénti bontasban mutatja be az atlagos FICI-értekeket és az
altaluk meghatarozott kolcsonhatasi tipusokat. A két szer egyittes alkalmazésaval elért
antifungalis hat4s hasonld mértékii vagy erdsebb volt a NTM vagy a TRB 6nalloan elért gatld
hatasahoz képest. 31 esetben (71,8%) tapasztaltunk szinergizmust, 11 esetben (28,2%) pedig
indifferens kdlcsonhatast a két szer kozott. Az FIESC és FOSC izolatumok esetében kizarolag
szinergista kdlcsonhatasokat allapitottunk meg. Antagonizmust egy esetben sem figyeltiink
meg a NTM és TRB kozott. Ezzel ellentétben egy korabbi, szintén szemfertézésekbol

szdrmazO Fusarium-okon végzett tanulméany f6leg antagonista kolcsonhatasrol (55,3%)
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szamolt be a NTM és TRB kozott, emellett 39,4%-ban tapasztaltak indifferens és 5,3%-ban
szinergista kdlcsonhatést a szerek kozott (Li és mtsai. 2008). A Li és munkatarsai (2008) altal
vizsgélt Fusarium izoldtumokat faj- vagy fajkomplexum-szinten sem azonositottak. Mivel
ismert, hogy az egyes fajkomplexumok antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége eltérd
lehet (Wang és mtsai. 2011), ezért az eredmények kozott tapasztalt kilénbségek egyik
lehetséges magyarazata, hogy a vizsgalatok alapjat képezd izolatumok eltéré fajokhoz vagy

fajkomplexumokhoz tartoztak.

10. tablazat: A natamicin és terbinafin kombinalt alkalmazasanak hatasa a Fusarium

izolatumok in vitro névekedésére a frakcionalis gatlé koncentracié index (FICI) alapjan.

Fajkomplexum?® (n) SZ° (FIC I 4a4+526145) NKE (FICl 1a0£520ras)
FDSC (n=6) 4(0,21 +0,11) 2 (0,53 + 0,00)
FFSC (n=6) 5 (0,13 + 0,00) 1(0,5)

FIESC (n=2) 2 (0,08 + 0,00) 0

FOSC (n=3) 3 (0,03 +0,03) 0

FSSC (n=25) 17 (0,12 % 0,09) 8 (0,83 + 0,35)
n=42 31 (0,11 + 0,07) 11 (0,62 + 0,18)

®FDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F. fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F. incarnatum-equiseti
fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum fajkomplexum; FSSC: F. solani fajkomplexum.

bSZ: szinergista kolcsonhatas (FICI<0,5).

°NK: nincs kolcsonhatas (0,5<FICI<4).

Al-Hatmi és munkatarsai (2016b) szaruhartyafekélybdl izolalt FSSC és FFSC torzsek in
vitro érzékenységét kiilonboz6 antifungalis szerek és a NTM kombinécidival szemben
vizsgaltdk (NTM-VRC, NTM-ITC, NTM-mikafungin). Kisérleteik sordn a NTM-VRC
kombinaciok 70%-&ban, a NTM-ITC kombinaciok 15%-&ban és a NTM-mikafungin
kombinacidk 5%-aban tapasztaltak szinergista kolcsonhatast a szerek kozétt. Ahogy
vizsgalataink soran mi sem tapasztaltunk antagonizmust a NTM és TRB kozott, agy Al-Hatmi
és munkatarsai (2016b) sem szamoltak be a vizsgalt szerek kozott fellépé negativ
kolcsonhatasrol. A szerzOk a NTM-VRC kombinaciot emelték ki, mint egy, a Fusarium
keratitisz kezelésére alkalmas kombinaciot. Ez és az altalunk leirt NTM-TRB kombinacio
megkozelitéleg azonos hatékonysagunak bizonyult (a szinergizmus aranya kb. 70% volt
mindkét esetben).

Korébbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy a TRB nem okoz sulyos mellékhatasokat,
széleskort antifungalis hatassal rendelkezik, hatékonyan szivadik és halmozodik fel a szem
szOveteiben, elérve a patogénekkel szembeni hatékony koncentraciot (Liang és mtsai. 2009).

A NTM felszivodo képessége gyengébb, de a fertdzések kezdeti stidiumaban igen hatékony,
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antifungalis hatasspektruma szintén tag, toxicitasa alacsony mértékii (Pradhan és mtsai. 2011,
Dong es mtsai. 2012). Mindezek, valamint a két antifungalis szer kdzott in vitro vizsgélataink
sordn fellépd szinergista kolcsonhatdsok viszonylag magas ardnya alapjan a NTM-TRB

kombinéacié egy hatékony mddja lehet a Fusarium keratitisz kezelésének.
6.4. lll6olajok antifungalis hatasanak vizsgalata

6.4.1. Antimikrobialis tesztek mikrodiltciéval

Osszesen 9 illéolaj (bordkaolaj, citromolaj, citromos eukaliptuszolaj, fahéjolaj,
kakukkfliolaj, kuszé fajdbogydolaj, majorannaolaj, muskotalyzsalyaolaj, teafaolaj)
antifungalis hatasat vizsgaltuk 18, kiilonboz6 fakomplexumhoz (FDSC, FIESC, FFSC, FOSC,
FSSC) tartozo indiai klinikai izoldtummal szemben, in vitro mikrodiltcios teszttel. Az egyes
ill6olajokhoz tartoz6 MIC-értékeket a 11. tdblazat foglalja 6ssze.

A vizsgalt izolatumokkal szemben a fahéjolaj bizonyult a leghatékonyabbnak, 31,25-
500 pg/ml kozotti MIC-értékekkel. A GC-MS analizis alapjan az altalunk hasznalt fahéjolaj
f6 komponense a fahéjaldehid (93,1%, 3. tablazat) volt, ami a mikrodilGcios tesztekben a
fahéjolajhoz hasonlo, erés antifungalis hatast mutatott (MIC-tartomény: 32,8-262,5 pg/ml). A
fahéjolajhoz viszonyitva az 6sszes tobbi illéolaj magasabb koncentracio-tartomanyban
okozott teljes ndvekedesgatlast (MIC-tartomany: 225-53760 pg/ml). A kakukkfiiolaj erds -
mérsékelten erds aktivitast mutatott a vizsgalt Fusarium-okkal szemben, 450-3600 pg/mi
kozotti MIC-értékekkel. A bordka- és teafaolaj (MIC-tartomany: 860-6880 és 900-7200
pg/ml) viszont mérsékelten erdés - gyenge hatasunak bizonyult. A citromos eukaliptusz- és
majorannaolajok  MIC-értékeiben nagy variabilitdst tapasztaltunk: mig bizonyos
izolatumokkal szemben erés antifungalis hatast mutattak (MIC: 225 és 450 pg/ml), masokkal
szemben csak gyenge hatast értek el (MIC: 3600 és 14400 pg/ml). A kaszo fajdbogyo-,
muskotalyzsalya- és citromolaj gyenge antifungalis hatast mutatott valamennyi vizsgalt
izolatummal szemben (MIC >1800 pg/ml). A citromolaj esetében tapasztaltuk a leggyengébb
aktivitast (MIC-tartomany: 3360-53760 pg/ml). Az egyes fajkomplexumok illoolajok iranti

érzékenységében nem tapasztaltunk jelentds eltérést.
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11. tablazat: Fusarium izolatumok in vitro érzékenysége 9 illoolajjal és a fahéjolaj f6 komponensével, a fahéjaldehiddel szemben. Pozitiv

kontrollként a natamicin (NTM) MIC-értékei szerepelnek a tablazatban.

MIC-érték (ug/ml)

4 a H b - ‘- ;s 2
Izolatum Fajkomplexum NTM Bordéka Citrom Cltr(_)mos Fahéj Fahej_- KakuKkkfii KUSZO . Majoranna M uslfotaly- Teafa
eukaliptusz Aldehid fajdbogyéd zsalya
SZMC 11497 FDSC 2 3440 6720 1800 62,5 32,8 900 4800 14400 3600 1800
SZMC 11499 FDSC 8 860 6720 1800 62,5 32,8 1800 4800 1800 3600 1800
SZMC 11501 FDSC 2 3440 13440 900 62,5 65,6 900 2400 3600 1800 1800
SZMC 11486 FFSC 256 3440 6720 450 125 65,6 1800 19200 1800 7200 1800
SZMC 11487 FFSC 128 6880 3360 450 62,5 65,6 900 19200 14400 1800 3600
SZMC 11488 FFSC 8 1720 6720 450 62,5 65,6 900 9600 14400 1800 7200
SZMC 11491 FFSC 64 3440 13440 1800 62,5 65,6 900 4800 3600 3600 1800
SZMC 11493 FFSC 4 3440 13440 3600 62,5 65,6 900 4800 14400 3600 3600
SZMC 11496 FFSC 4 3440 6720 900 31,25 32,8 900 4800 7200 1800 1800
SZMC 11403 FIESC 4 1720 6720 450 62,5 65,6 450 9600 3600 1800 900
SZMC 11481 FIESC 4 6880 26880 450 500 262,5 3600 2400 1800 3600 3600
SZMC 11489 FIESC 128 860 3360 225 62,5 65,6 900 4800 450 3600 900
SZMC 11483 FOSC 64 3440 6720 450 62,5 65,6 450 4800 900 1800 900
SZMC 11504 FOSC 8 1720 6720 450 125 65,6 900 38400 1800 3600 1800
SZMC 11505 FOSC 128 6880 6720 1800 62,5 65,6 450 38400 3600 1800 3600
SZMC 11515 FSSC 8 3440 53760 1800 125 131,25 3600 9600 3600 7200 3600
SZMC 21315 FSSC 16 3440 26880 900 62,5 131,25 1800 4800 900 3600 1800
SZMC 21328 FSSC 8 3440 26880 900 62,5 131,25 1800 2400 900 3600 1800
MIC®-tartomany 2-256 860-6880 3360-53760 225-3600 31,25-500 32,8-262,5 450-3600 2400-38400 450-14400 1800-7200 900-7200

MICg’ 8 3440 6720 900 62,5 65,6 900 4800 3600 3600 1800

MICy° 128 6880 26880 1800 125 131,25 1800 19200 14400 3600 3600

8SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag.

*FDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F. fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F. incarnatum-equiseti fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum fajkomplexum; FSSC: F.
solani fajkomplexum.

°MIC: minimélis gatlé koncentracio; “MICso: miniméalis gatlé koncentracio, ami a vizsgalt izolatumok 50%-anél (n=9) okozott teljes novekedésgatlast; °“MICqo: minimalis

gatlé koncentracid, ami a vizsgalt izolatumok 90%-anal (n=16) okozott teljes ndvekedésgatlast.
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A fah¢jolaj erds antifungalis hatasat mar szdmos tanulmany bizonyitotta posztharveszt
kartevo fajokkal (Xing és mtsai. 2010), ndvénypatogen Fusarium-okkal (Barrera-Necha és
mtsai. 2009, Gomori és mtsai. 2013) és huméan patogén Aspergillus-okkal (Uniyal és mtsai.
2012) szemben. Eredményeinkhez (0,03-0,5 ul/ml) hasonléan Ranasinghe és munkatarsai
(2002) F. proliferatum-mal szemben 0,5 pl/ml-es MIC-értéket irtak le.

A fahéjaldehid Fusarium-okkal szembeni antifungalis hatdsat korabban Ooi és
munkatarsai (2006) vizsgaltak, az altaluk meghatarozott MIC-értékek 75 és 150 pg/ml kozotti
értéktartomanyba estek.

A kakukkfliolaj antifungélis hatdsat fonalasgombakkal szemben tobb tanulmany is
vizsgalta (Lee és mtsai. 2007, Sokovi¢ és mtsai. 2008, Vitoratos és mtsai. 2013). Vitoratos €és
munkatérsai (2013) Penicillium izolatumokkal szemben az altalunk meghatérozott MIC-
értékekhez (0,5-4 ul/ml) képest alacsonyabb, 0,13 pl/ml-es ertéket mértek.

A borokaolaj a Pepeljnjak és munkatarsai (2005) altal elvégzett kisérletekben az
altalunk megallapitott értékekhez (2-8 pl/ml) képest szélesebb, 3,9-20 pl/ml-es tartomanyban
gatolta dermatofitdk ndvekedését; GOmori és munkatérsai (2013) tanulméanyaban
szignifikdnsan gatolta a ndvénypatogen Fusarium culmorum ndvekedését, viszont a F.
graminearum-mal szemben hatastalannak bizonyult.

A teafaolaj gatldé hatasat szintén F. culmorum-mal és F. graminearum-mal szemben
vizsgaltak Terzi és munkatarsai (2007). Kisérleteik sordn a teafaolaj jelenlétében
szignifikansan csokkent az izolatumok novekedése (MICsq: 23000 és 12000 pg/ml), habar a
gatlashoz szilikséges koncentracio-értékek az altalunk tapasztaltakhoz képest lényegesen
magasabbak voltak.

A citromos eukaliptuszolaj névénypatogénekkel és posztharveszt kartevokkel végzett
kisérletekben is hatékonynak bizonyult (Ramezani és mtsai. 2002, Lee és mtsai. 2007, Javed
és mtsai. 2012). Ramezani és munkatarsai (2002) ndvénypatogén Fusarium izolatumokon
végzett kutatasai soran 0,25-0,5 pl/ml kdzotti MIC-értékeket allapitottak meg, ami nagyjabol
megfelel az altalunk tapasztalt értekeknek (0,25-4 pl/ml).

A majorannaolaj Fusarium-okkal szembeni aktivitasat Leeja és Thoppil (2007),
valamint Gomori és munkatarsai (2013) is leirtak a kozelmdltban.

A kusz6 fajdbogyoolaj Fusarium-ok elleni ndvekedésgatld hatasat kordbban még nem
irtdk le a szakirodalomban. A muskotalyzsalyaolaj aktivitasat Dzamic és munkatarsai (2007),
valamint GOmori és munkatarsai (2013) is vizsgaltak. GOmori és munkatarsai (2013)
eredményei alapjan az olaj hatasosnak bizonyult F. culmorum-mal szemben. Dzamic és

munkatarsai (2007) az altalunk megallapitott MIC-értékekhez (2-8 ul/ml) képest magasabb,
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15-20 pl/ml-es értékeket irtak le Fusarium tricinctum-mal és Fusarium sporotrichioides-szel
szemben.

A citromolaj bizonyitottan gatolta kiilonboz6é fonalasgombék csirazasat és novekedéset
(Viuda-Martos és mtsai. 2008, Vitoratos és mtsai. 2013), viszont az altalunk leirtakhoz
hasonloan, mas illdolajokhoz viszonyitva gyengébb antifungalis hatassal rendelkezett (El-
Zemity és Ahmad 2005, Chuah és mtsai. 2010, GOmO&ri és mtsai. 2013).

6.4.2. lll6olaj-komponens - antifungalis szer kombinaciok in vitro ndvekedésgatld hatasa

A tovabbiakban a NTM ¢és a fahéjaldehid kiilonb6zé koncentracidban Osszemért
kombinacidinak Fusarium-okkal szembeni gatld hatasat és a két hatdéanyag kozott 1étrejovo
kolcsonhatés tipusat vizsgaltuk. A kisérletek soran felhasznalt torzsek megegyeztek a 6.4.1.
pontban vizsgalt 18, human Keratitiszb6l szarmazo torzzsel. A FICI alapjan szinergista
kolcsonhatast mindossze egy alkalommal (8. dbra), az FFSC SZMC 11486 izolatum esetében
figyeltink meg. Az esetek tobbségében (n=17) nem tapasztaltunk kélcsonhatast a két szer
kozott. Ennek ellenére a fahéjaldehid és a NTM egyuttes alkalmazasaval fokozott
ndvekedésgatld hatast értlink el: a vizsgalt hatdanyagok 6nallé alkalmazasukhoz képest mar
alacsonyabb koncentracidban is a Fusarium izolatumok teljes gétlasat okoztak. gy példaul a
NTM onmagaban 128 pg/ml koncentracioban géatolta a vizsgalt izolatumok 90%-at (MICy),
ezzel szemben fahéjaldehid jelenlétében a MICqyo érték 8 pg/ml volt (12. tadblazat). Habar
antagonista kolcsdnhatast nem figyeltink meg a NTM és fahéjaldehid kozétt, az FDSC
SZMC 11496 torzs esetében tapasztalt FICI-érték (4,00) az antagonista és indifferens
kolcsonhatas hatarértékének felel meg.

A NTM és a fahéjaldehid kombinacidjanak in vitro antifungalis hatasat korabban még
nem vizsgaltdk. Kim és munkatarsai (2011) megallapitasai szerint a benzaldehidek, igy a
fahéjaldehid is direkt antifungalis hatdsuk mellett a mikrobadk kemoszenzitivitasanak
fokozasaval novelhetik a konvencionalis antifungalis szer alapu terapiak (pl. AMB)
hatékonysagat. Eredményeink is alatamasztjdk a Kim és munkatarsai (2011) altal leirt
jelenséget. Habar kisérleteink soran a NTM és fahéjaldehid kozott féleg indifferens
kolcsonhatast figyeltink meg, a rendkivil magasnak tekinthetd NTM MIC-értékek
(64-256 pg/ml), a fahéjaldehid jelenlétében <16 pg/ml-re csokkentek, ami megfelel a szem

szoveteiben elérhetd terapias NTM koncentracionak (Lalitha és mtsai. 2008a).
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12. téblazat: A natamicin és fahéjaldehid kombinaciojanak hatasa a Fusarium izolatumok in vitro novekedésere.

MIC-értékek (ug/ml)° Kélcsonhatas

Izolatum Fajkomplexum® FICI

NTM egyedat NTMomb Fahéjaldehidegyedul Fahéjaldehidygmy tipusa®
SZMC 11496 FDSC 2 4 32,8 65,6 4,00 NK
SZMC 11499 FDSC 8 2 32,8 32,8 1,25 NK
SZMC 11501 FDSC 2 4 65,6 65,6 3,00 NK
| SZMC 11486 FFSC 256 8 65,6 16,4 0,28 SZ
SZMC 11487 FFSC 128 4 65,6 131,25 2,03 NK
SZMC 11488 FFSC 8 4 65,6 65,6 1,50 NK
SZMC 11491 FFSC 64 2 65,6 65,6 1,03 NK
SZMC 11493 FFSC 4 2 65,6 131,25 2,50 NK
SZMC 11497 FFSC 4 2 32,8 65,6 2,50 NK
SZMC 11403 FIESC 4 4 65,6 65,6 2,00 NK
SZMC 11481 FIESC 4 4 262,5 65,6 1,25 NK
SZMC 11489 FIESC 128 4 65,6 131,25 2,03 NK
SZMC 11483 FOSC 64 16 65,6 32,8 0,75 NK
SZMC 11504 FOSC 8 4 65,6 65,6 1,50 NK
SZMC 11505 FOSC 128 1 65,6 65,6 1,01 NK
SZMC 11515 FSSC 8 4 131,25 32,8 0,75 NK
SZMC 21315 FSSC 16 16 131,25 32,8 1,25 NK
SZMC 21328 FSSC 8 4 131,25 65,6 1,00 NK
MICf-tartomény 2-256 1-16 32,8-262,5 16,4-131,25
MICs? 8 4 65,6 65,6
MICq" 128 8 131,25 131,25

8SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag.

YEDSC: F. dimerum fajkomplexum; FFSC: F. fujikuroi fajkomplexum; FIESC: F. incarnatum-equiseti fajkomplexum; FOSC: F. oxysporum fajkomplexum; FSSC: F.
solani fajkomplexum.

‘NTMegyeqa €5 Fahéjaldehidegeqq: a natamicin és fahéjaldehid 6nallé alkalmazésakor mért MIC-értékek; NTMom, €s Fahéjaldehidyom,: @ natamicin és fahéjaldehid
kombinélt alkalmazésa soran mért MIC-értékek.

FICI: fractional inhibitory concentration index, frakcionalis gatlé koncentraci6 index.

°SZ: szinergista kdlcsonhatas (FICI<0,5), kék kerettel jelolve; NK: nincs kdlcsonhatas (0,5<FICI<4).

'MIC: minimélis gatlé koncentracié; M ICs,: minimélis gatlé koncentracié, ami a vizsgélt izolatumok 50%-anal (n=9) okozott teljes novekedésgétlast; "MICq: minimalis

gatld koncentracio, ami a vizsgalt izolatumok 90%-anal (n=16) okozott teljes ndvekedésgatlast.
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A) Fahéjaldehid koncentracio, pg/ml
525 2625 131,25 65,6 32,8 16,4

128 850 450 250 150 100 0,75
S 64 825 425 225 125 075 050
€ 2 813 413 213 113 063 0,38
g 16 807 406 206 106 056 0,31
2 3 803 403 203 103 053 0,28
é 4 802 402 202 102 052 027
2 801 401 201 101 051 026
B) Fahéjaldehid koncentracio, pg/ml
525 2625 13125 656 328 164
- 128 00 00 00 00 00 00
S 64 00 00 00 00 00 00
S 32 00 00 00 00 00 00
N
S 16 00 00 00 00 00 00
N 00 00 00 00 00 [ o0
s 4 00 00 106 830 052 883
=2 00 00 330 785 862 87,3

8. dbra: A hatdanyag kombinécids tesztek soran checkerboard titralassal dsszemért mikrotiter
lemezek sematikus abraja. (A) Az egyes mintahelyeken az adott kombinacidra szamolt FICI-értékek
talalhatéak. Pirossal az antagonista (FICI>4), kékkel a szinergista (FICI<0,5), feketével az indifferens
(0,5<FICI<4) kombinacidkat jeldltik. (B) Az egyes mintahelyeken az FSSC SZMC 11486 izolatum
esetében mért atlagos ndvekedési szazalék értékek olvashatdak. A kék keret a leghatékonyabb
kombinécidt jeloli (FIC1=0,28). NTM: natamicin.

6.4.3. ll16olajok okozta morfoldgiai valtozasok mikroszkopos vizsgalata

A fahéjolaj és f6 komponense, a fahéjaldehid antifungalis hatasat az FSSC SZMC 21315
izolatummal szemben fény- és fluoreszcens mikroszkdp segitségével vizsgaltuk. Ehhez a
mikrodilucids tesztek alapjan egy olyan koncentraciot (0,15 ul/ml, ami a fahéjolaj esetében 15
pg/ml-nek, a fahéjaldehid esetében 16,4 pg/mi-nek felel meg) valasztottunk, amely
hatékonyan gétolta az izolatum ndvekedését, de nem okozott teljes gatlast.

Fénymikroszkopos megfigyeléseink alapjan a fahéjolaj és a fahéjaldehid késleltette vagy
gatolta a vizsgalt izolatum konidiumainak csirazasat. A 9. abra alapjan a csirazo konidiumok

aranya a kezeletlen tenyészetekhez viszonyitva a 6 és 16 0ras kezelt mintdkban szignifikansan
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kisebb volt. Hat ora elteltével a csiratoml6 kialakulasat a kezeletlen konidiumok 35,7+5,4%-
andl, a fahéjolajjal kezelt konidiumok 6,3+2,4%-anél, és fahéjaldehiddel kezelt konidiumok
1,0£0,7%-anal figyeltik meg. Tizenhat oOra elteltével minden esetben magasabb csirazasi
aranyt tapasztaltunk: a kezeletlen konidiumok esetében ez 49,0+16,7%, a fahéjolajjal és

fahéjaldehiddel kezelt konidiumok esetében pedig 15,6+8,2 és 23,3+6,0% volt.

W Kezeletlen kontroll B Fahéjolaj-kezelt O Fahéjaldehid-kezelt

70
. 60 A
S
X~ 50 4
o
=
= 40 -
o
=
_@ 30 4+
‘O
- 20
=
[%2)
®) 10 -
0 T
2h 6h 16h
Kontroll 0,3+0,15 357+54 49,0+ 16,7
Fahéjolaj-kezelt 0" 6,3+24" 15,6 8,2
Fahéjaldehid-kezelt ~ 0™ 1,0+0,7" 23,3+6,0°

9. abra: A fahéjolaj és fahéjaldehid (0,015 pl/ml) hatdsa a konidiumok csirdzasara 2, 6 és 16
6ras, 25 °C-on torténé inkubaciét kovetéen. "Statisztikailag nem szignifikans kilonbség a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. ~Statisztikailag szignifikans kiilénbség a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva (p<0,05). Az atlagos szazalékértékek és a hozzajuk tartozd szorasok harom parhuzamosan

végzett kisérletb6l szarmaznak.

A fahéjolajjal és fahéjaldehiddel kezelt konidiumok életképességének és metabolikus
aktivitasanak vizsgalatara FUN1 fluoreszcens festést alkalmaztunk. A kezeletlen kontroll
minta esetében a konidiumok és a hifak z6ld, a vakuolaris struktiradk pedig a metabolikus
aktivitasra utald piros fluoreszcenciat mutattak. Ezzel szemben a kezelt mintakban nem
észleltiink pirosan fest6dé vakuolumokat, a konidiumok az é16, de metabolikusan nem aktiv,
z6ld vagy a holt sejtekre jellemz6 sargaszold festodést mutattak (10. dbra). A vizsgalt

idépontok mindegyikében, vagyis 2, 6 és 16 Ora elteltével is ugyanezt a hatast tapasztaltuk.
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Fahéjaldehid Kontroll

10. dbra: Az FSSC SZMC 21315 izolatum FUN21 fluoreszcens festékkel festett, kezeletlen,
valamint 0,015-0,015 pl/ml fahéjolajjal, illetve fahéjaldehiddel kezelt csirdz6 konidiumai 16 éra,
25 °C-on torténé inkubaciot kovetéen. (A) Fénymikroszkopos és (B) fluoreszcens mikroszkopos
felvételek. A nyilak a plazmamembran integritdsara és a sejt metabolikus aktivitasara utald piros

fluoreszcenciaju vakuolumokat jelzik. Az egységek hossza 20 pm.

Az Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit alkalmazasaval meghataroztuk a kezelt és
kezeletlen mintakban el6forduld apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat. A fahéjolajjal és
fahéjaldehiddel torténd kezelés szignifikdnsan csokkentette az él6 konidiumok aranyat a
vizsgalt mintdkban. A nekrotikus festddést mutatdé konidiumok szama az inkubdaciés idével
egyutt emelkedett (11. abra). A kezeletlen kontrollhoz viszonyitva mar két ora elteltével is
szignifikansan magasabb volt a nekrotikus konidiumok szama a kezelt mintakban (fahéjolaj:
34,0£3,2%, fahéjaldehid: 28,5+2,4%), 16 ora elteltével pedig a kezelt konidiumok mintegy
fele mutatott nekrotikus fenotipust (fahéjolaj: 51,0+5,5%, fahéjaldehid: 51,0£3,4%).

Az apoptotikus, azaz z6ld festddésii konidiumok aranya a kezelt és kezeletlen mintakban
is rendkivil alacsony volt (<2%, 11. bra).

A mikroszkopos vizsgalatok alapjan tehat fahejolaj és fahéjaldehid jelenlétében
csokkent a Fusarium konidiumok életképessége, metabolikus aktivitasa, szignifikansan
csokkent a csirazoképességik és szignifikansan emelkedett a nekrotikus események szama.
Hasonloképpen Rao és munkatarsai (2010) Saccharomyces cerevisiae-ben figyelték meg a

metabolikus aktivitas csokkenését illoolajok terpenoid fenol 6sszetevdinek jelenlétében.
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A) W Kezeletlen kontroll W Fahéjolaj-kezelt O Fahéjaldehid-kezelt

* *
’oé\ 2,5 7 I 1 | 1
~ *
X,
£
>
2
‘S 15
o
X
3
= 11
I
S 05-
<
0 ;
2h 6h 16h
Kontroll 1,3+0,3 0,9+0,7 1,7+0,3
Fahéjolaj-kezelt 0,0° 0,8 +0,2™ 1,6 £0,7™
Fahéjaldehid-kezelt 0,0° 0,6 +0,5™ 0,0"
B) W Kezeletlen kontroll W Fahéjolaj-kezelt O Fahéjaldehid-kezelt
*
[ 1
* * *
60 I | ! '

Nektroikus konidiumok (%6)

1
2h 6h 16h
Kontroll 7,7+18 139+3,7 22,2+3,0
Fahéjolaj-kezelt 340%32" 448+41" 51,0455
Fahéjaldehid-kezelt ~ 28,5+ 24" 29,704 51,0 34

11: &bra: Az Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit segitségével meghatdrozott (A)
apoptotikus és (B) nekrotikus festodést mutaté konidiumok ardnya fahéjolajjal és
fahéjaldehiddel torténé 2, 6 és 16 oras kezelést kovetden. "Statisztikailag nem szignifikans
kilénbség a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. “Statisztikailag szignifikans kiilonbség a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva (p<0,05). Az éatlagértékek és a hozzajuk tartozé szordsok harom

parhuzamosan végzett kisérletbdl szarmaznak.
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Ezt megeléz6en a fahéjolaj és fahéjaldehid hatasmechanizmusat Fusarium-okon meg
nem vizsgaltdk. Kim és munkatérsai (2011) megfigyelései alapjan a benzaldehidek - kdztlk a
fahéjaldehid is - hatékonyan gatoltak az Aspergillus fumigatus ndvekedését, célpontjaik a sejt
antioxidans enzimrendszerének komponensei (pl. szuperoxid-dizmutaz, glutation-reduktaz)
voltak. Az ill6olajok egy masik lehetséges célpontja a sejtfal és a sejtmembran. Kisérleteink
sordn a membran-impermeabilis Pl szignifikansan nagyobb aranyban festette a kezelt
konidiumokat, ezért feltételezhetjuk, hogy a fahéjolaj és a fahéjaldehid a membran
roncsolasan keresztiil fejti ki hatasat. Elesztokben kimutattak, hogy a fahéjaldehid gatolta a
sejtfalszintézis enzimeit (Bang és mtsai. 2000). Carmo és munkatarsai (2008) fahéjolaj-
kezelést koveten a sejtfalintegritas megsziinésére utald jeleket tapasztaltak Aspergillus-okon.
Egy masik Kkisérlet soran transzmisszids és pasztdzd elektronmikroszkdp segitségével
megfigyelték, hogy fahéjaldehid hatasara az A. fumigatus sejtmembréanjaban és sejtfalan
egyarant porusok képzoédtek, majd citoplazma hianyaban a hifak 6sszeestek és a sejtek alakja
is megvaltozott a kezeletlen tenyészethez képest (Khan és Ahmad 2011).

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy az illéolajok, illetve komponenseik,
kilénosen a fahéjolaj és a fahéjaldehid, igéretes alapot szolgaltathatnak egy 0j, a Fusarium
keratitisz kezelésére alkalmas antifungalis terapia kifejlesztéséhez. Az illbolajok vagy
komponenseik Klinikai alkalmazhatsdganak bizonyitasara tovabbi in vitro és in vivo tesztek
szllkségesek. Az illbolajok szem szoveteire gyakorolt toxikus hatasardl egyelre kevés
informéacid all a rendelkezésunkre. A kusz6 fajdbogyoolaj human epitélsejteken vizsgalva
<100 upg/ml koncentriciéban enyhén toxikusnak bizonyult, magasabb koncentracio-
tartomanyban fokozott toxicitast mutatott (Soderberg és mtsai. 1996). Az altalunk tapasztalt
2400 és 38400 pg/ml kozotti MIC-értékek jelentdsen meghaladtak a Soderberg és
munkatarsai (1996) altal enyhén toxikusnak itélt koncentraciét, a fajdbogydolaj klinikai
alkalmazhatdsaga ezért megkérddjelezhetd. Az egyes illoolajok komponensei, illetve ezek
szarmazékai igéretesebb antifungalis szerek lehetnek a jovében. Shreaz és munkatarsai (2011)
kutatasai alapjan a fahéjaldehid-szarmazekok patkany mioblasztsejtekre kifejtett toxicitasa
kisebb, viszont Candida fajokkal szembeni antifungalis hatasuk erésebb volt a kiindulasi

molekulahoz viszonyitva.
6.5. Fusarium solani fajkomplexumhoz tartozé izolatumok extracellularis enzim
termelésének vizsgéalata

Casadevall (2006) szerint a talajban ¢él6 mikrobdk szamos olyan tulajdonsaggal

rendelkeznek, amelyek természetes éléhelyiikon a talélésiiket segitik, adott korilmények
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kozott viszont az allati/human fertézések kialakitdsaban szerepet jatszo virulenciafaktoroknak
tekinthetdk. A mikrobak virulencidja eltéré mértéki, amelyet a kiilonbdzd virulenciafaktorok
egyedi kombin&cidja hatdroz meg. Koztik a legaltaldnosabbak az enzimek, melanin, toxinok,
adhezinek termelése és a termotolerancia.

A Fusarium fertézésekb6l leggyakrabban izolalt fajkomplexum az FSSC, ezért
vizsgalataink soran arra szerettlink volna valaszt kapni, hogy a fajkomplexum huméan
fert6zésbdl szarmazo izolatumai rendelkeznek-e egy olyan, jellegzetes enzimaktivitési
profillal, ami megkiilonbozteti Oket a kornyezetbél (talaj vagy novény) szarmazd
izolatumoktdl. Ezek az enzimek esetleges virulenciafaktorokként johetnek szdéba. Ennek
érdekében 6sszesen 67 FSSC izolatum, koztik 23 indiai klinikai, 19 indiai talajbdl szarmazo,
11 indiai ndvényrdl szarmazo és tovabbi 14, kiilonboz6 foldrajzi régiokbdl szarmazd ndvenyi
izolatum extracellularis cellulaz, elasztaz, foszfolipaz, kazeinaz, keratindz, lipaz és pektinaz
aktivitasat teszteltiik és hasonlitottuk O0ssze. Eredményeinket a 12. dbra foglalja 0ssze, a
részletes, izoldtumokra lebontott eredmeényeket pedig a 3. melléklet tartalmazza.

Kisérleteink sordan nemcsak a human patogenitasban potencialisan szerepet jatszo
enzimeket vizsgaltuk. Arra is kivancsiak voltunk, hogy a ndévénypatogenitasban nagyobb
szerepet jatszé enzimek, mint példaul a cellulaz, pektinaz és lipaz (Babalola 2010, Voigt és
mtsai. 2005) termelésére képesek-e a Klinikai izoldtumok és ha igen, van-e aktivitasbeli
kilonbség a klinikai és kdrnyezeti forrasbél szarmazo izolatumok kozott.

Eredményeink alapjan a Klinikai, talajbol és novényekrdl szarmazd izolatumok
mindegyike rendelkezett cellulaz és pektindz aktivitassal, viszont szignifikans eltérést nem
tapasztaltunk a kiilonb6z6 csoportok enzimaktivitasiban. A ndvényekrdl szarmazo
izolatumok atlagos pektinaz aktivitdsa csak kis mértékben bizonyult magasabbnak (EAL:
1,2+0,2) a klinikai és talajbol szarmazo6 izolatumok (EAI: 1,1+0,1) enzimaktivitasanal.

A harom vizsgalt csoport elasztaz aktivitasa is kodzel azonos volt. A tapasztalt
kildnbsegek ebben az esetben sem bizonyultak szignifikansnak, ennek ellenére a klinikai és
novényi izolatumok kozott viszonylag nagyobb enzimaktivitasbeli eltérést tapasztaltunk. A
vizsgalt izolatumok kevesebb mint fele rendelkezett elasztaz aktivitassal: a klinikai
izolatumok kozul 10, a talajbol és novényekrdl szarmazéd izolatumok kozil pedig 4, illetve 5
izolatum bontotta a taptalajhoz adott elasztint.

A foszfolipdz termelésére az altalunk vizsgalt valamennyi izolatum képes volt. A
klinikai, talajbol és novényekrdl szarmazéd izolatumok megkdzelitéleg azonos aktivitast

mutattak a tesztek soran (EAI: 1,2+0,2; 1,2+0,2; 1,3+0,2).
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A kazein bontéasara a klinikai csoportbdl minddssze két izolatum nem volt képes. A
talajbdl szarmazo izoldtumok tobbsége (n=13) és a novényekrél szarmazd izoldtumok
mintegy fele (n=12) rendelkezett kazeinaz aktivitassal. A Kklinikai (0,9+0,3) és novényi
(0,5£0,7) izolatumok kazeinaz aktivitasa kozotti eltérés szignifikansnak bizonyult (12. abra,
3. melléklet).

B Klinikai izolatumok B Talajbol szarmazd izoldtumok O NOvényrdl szarmazé izolatumok
* *
T 1 I 1
*
1
2,5]
3 20 —x
£
g
2 10
X
©
E 05
N
c
o000
Cellulaz Elasztdéz  Foszfolipdz Kazeindz Keratinaz Lipaz Pektinaz
ﬁgﬁ? 12£02  05%06  12#02  09#03  21#04 1201 1101
+/- 23/- 10/13 23/- 21/2 23/- 23/- 23/-
(-r:illég) 1,2+0,2 0,3+0,6 1,3+0,2 0,705 19+04 1,3+0,1 1,1+£0,1
+/- 19/- 4/15 19/- 13/6 19/- 19/- 19/-
’\(Iﬁ\fzg))“ 12403  02%04  13:02  05+07  17£04  21%04 1202
+/- 25/- 5/20 25/- 12/13 22/-2 25/- 25/-

12. abra: Klinikai és kornyezeti F. solani fajkomplexum (FSSC) izolatumok extracellularis
enzimaktivitasai. * Statisztikailag szignifikdans kilonbség (p<0,05). +/-: extracellularis
enzimaktivitassal rendelkez6/nem rendelkezd izolatumok szdma. *: a keratindz aktivitast csak 22

névényi izolatum esetében teszteltiik.

Mindhédrom csoport rendelkezett extracellularis lipaz aktivitassal. A ndvényekrdl
szarmazo izolatumok esetében kiemelkedden magas enzimaktivitasi indexet kaptunk (EAL:
2,1+0,4). Ez az érték kozel kétszerese volt a klinikai és talajbol szarmazé izolatumok
aktivitasanak (EAI: 1,2+0,1 és 1,3+0,1).

Az altalunk vizsgalt izolatumok mindegyike rendelkezett extracellularis keratinaz
termelésére vald képességgel. A talajbdl szarmazd izolatumok enzimaktivitasa
megkozelitéleg azonos volt a klinikai izolatumok aktivitasaval (EAI: 1,9+0,4 és 2,1+0,4), a

klinikai és novényi (EAI: 1,7£0,4) izolatumok aktivitdsa kozott azonban szignifikans
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kilénbséget tapasztaltunk. Ennek ellenére mind a talajbdl, mind a ndévényekr6l szarmazo
izolatumok esetében tapasztaltunk a klinikai izolatumokéhoz hasonlo, magas enzimaktivitasi
index értékeket (3. melléklet).

Osszefoglalva eredményeinket elmondhatjuk, hogy a killonbdzé forrasbol szarmazod
izolatumok extracellularis celluldz, elasztaz és pektinaz aktivitasaban nem tapasztaltunk
szignifikans kulonbséget. A novényi mintabol szdrmazo izolatumok mind a Klinikai, mind a
talajbol szarmaz6 izoldtumokhoz képest kiemelkedden magas lipaz aktivitassal rendelkeztek.
Ezzel szemben a humanpatogén izolatumok kazeinaz és keratinaz aktivitasa szignifikansan
magasabbnak bizonyult a ndvényekrol izolalt torzsek esetében mért értékeknél.

Sav és munkatérsai (2016) 12 szemfert6zésbdl szarmazo Fusarium izolatum (6 FDSC, 3
FSSC, 2 FFSC, 1 FCOSC) savas proteinaz és foszfolipaz aktivitdsat hataroztak meg.
Eredményeinkhez hasonléan az altaluk vizsgalt izolatumok mindegyike rendelkezett
foszfolipdz aktivitassal, viszont proteinazt csak o6t esetben, 3 FDSC és 2 FSSC izolatum
esetében tapasztaltak. A proteindzok a szem sztroméjat roncsoljak és ezzel a szem
fekélyesedését okozzék, a foszfolipdzok pedig a membranlipidek, pontosabban a
fertdzés soran (Sav és mtsai. 2016). Egy szintén szemfert6zésbol szarmazd FSSC izolatum
szerin-protedz termelését in vitro majd in vivo korilmények kozott is vizsgalva Gopinathan és
munkatarsai (2001) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az enzim nem a szdveti
degradacioban, hanem a szaruhartya vagy az inflammatorikus sejtek aktivalasaban jatszhat
fontosabb szerepet. Nayak és munkatarsai (2010) keratitiszb6l szarmazé Aspergillus és
Fusarium fajokon végzett kisérleteik alapjan a fonalasgombak altal termelt proteinazokat a
keratomikozis fontos virulencia-markereként irtak le. A foszfolipazok virulenciadban betéltott
szerepét eddig Candida albicans esetében bizonyitottak, hatdsukat feltételezhetéen a sejt
lizisével fejtik ki (Ghannoum 2000).

Jelenleg négy olyan tanulmany all rendelkezéstinkre, amelyekben a Dél-Indiaban, egész
pontosan a coimbatore-i Aravind Eye Hospital & Postgraduate Institute of Ophthalmology
mikrobiolégiai laboratériumaban izolalt fonalasgomba térzsek extracelluléaris enzimaktivitasa
és a virulencia kozotti dsszefliggéseket vizsgaltak (Krizsan 2012, Gopal és mtsai. 2013,
Mythili és mtsai. 2014, Panneer Selvam és mtsai. 2014).

Panneer Selvam és munkatarsai (2014) 6sszesen 154 Aspergillus és Fusarium izolatum
extracellularis enzimaktivitasat hataroztak meg, majd eredményeiket 0sszevetették a klinikai
esetleirasokkal. Az Aspergillus-okhoz képest a Fusarium-ok nagyobb szamban termeltek

cellulaz és lipaz enzimeket, viszont protedz és a-amildz aktivitassal kevesebb Fusarium
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izolatum rendelkezett. A DNaz, elasztaz és keratinaz aktivitas mind a két nemzetség
képviseldi korében alacsonyabb mértékii volt. Az egyes esetek klinikai képét 6sszehasonlitva
a korokozd extracellularis enzimaktivitési profiljaval Panneer Selvam és munkatarsai (2014)
megallapitottak, hogy a betegség sulyossaga dsszefliggesben allhat a proteaz és lipaz aktivitas
mértékével. Eredményeinket 6sszehasonlitva az egyik leglényegesebb kilénbség, hogy az
altalunk vizsgélt izoldtumok mindegyike rendelkezett keratindz aktivitassal, és a klinikai és
novényi mintak kozotti szignifikans kilonbség alapjan feltételezzik, hogy a keratindz enzim
szerepet jatszhat a Fusarium keratitisz kialakitasaban. Megjegyzendd, hogy Panneer Selvam
és munkatarsai (2014) a keratinaz aktivitasi teszteket az altalunk leirt modszertdl eltéréen
veégeztek el, az eredményeink kozotti eltérés a modszertani kiillonbségekbol fakadhat.

Mythili és munkatarsai (2014) 30 klinikai Fusarium izolatum extracellularis
enzimaktivitasat vizsgaltak és vetették dssze egy talajbol szarmazd Fusarium aktivitasaval.
Eredményeik alapjan a klinikai izolatumok tobbsége rendelkezett lipaz (n=28), proteaz
(n=22), celluldz eés pektinaz (n=28) aktivitassal. A klinikai és talajbdl sz&rmazé izoldtumok
celluldz és proteaz aktivitasa kozott statisztikailag szignifikans kilonbséget allapitottak meg.
Ezzel ellentétben kisérleteinkben a két csoport kozott nem tapasztaltunk jelentds aktivitasbeli
kilonbséget egy vizsgalt enzim esetében sem. Hasonléan Gopal és munkatarsai (2013) is
kdzel azonos enzimaktivitasi indexeket allapitottak meg az altaluk vizsgalt klinikai és talajbdl
szarmazo izolatumok kozott. Habar kisérleteik soran a talajbdl szarmazé izolatumok proteaz
aktivitasa a klinikai izolatumokéhoz viszonyitva kis mértékben magasabbnak adodott, a
kilénbség nem bizonyult szignifikansnak.

Krizsan (2012) keratitiszb6l szarmazo Bipolaris fajok extracellularis enzimaktivitasat
vizsgalva az elasztaz aktivitdst emliti, mint a keratitiszben potencialisan szerepet jatszo
virulenciafaktort. Ezzel ellentétben az altalunk vizsgalt 7 enzim kozil a Fusarium-ok az
elasztaz aktivitas tesztekben mutattak a legalacsonyabb aktivitast (12. abra).

Mindezek alapjan feltételezhetjik, hogy a Fusariumok &ltal termelt extracellularis
enzimek szerepet jatszhatnak a szaruhartya-gyulladas kialakitasaban. Vizsgalataink soran
klinikai szempontbdl jelent6s eltérést egyedill a keratindz és kazeaz aktivitdsban mutattunk ki.
Lehetségesnek tartjuk, hogy nem egy kitlintetett enzim, hanem tobb extracelluléris enzim és
egyéb virulencia faktorok (pl. biofilm képzés, toxin-termelés) egyuttese sziikséges egy sikeres
human fertézés kialakitasahoz. Mindezek bizonyitasara azonban tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Fusarium nemzetség a hialin (attetsz6 fala) fonalasgombak egy jelentds csoportja.
AlapvetGen talajban él6 szaprofita mikroorganizmusok, ritkdbban névényi, allati és human
megbetegedésekkel hozhatok dsszefliggésbe. Dél-Indiaban a legfrissebb felméresek alapjan a
feln6tt és a tizenhat év alatti lakossag korében egyarant a Fusarium fajok feleldsek a
keratomikozisok tdlnyomd tobbségééert. Az egyes fajkomplexumok antifungélis szerek iranti
érzékenysége eltérd lehet. Emellett a nemzetség képviseldi, kiilondsen az FSSC tagjai gyakran
rezisztenciat mutatnak a konvencionalis antifungalis szerekkel szemben. Ennek kovetkeztében
a Fusarium keratitisz kezelése tovabbra is kihivast jelent az orvostudomany szamara. A
korokozd félreazonositasa kdvetkeztében alkalmazott, nem megfelel6 antifungalis terapia akar
a beteg latdsanak elvesztéseéhez is vezethet. A korokoz6 atfogd vizsgélata soran szerzett
ismeretek alapjan megalkotott (j molekularis azonositasi modszerek és alternativ terapias
stratégidk alkalmazasa a klinikai gyakorlatban hozzajarulhatnak a Fusarium Keratitisz gyors
diagnosztizalasahoz és célzott kezeléséhez.

Mindezek alapjan munkank kezdetekor az alabbi fbb célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

e human keratitiszb6l szarmazo Fusarium izoldtumok molekuléris azonositasa,
filogenetikai analizise;

e  egy Uj, megbizhatd FSSC-specifikus azonositasi mddszer kidolgozasa;

e Kklinikai Fusarium izolatumok antifungalis szerek iranti érzékenységének
vizsgalata;

e illéolajok Fusarium-okkal szembeni gatl6 hatasanak vizsgélata;

e klinikai Fusarium izolatumok antifungalis hatast anyagok (antifungalis szer +
antifungalis szer, antifungélis szer + illoolaj-komponens) kombinacioival
szembeni érzékenysegének vizsgalata;

e  Klinikai, talaj- és novényi fert6z€sbol szarmazo FSSC izolatumok extracellularis

enzimaktivitasainak 0sszehasonlitésa.
F6bb eredményeinket az alabbi pontokban foglalhatjuk 6ssze:

1. Human Keratitiszb6l szarmazé Fusarium izolatumok molekularis azonositasa,
filogenetikai analizise.

Osszesen 70 human keratitiszb8l szarmazoé izolatumot azonositottunk a TEF1 és TUB
génszakaszok nukleotidszekvenciaja alapjan, majd a két génszakasz bevonasaval Bayes-féle

és Maximum Likelihood modszerrel filogenetikai analizist végeztiink. A becsult torzsfan a
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klinikai Fusarium izolatumok fajkomplexumonként 6t magas tamogatottsagi értékekkel
rendelkezé kladba csoportosultak. A filogenetikai analizis egy kivétellel megerdsitette a
szekvenciaalapl azonositas eredményeit: az egyik TEF1 és TUB szekvencidk alapjan FOSC-
hez sorolt izolatum a torzsfan az FFSC részét képezte. Mindezek alapjan a 70 izolatumbdl 53
az FSSC, 6-6 az FDSC és FFSC, 3 az FOSC és 2 az FIESC fajkomplexum képviseljének
bizonyult. Fajszinten 8 izolatumot azonositottunk: az FDSC-n bell valamennyi izoldtum F.
delphinoides-nek, az FFSC-n belll 3 izolatum F. napiforme-nak bizonyult. A fent emlitett
fajkomplexumok mindegyikét leirtdk mar human keratomikdzisbol, viszont a F. napiforme-t a

vilagon els6ként azonositottuk, mint human keratitiszt okozo fajt.

2. Egy 0j, megbizhatdé FSSC-specifikus azonositasi modszer kidolgozasa.

In silico vizsgélataink alapjan a Fusarium nemzetségen belil egyedul az FSSC
izoldtumok TEF1 szakaszai hordozzdk az EcoRI restrikcios endonukleaz specifikus
felismer6helyét. Mindezt Kisérletesen is bizonyitottuk: 80 klinikai és kornyezeti Fusarium
izolatum TEF1 szakaszat emésztettiik EcoRI-el. Az emésztési reakciok valamennyi FSSC
izolatum esetében két, a vartnak megfelelé méreti fragmentumot eredményeztek. Fals negativ
vagy fals pozitiv eredményeket nem kaptunk. Mddszeriink hatékonysagat dsszevetettik egy
korébban leirt, FSSC-specifikus PCR-alapl azonositasi modszerrel: az altalunk kidolgozott
modszer az esetek 100%-aban, a PCR-alapi mddszer az esetek 93,75%-aban adott helyes
eredményt.

3. Klinikai Fusarium izolatumok antifungélis szerekkel szembeni érzékenységének
vizsgalata.

Munkank soran in vitro mikrodiltciés modszerrel vizsgaltuk a klinikumban terapias
céllal leggyakrabban alkalmazott azol-, polién- és allilamin-tipusu antimikotikumok (AMB,
ECN, ITC, CLT, NTM, TRB és VRC) hatékonysagat klinikai Fusarium izolatumokkal
szemben. A legalacsonyabb MIC-értékeket az AMB, NTM és TRB esetében figyeltik meg,
habar voltak olyan izolatumok, amelyek egyik szerrel szemben sem bizonyultak érzékenynek
a vizsgalt koncentracio-tartomanyon beltl. A NTM az izolatumok tobbségének novekedesét a
szemben terapiasan elérhetdé koncentracioban gatolta. Az ECN, CLT és VRC esetében,
néhany kivételtdl eltekintve, igen magas MIC-értékeket tapasztaltunk, az ITC pedig csak egy
izolatum esetében okozott teljes gatlast a vizsgalt koncentracio-tartomanyon belil. A

fajkomplexumok kozott nem tapasztaltunk jelentds érzékenységbeli eltéréseket.
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4. lll6olajok Fusarium-okkal szembeni gatlo hatasanak vizsgalata.

Vizsgalataink soran els6ként 9 ill6olaj (borékaolaj, citromolaj, citromos eukaliptuszolaj,
fahéjolaj, kakukkfliolaj, kuszé fajdbogyoolaj, majorannaolaj, muskotalyzsalyaolaj, teafaolaj)
antifungalis hatasat vizsgaltuk in vitro mikrodilUcids teszttel. A tesztelt illdolajok kiilonbozo
hatékonysaggal gatoltdk a Kklinikai Fusarium izolatumok novekedését in vitro. A
legjelentOsebb gatld hatast a fahéjolaj esetében tapasztaltuk. F6 komponense, a fahéjaldehid
szintén erds antifungalis hatdssal rendelkezett.
és fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a fahéjolaj és a
fahéjaldehid szignifikansan csokkentette a vizsgalt izoldtum metabolikus aktivitasat,
életképességét és gatolta a konidiumok csirazasat.

5. Klinikai Fusarium izolatumok antifungalis hatasi anyagok kombinéacidival szembeni
érzékenységének vizsgéalata.

42 Klinikai Fusarium izoladtummal szemben vizsgaltuk az in vitro mikrodiltcios
tesztekben leghatasosabbnak bizonyuld, de eltéré hatasmechanizmust két antifungélis szer, a
NTM és TRB kozott fellépd lehetséges kolesonhatasokat. A két szer egydttes alkalmazésaval
elért antifungalis hatas hasonldé mértékii vagy erdsebb volt a NTM vagy a TRB 6nalloan elért
gatld hatadsahoz képest. 31 esetben (71,8%) tapasztaltunk szinergizmust, 11 esetben (28,2%)
pedig indifferens kolcsonhatast a két szer kdzott. Antagonizmust egy esetben sem figyeltiink
meg.

Emellett in vitro kombinacids tesztekben vizsgaltuk a NTM, valamint a vizsgalataink
soran legerdsebb antifungalis hatdst mutatd ill6olaj f6 komponense, a fahéjaldehid kozott
fellépé kolcsonhatasokat. Kisérleteink sordn a két hatéanyag kozott féleg indifferens
kolcsonhatast tapasztaltunk. Mindossze egy esetben figyeltiink meg szinergizmust. Ennek
ellenére fontos megjegyezni, hogy a magas NTM MIC-értékek fahéjaldehid jelenlétében a

szemben elérhet6 terapias NTM koncentracio-tartomanyra csokkentek.

6. Klinikai es kornyezeti FSSC izolatumok extracellularis enzimaktivitasainak
dsszehasonlitasa.

Az extracelluléris enzimaktivitési teszteket a Fusarium fert6zésekbdl leggyakrabban
izolalhat6 fajkomplexum képviseldin, FSSC izolatumokon végeztiik el. Osszesen 67 (23
indiai klinikai, 19 indiai talaj-, 11 indiai névényi és 14 kiilonb6z6 foldrajzi régidbol szarmazo
novényi) izolatum extracellularis celluldz, elasztaz, foszfolipaz, kazeindz, keratinaz, lipaz és

pektindz aktivitasat teszteltik és hasonlitottuk Ossze. Eredményeink alapjan keratitiszbdl
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szarmazo Fusarium-ok szignifikansan magasabb protedz (kazeindz és keratindz) aktivitassal
rendelkeztek, mint a novényi izolatumok. Ezzel szemben a ndvényi mintdbol szarmazé
izolatumok a Klinikai és talajizolatumokhoz képest kiemelkedéen magas lipaz aktivitassal
rendelkeztek. A kiilonb6z6 forrasbol szarmazd izolatumok cellulaz, elasztaz és pektinaz
aktivitasaban nem figyeltink meg szignifikans eltéréseket. Lehetségesnek tartjuk, hogy nem
egy kitlintetett enzim, hanem tébb extracellularis enzim, illetve egyéb virulencia faktorok

egylttese sziikséges egy sikeres human fertézés kialakitasahoz.

Munkank soradn megallapitottuk, hogy habar az FSSC képvisel6i tovabbra is a
szaruhartya-gyulladas legfébb korokozoi kozé tartozmak Dél-Indidban, mas
fajkomplexumok és fajok (pl. F. napiforme) is egyre gyakrabban hozhatéak
Osszefliggésbe a megbetegedéssel. Kidolgoztunk egy FSSC-specifikus 0j, gyors,
molekularis azonositasi modszert, amely jelentésen meggyorsithatja az azonositas
folyamatat és lerdviditheti az FSSC-specifikus terapia megkezdeséig eltelt idét. Emellett
eredményeink hozzajarulhatnak egy a Fusarium Keratitisz kezelésére alkalmas uj,
hatékony, biztonsagosan alkalmazhat6, egyszerii vagy Kkombinalt terdpia
kifejlesztéséhez.

72



8. SUMMARY

The genus Fusarium is a large group of hyaline filamentous fungi. They are widely
distributed in soil as harmless, saprophytic organisms. However, some members of this genus
are capable of causing infection in plants, animals and humans. According to the latest
surveys, Fusarium species are the most frequently isolated causative agents of fungal keratitis
in South India. The members of the genus and especially the Fusarium solani species
complex (FSSC) usually show poor susceptibility to clinically applied antifungal drugs, and
the antifungal susceptibilities of different Fusarium species complexes vary. Thus, the
management of Fusarium keratitis is still challenging. The misidentification of the causative
agent and the subsequent application of an inappropriate antifungal therapy may even result in
the loss of vision. Using molecular techniques in laboratory practice instead of conventional
morphological methods can make the identification process faster and more accurate. New
antifungals and alternative treatments would also be necessary to treat Fusarium infections.
The objectives of the present study were:

e to identify Fusarium isolates derived from human Kkeratitis using molecular
methods and to investigate their phylogenetic relationships,

e to find a new, rapid and reliable identification method for the FSSC, the taxon
most commonly isolated from Fusarium keratitis cases,

e to determine the in vitro susceptibilities of clinical Fusarium isolates to
commonly used antifungal agents,

e to study the in vitro inhibitory effects of essential oils on Fusarium species
complexes isolated from human keratitis,

e to investigate the in vitro interactions between antifungal drugs as well as
between antifungals and essential oil components,

e to examine and compare the extracellular enzyme activities of clinical and

environmental FSSC isolates.
Our main results were the following:

1. Molecular identification and phylogenetic analysis of Fusarium isolates derived from
human keratitis.

A total of 70 Fusarium isolates derived from human keratomycosis were identified
based on the BLAST searches of the partial sequences of translation elongation factor la
(TEF1) and B-tubulin (TUB) genes. The results of BLAST searches were confirmed by
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phylogenetic analysis using the same two sequences. These analyses generated a tree which
can be separated into five well supported clades: Clade 1 included all the members of the
FSSC, Clade 2 the Fusarium dimerum species complex (FDSC), Clade 3 the Fusarium
fujikuroi species complex (FFSC), Clade 4 the Fusarium oxysporum species complex
(FOSC), and Clade 5 all the Fusarium incarnatum-equiseti species complex (FIESC) isolates.
Our phylogenetic analysis revealed that one isolate identified previously as the member of
FOSC using BLAST search belongs to the FFSC clade in fact. Thus the final results of the
identification process were the following: 53 isolates confirmed as members of the FSSC, six-
six isolates belonged to the FDSC and FFSC, three isolates to the FOSC and two to the
FIESC. At species level six isolates were identified as Fusarium delphinoides (FDSC) and
three as Fusarium napiforme (FFSC). To our knowledge, this is the first report in the world of

F. napiforme as the causative agent of human keratomycosis.

2. A new, rapid and reliable identification method for the FSSC.

A new, rapid method for the identification of FSSC was developed based on our in silico
observations that the recognition site of EcoRlI restriction endonucelase is found only in the
partial TEF1 sequences of FSSC strains. To prove this experimentally, the partial TEF1 of 80
Fusarium isolates was digested by EcoRI, which resulted in the two expected fragments in
case of all the FSSC isolates. False negative or false positive results were not observed. We
also compared the specificity of our method with a previously described FSSC-specific PCR
method: our method identified 100%, while the FSSC-specific PCR identified only the

93.75% of the examined isolates correctly.

3. In vitro susceptibilities of clinical Fusarium isolates to commonly used antifungal
agents.

In vitro antifungal susceptibilities of clinical isolates to seven commonly used
antifungals (amphotericin B, AMB; clotrimazole, CLT; econazole, ECN; itraconazole, ITC;
natamycin, NTM; terbinafine, TRB; and voriconazole, VRC) were determined by the broth
microdilution method. TRB, NTM and AMB were the most effective antifungal drugs against
the majority of the investigated isolates. Seventy percent of the isolates were inhibited by
NTM in a concentration range which can be achieved in the eye during therapeutic conditions.
The largest part of each species complex showed high MIC values to CLT, ECN and VRC in
the examined concentration range. With one exception (an FSSC strain) ITC proved to be
ineffective against the investigated isolates. Similar results were found in the tests with ITC.

No specific clades with differing antifungal susceptibility could be observed.
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4. In vitro inhibitory effects of essential oils on Fusarium species complexes isolated from
human keratitis.

To reveal the potential of essential oils as monotherapeutic agents against clinical
Fusarium isolates, the minimal inhibitory concentration (MIC) values of nine essential oils
(cinnamon, juniper, lemon eucalyptus, lime, marjoram, sage, teatree, thyme, wintergreen)
were determined using broth microdilution tests. The tested essential oils exhibited different
anti-Fusarium activities. Cinnamon oil proved to be the most effective essential oil against all
investigated Fusarium isolates. The main component of cinnamon oil, trans-cinnamaldehyde
was also involved in these tests: it showed a similarly strong antifungal activity. The other
essential oils exerted relatively lower antifungal activities. Lime oil proved to be the least
effective against the investigated Fusarium isolates. The antifungal effect of the tested
essential oils varied in a species complex-independent manner.

We also investigated the germination ability, metabolic activity and viability of
Fusarium conidia in the presence of cinnamon oil and its main component trans-
cinnamaldehyde using light and fluorescent microscopic techniques. Based on our
observations, cinnamon oil and trans-cinnamaldehyde significantly decreased the metabolic

activity, viability and inhibited the germination of Fusarium conidia.

5. In vitro interactions between antifungal drugs as well as between antifungals and
essential oil components.

Because their high in vitro efficacy and their differing modes of action, drug interactions
were investigated between NTM and TRB in the case of 42 isolates using the checkerboard
microdilution method. The combined application of these two drugs displayed either
synergistic interactions (in 71.8% of the strains) or the two compounds did not interact with
each other (28.2%). In the case of the examined members of FOSC and FIESC, only
synergistic interactions were observed between NTM and TRB. Antagonistic interactions
were not revealed between the two compounds.

The in vitro combinations of NTM and trans-cinnamaldehyde - the main component of
the most effective essential oil (cinnamon oil) - were also tested. In most of the cases,
interactions were not observed between NTM and trans-cinnamaldehyde. Synergistic
interaction was revealed between the two compounds in one case only. Antagonism was not
detected at all. Although the low level of synergism, we observed an enhanced fungal growth

inhibition when these agents were applied in combination.
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6. Extracellular enzyme activities of clinical and environmental FSSC isolates.

The extracellular casease, cellulase, elastase, keratinase, lipase, phospholipase and
pectinase activities of 67 FSSC isolates (23 clinical isolates from India, 19 soil isolates from
India, 11 plant isolates from India, and 14 plant isolates from different geographical regions
of the world) were investigated. We observed a significantly higher keratinase and casease
activity in the case of the clinical isolates compared to the plant isolates, while plant isolates
showed significantly higher lipase activity than clinical and soil isolates.

76



9. IRODALOMJEGYZEK

Alastruey-lzquierdo A, Cuenca-Estrella M, Monzén A, Mellado E, Juan Luis
Rodriguez-Tudela JL (2008) Antifungal susceptibility profile of clinical Fusarium spp.
isolates identified by molecular methods. J Antimicrob Chemother. 61 (4): 805-809.

Alexandrakis G, Jalali S, Gloor P (1998) Diagnosis of Fusarium Keratitis in an animal
model using the polymerase chain reaction. Br J Ophthalmol. 82 (3): 306-311.

Al-Hatmi AMS, Meis JF, de Hoog GS (2016a) Fusarium: molecular diversity and intrinsic
drug resistance. PLoS Pathog. 12 (4): e1005464.

Al-Hatmi AMS, Meletiadis J, Curfs-Breuker I, Bonifaz A, Meis JF, De Hoog GS (2016b)
In vitro combinations of natamycin with voriconazole, itraconazole and micafungin
against clinical Fusarium strains causing keratitis. J Antimicrob Chemother. 71 (4): 953-
955.

Al-Hatmi AMS, van Diepeningen AD, Curfs-Breuker I, de Hoog GS, Meis JF (2015a)
Specific antifungal susceptibility profiles of opportunists in the Fusarium fujikuroi
complex. J Antimicrob Chemother. 70 (4): 1068-1071.

Al-Hatmi AMS, Mirabolfathy M, Hagen F és mtsai. (2015b) DNA barcoding, MALDI-
TOF and AFLP data support Fusarium ficicrescens as a distinct species within the F.
fujikuroi species complex. Fungal Biol. 120 (2): 265-278.

Altun A, Kurna SA, Sengor T és mtsai. (2014) Effectiveness of posaconazole in recalcitrant
fungal keratitis resistant to conventional antifungal drugs. Case Rep Ophthalmol Med.
2014: 701653.

Ananthi S, Venkatesh Prajna N, Lalitha P, Valarnila M, Dharmalingam K (2013)
Pathogen induced changes in the protein profile of human tears from Fusarium keratitis
patients. PLoS ONE. 8 (1): e53018.

Aruljyothi L, Radhakrishnan N, Prajna VN, Lalitha P (2016) Clinical and microbiological
study of paediatric infectious keratitis in South India: a 3-year study (2011-2013). Br J
Ophthalmol. doi:10.1136/bjophthalmol-2015-307631.

Azor M, Gené J, Cano J, Guarro J (2007) Universal in vitro antifungal resistance of genetic
clades of the Fusarium solani species complex. Antimicrob Agents Chemother. 51 (4):
1500-1503.

Azor M, Gené J, Cano J, Manikandan P, Venkatapathy N, Guarro J (2009) Less-

frequent Fusarium species of clinical interest: correlation between morphological and

77



molecular identification and antifungal susceptibility. J Clin Microbiol. 47 (5): 1463-
1468.

Babalola OO (2010) Pectinolytic and cellulolytic enzymes enhance Fusarium compactum
virulence on tubercles infection of egyptian broomrape. Int J Microbiol. 2010: Article
ID 273264.

Bang K, Lee DW, Park HM, Rhee YH (2000) Inhibition of fungal cell wall synthesizing
enzymes by trans-cinnamaldehyde. Biosci Biotechnol Biochem. 64 (5): 1061-1063.
Barrera-Necha LL, Garduno-Pizana C, Garcia-Barrera LJ (2009) In vitro antifungal
activity of essential oils and their compounds on mycelial growth of Fusarium

oxysporum f. sp. gladioli (Massey) Snyder and Hansen. Plant Pathol J. 8 (1): 17-21.

Bharathi MJ, Ramakrishnan R, Meenakshi R, Padmavathy S, Shivakumar C,
Srinivasan M (2007) Microbial keratitis in South India: influence of risk factors,
climate, and geographical variation. Ophthalmic Epidemiol. 14 (2): 61-69.

Bharathi MJ, Ramakrishnan R, Vasu S, Meenakshi R, Palaniappan R (2003)
Epidemiological characteristics and laboratory diagnosis of fungal keratitis. A three-year
study. Indian J Ophthalmol. 51 (4): 315-321.

Bilai VI (1955) The fusaria (biology and systematics). Akademia Naukwe Ukrainskii, Kiev,
USSR.

Blanco JL, Hontecillas R, Bouza E és mtsai. (2002) Correlation between the elastase
activity index and invasiveness of clinical isolates of Aspergillus fumigatus. J Clin
Microbiol. 40 (5): 1811-1813.

Booth C (1971) The genus Fusarium. Commonwealth Mycology Institute, Kew, Surrey.

Bullock JD, Warwar RE, Elder BL, Northern WI (2008) Temperature instability of ReNu
with MoistureLoc: a new theory to explain the worldwide Fusarium keratitis epidemic
of 2004-2006. Trans Am Ophthalmol Soc. 106: 117-127.

Carmo ES, de Oliveira Lima E, Souza EL, de Sousa FB (2008) Effect of Cinnamomum
zeylanicum blume essential oil on the growth and morphogenesis of some potentially
pathogenic Aspergillus species. Braz J Microbiol. 39 (1): 91-97.

Casadevall A (2006) Cards of virulence and the global virulome for humans. Microbe. 1 (8):
359-364.

Cavaleiro C, Pinto E, Gongalves MJ, Salgueiro L (2006) Antifungal activity of Juniperus
essential oils against dermatophyte, Aspergillus and Candida strains. J Appl Microbiol.
100 (6): 1333-1338.

78



Chakrabarti A, Singh R (2011) The emerging epidemiology of mould infections in
developing countries. Curr Opin Infect Dis. 24 (6): 521-526.

Chander J, Singla N, Agnihotri N, Arya SK, Deep A (2008) Keratomycosis in and around
Chandigarh: A five-year study from a north Indian tertiary care hospital. Indian J Pathol
Microbiol. 51 (2): 304-306.

Chuah TS, Tan YY, Ismail BS (2010) In vitro evaluation of the antifungal activity of some
essential oils on postharvest fungal pathogens of tropical fruits. Plant Prot Q. 25 (4):
162-164.

Chung WH, Ishii H, Nishimura K, Ohshima M, lwama T, Yoshimatsu H (2008) Genetic
analysis and PCR-based identification of major Fusarium species causing head blight on
wheat in Japan. J Gen Plant Pathol. 74 (5): 364-374.

Ciolino JB, Hudson SP, Mobbs AN és mtsai. (2011) A prototype antifungal contact lens.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 52 (9): 6286-6291.

Clinical and Laboratory Standards Institute (2008) Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of filamentous fungi. In: Approved standard CLSI
document M38-A2. CLSI, Wayne.

Coleman JJ, Rounsley SD, Rodriguez-Carres M és mtsai. (2009) The genome of Nectria
haematococca: contribution of supernumerary chromosomes to gene expansion. PL0S
Genet. 5 (8): e1000618.

Dean R, Van Kan JA, Pretorius ZA és mtsai. (2012) The top 10 fungal pathogens in
molecular plant pathology. Mol Plant Pathol. 13 (4): 414-430.

De Carolis E, Posteraro B, Lass-FIorl C és mtsai. (2012) Species identification of
Aspergillus, Fusarium and Mucorales with direct surface analysis by matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry. Clin Microbiol Infect. 18
(5): 475-484.

de Lira Mota KS, de Oliveira Pereira F, de Oliveira WA, Lima 10, de Oliveira Lima E
(2012) Antifungal activity of Thymus vulgaris L. essential oil and its constituent
phytochemicals against Rhizopus oryzae: interaction with ergosterol. Molecules. 17 (2):
14418-14433.

Deorukhkar S, Katiyar R, Saini S (2012) Epidemiological features and laboratory results of
bacterial and fungal keratitis: a five-year study at a rural tertiary-care hospital in western
Maharashtra, India. Singapore Med J. 53 (4): 264-267.

Doczi |1, Gyetvai T, Kredics L, Nagy E (2004) Involvement of Fusarium spp. in fungal
keratitis. Clin Microbiol Infect. 10 (9): 773-776.

79



Dong XH, Gao WJ, He XP (2012) Antifungal efficacy of natamycin in experimental
Fusarium solani keratitis. Int J Ophthalmol. 5 (2): 143-146.

Dzamic A, Sokovic M, Ristic M, Grujic-Jovanic S, Vukojevic J, Marin PD (2007)
Chemical composition and antifungal activity of Salvia sclarea (Lamiaceae) essential
oil. Arch Biol Sci. 60 (2): 233-237.

Eliopoulos GM, Moellering RC (1996) Antimicrobial combinations. In: Lorian V (szerk.)
Antibiotics in Laboratory Medicine. The Williams and Wilkins Co., 4th ed. Baltimore,
Md. 330-396.

El-Zemity SR, Ahmad SM (2005) Antifungal activity of some essential oils and their major
chemical constituents against some phytopathogenic fungi. J Pest Cont & Environ Sci.
13 (1): 61-72.

Epstein AB (2007) In the aftermath of the Fusarium keratitis outbreak: What have we
learned? Clin Ophthalmol. 1 (4): 355-366.

Espinel-Ingroff A, Colombo AL, Cordoba S és mtsai. (2015) International evaluation of
MIC distributions and epidemiological cutoff value (ECV) definitions for Fusarium
species identified by molecular methods for the CLSI broth microdilution method.
Antimicrob Agents Chemother. 60 (2): 1079-1084.

Faria CB, Abe CA, da Silva CN, Tessmann DJ, Barbosa-Tessmann IP (2012) New PCR
assays for the identification of Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, and
other species of the Gibberella fujikuroi complex. Int J Mol Sci. 13 (1): 115-132.

Flores FC, de Lima JA, Ribeiro RF és mtsai. (2013) Antifungal activity of nanocapsule
suspensions containing tea tree oil on the growth of Trichophyton rubrum.
Mycopathologia. 175 (3-4): 281-286.

Fraternale D, Giamperi L, Bucchini A és mtsai. (2005) Composition and antifungal
activity of essential oil of Salvia sclarea from Italy. Chem Nat Compd. 41 (5): 604-606.

Freire JM, Cardoso MG, Batista LR, Andrade MA (2011) Essential oil of Origanum
majorana L., Illicium verum Hook. f. and Cinnamomum zeylanicum Blume: chemical
and antimicrobial characterization. Rev Bras Pl Med. 13 (2): 209-214.

Garnica M, Nucci M (2013) Epidemiology of fusariosis. Curr Fungal Infect Rep. 7 (4): 301-
305.

Geiser DM, Aoki T, Bacon CW és mtsai. (2013) One fungus, one name: defining the genus
Fusarium in a scientifically robust way that preserves longstanding use. Phytopathology.
103 (5): 400-408.

80



Geiser DM, Jiménez-Gasco M, Kang S és mtsai. (2004) FUSARIUM-ID v.1.0: A DNA
sequence database for identifying Fusarium. Eur J Plant Pathol. 110 (5): 473-479.

Gerlach W, Nirenberg H (1982) The genus Fusarium - a pictorial atlas. Mitt Biol
Bundesanst Land Forstwirtsch Berl Dahlem. 209: 1-406.

Ghannoum MA (2000) Potential role of phospholipases in virulence and fungal
pathogenesis. Clin Microbiol Rev. 13 (1): 122-143.

Gopal N, Randhir Babu Singh Y, Panneer Selvam K, Manikandan P, Shobana CS
(2013) Extracellular enzyme activity indices of Fusarium species isolated from mycotic
keratitis. Int J Biol Pharm Res. 4 (12): 1070-1075.

Gopinathan U, Ramakrishna T, Willcox M és mtsai. (2001) Enzymatic, clinical and
histologic evaluation of corneal tissues in experimental fungal keratitis in rabbits. Exp
Eye Res. 72 (4): 433-442.

Gordon WL (1952) The occurrence of Fusarium species in Canada: Il. prevalence and
taxonomy of Fusarium species in cereal seed. Can J Bot. 30 (2): 209-251.

Gomori Cs, Nacsa-Farkas E, Kerekes EB, Kocsubé S, Vagvolgyi Cs, Krisch J (2013)
Evaluation of five essential oils for the control of food-spoilage and mycotoxin
producing fungi. Acta Biol Szeged. 57 (2): 113-116.

Graff JM, Goins KM, Sutphin JE (2006) Fungal keratitis - Fusarium: 41-year-old female
contact lens wearer with persisting keratitis. EyeRounds.org. Letoltve: 2016.
http://www.EyeRounds.org/cases/59-fusarium-fungal-keratitis-ReNu-MoistureLoc.htm.

Guarro J (2013) Fusariosis, a complex infection caused by a high diversity of fungal species
refractory to treatment. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 32 (12): 1491-1500.

Guarro J, Rubio C, Gené J és mtsai. (2003) Case of keratitis caused by an uncommon
Fusarium species. J Clin Microbiol. 41 (12): 5823-5826.

Guevara-Suarez M, Cano-Lira JF, Cepero de Garcia MC és mtsai. (2016) Genotyping of
Fusarium isolates from onychomycoses in Colombia: detection of two new species
within the Fusarium solani species complex and in vitro antifungal susceptibility
testing. Mycopathologia. 181 (3-4): 165-174.

Guindon S Gascuel O (2003) A simple fast and accurate algorithm to estimate large
phylogenies by maximum likelihood. Syst Biol. 52 (5): 696-704.

Gupta N, Tandon R, Gupta SK, Sreenivas V, Vashist P (2013) Burden of corneal
blindness in India. Indian J Community Med. 38 (4): 198-206.

Hall TA (1999) BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symp Ser. 41: 95-98.

81



Hassan AS, Al-Hatmi AM, Shobana CS és mtsai. (2016) Antifungal susceptibility and
phylogeny of opportunistic members of the genus Fusarium causing human
keratomycosis in South India. Med Mycol. 54 (3): 287-294.

Hawksworth DL, Crous PW, Redhead SA és mtsai. (2011) The Amsterdam Declaration on
fungal nomenclature. IMA Fungus. 2 (1): 105-112.

Hawksworth DL (2011) A new dawn for the naming of fungi: impacts of decisions made in
Melbourne in July 2011 on the future publication and regulation of fungal names. IMA
Fungus. 2 (2): 155-162.

He D, Hao J, Zhang B és mtsai. (2011) Pathogenic spectrum of fungal keratitis and specific
identification of Fusarium solani. Invest Ophthalmol Vis Sci. 52 (5): 2804-2808.

Huang CH, Roberts PD, Datnoff LE (2011) Silicon suppresses Fusarium crown and root
rot of tomato. J Phytopathology. 159 (7-8): 546-554.

Huelsenbeck JP, Ronquist F (2001) MrBayes: Bayesian inference of phylogenies.
Bioinformatics. 17 (8): 754-755.

Hyldgaard M, Mygind T, Meyer RL (2012) Essential oils in food preservation: mode of
action, synergies, and interactions with food matrix components. Front Microbiol. 3: 12.

Igbal NJ, Boey A, Park BJ, Brandt ME (2008) Determination of in vitro susceptibility of
ocular Fusarium spp. isolates from keratitis cases and comparison of Clinical and
Laboratory Standards Institute M38-A2 and E test methods. Diagn Micr Infec Dis. 62
(3): 348-350.

Jain A, Shah SG, Chugh A (2015) Cell penetrating peptides as efficient nanocarriers for
delivery of antifungal compound, natamycin for the treatment of fungal keratitis. Pharm
Res. 32 (6): 1920-1930.

Javed S, Shoaib A, Mahmood Z, Mushtaq S, Iftikhar S (2012) Analysis of phytochemical
constituents of Eucalyptus citriodora L. responsible for antifungal activity against post-
harvest fungi. Nat Prod Res. 26 (18): 1732-1736.

Jeschke N, Nelson PE, Marasas WFO (1990) Fusarium species isolated from soil samples
collected at different altitudes in the Transkei, Southern Africa. Mycologia. 82 (6): 727-
733.

Joffe AZ (1974) A modern system of Fusarium taxonomy. Mycopathol Mycol Appl. 53 (1):
201-228.

Johnson MD, MacDougall C, Ostrosky-Zeichner L, Perfect JR, Rex JH (2004)
Combination antifungal therapy. Antimicrob Agents Chemother. 48 (3): 693-715.

82



Khan MS, Ahmad | (2011) In vitro antifungal, anti-elastase and anti-keratinase activity of
essential oils of Cinnamomum-, Syzygium- and Cymbopogon-species against Aspergillus
fumigatus and Trichophyton rubrum. Phytomedicine. 19 (1): 48-55.

Kikot GE, Hours RA, Alconada TM (2009) Contribution of cell wall degrading enzymes to
pathogenesis of Fusarium graminearum: a review. J Basic Microbiol. 49 (3): 231-241.

Kim JH, Chan K, Mahoney N, Campbell BC (2011) Antifungal activity of redox-active
benzaldehydes that target cellular antioxidation. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 10: 23.

Kiryu H, Yoshida S, Suenaga Y, Asahi M (1991) Invasion and survival of Fusarium solani
in the dexamethasone-treated cornea of rabbits. J Med Vet Mycol. 29 (6): 395-406.

Krizsan K (2012) Opportunista patogén Cochliobolus izoldtumok jellemzése. Doktori
értekezés. Mikrobiologiai Tanszék, Szegedi Tudomanyegyetem.

Lalitha P, Prajna NV, Kabra A, Mahadevan K, Srinivasan M (2006) Risk factors for
treatment outcome in fungal keratitis. Ophthalmology. 113 (4): 526-530.

Lalitha P, Shapiro BL, Srinivasan M és mtsai. (2007) Antimicrobial susceptibility of
Fusarium, Aspergillus, and other filamentous fungi isolated from Kkeratitis. Arch
Ophthalmol. 125: 789-793.

Lalitha P, Vijaykumar R, Prajna NV, Fothergill AW (2008a) In vitro natamycin
susceptibility of ocular isolates of Fusarium and Aspergillus species: comparison of
commercially formulated natamycin eye drops to pharmaceutical-grade powder. J Clin
Microbiol. 46 (10): 3477-3478.

Lalitha P, Vijaykumar, Prajna NV, Srinisvasan M (2008b) Aravind's atlas of fungal
corneal ulcers - Clinical features and laboratory identification methods. New Delhi,
India: Jaypee Brothers Medical Publishers (P) Ltd.

Larkin MA, Blackshields G, Brown NP és mtsai. (2007) Clustal W and Clustal X version
2.0. Bioinformatics. 23 (21): 2947-2948.

Lau D, Fedinands M, Leung L és mtsai. (2008) Penetration of voriconazole, 1%, eyedrops
into human aqueous humor: a prospective open-label study. Arch Ophthalmol. 126 (3):
343-346.

Lee SK, Kim SS, Nahm DH és mtsai. (2000) Hypersensitivity pneumonitis caused by
Fusarium napiforme in a home environment. Allergy. 55 (12): 1190-1193.

Lee SO, Choi GJ, Jang KS, Lim HK, Cho KY, Kim JC (2007) Antifungal activity of five
plant essential oils as fumigant against postharvest and soilborne plant pathogenic fungi.
Plant Pathol J. 23 (2): 97-102.

83



Leeja L, Thoppil JE (2007) Antimicrobial activity of methanol extract of Origanum
majorana L. (Sweet marjoram). J Environ Biol. 28 (1): 145-146.

Leslie JF, Summerell BA (2006) The Fusarium laboratory manual. Oxford: Blackwell
Publishing Ltd.

Li L, Wang Z, Li R, Luo S, Sun X (2008) In vitro evaluation of combination antifungal
activity against Fusarium species isolated from ocular tissues of keratomycosis patients.
Am J Ophthalmol. 146 (5): 724-728.

Liang QF, Jin XY, Wang XL, Sun XG (2009) Effect of topical application of terbinafine on
fungal keratitis. Chin Med J. 122 (16): 1884-1888.

Link HF (1809) Observationes in ordines plantarum naturales. Dissertatio 1. Mag Ges Naturf
Freunde Berlin. 3 (1): 3-42.

Loh AR, Hong K, Lee S, Mannis M, Acharya NR (2009) Practice patterns in the
management of fungal corneal ulcers. Cornea. 28 (8): 856-859.

Lombard L, van der Merwe NA, Groenewald JZ, Crous PW (2015) Generic concepts in
Nectriaceae. Stud Mycol. 80: 189-245.

Ma LJ, Geiser DM, Proctor RH és mtsai. (2013) Fusarium pathogenomics. Annu Rev
Microbiol. 67: 399-416.

Ma LJ, van der Does HC, Borkovich KA és mtsai. (2010) Comparative genomics reveals
mobile pathogenicity chromosomes in Fusarium. Nature. 464 (7287): 367-373.

Magnoli CE, Saenz MA, Chiacchiera SM, Dalcero AM (1999) Natural occurrence of
Fusarium species and fumonisin-production by toxigenic strains isolated from poultry
feeds in Argentina. Mycopathologia. 145 (1): 35-41.

Manikandan P, Galgoczy L, Panneer Selvam K és mtsai. (2011) Chapter 51. Fusarium. In:
Liu D (szerk.) Molecular Detection of Human Fungal Pathogens. London: Taylor &
Francis Group. 409-425.

Marasas WFO, Rabie CJ, Libben A (1987) Fusarium napiforme, a new species form millet
and sorghum in Southern Africa. Mycologia. 76 (6): 910-914.

Marinach-Patrice C, Lethuillier A, Marly A és mtsai. (2009) Use of mass spectrometry to
identify clinical Fusarium isolates. Clin Microbiol Infect. 15 (7): 634-642.

Matuo T (1972) Taxonomic studies of phytopathogenic fungi in Japan. Rev Plant Prot Res. 5:
34-45.

Mayayo E, Pujol I, Guarro J (1999) Experimental pathogenicity of four opportunist
Fusarium species in a murine model. J Med Microbiol. 48 (4): 363-366.

84



Melcher GP, McGough DA, Fothergill AW, Norris C, Rinaldi MG (1993) Disseminated
hyalohyphomycosis caused by a novel human pathogen, Fusarium napiforme. J Clin
Microbiol. 31 (6): 1461-1467.

Messiaen CM, Cassini R (1968) Recherches sur les fusarioses. 1V. La systematique des
Fusarium. Ann Epiphyt. 19 (3): 387-454.

Mikami R, Stemmermann GN (1958) Keratomycosis caused by Fusarium oxysporum. AmJ
Clin Pathol. 29 (3): 257-262.

Minervini F, Dell’Aquila ME (2008) Zearalenone and reproductive function in farm
animals. Int J Mol Sci. 9 (12): 2570-2584.

Mishra AK, Mishra A, Kehri HK, Sharma B, Pandey AK (2009) Inhibitory activity of
Indian spice plant Cinnamomum zeylanicum extracts against Alternaria solani and
Curvuluria lunata, the pathogenic dematiaceous moulds. Ann Clin Microbiol
Antimicrob. 8: 9.

Morand K, Bartoletti AC, Bochot A, Barratt G, Brandely ML, Chast F (2007) Liposomal
amphotericin B eye drops to treat fungal Kkeratitis: physico-chemical and formulation
stability. Int J Pharm. 344 (1-2): 150-153.

Moretti AN (2009) Taxonomy of Fusarium genus: A continuous fight between lumpers and
splitters. Proc Nat Sci Matica Sprska. 117: 7-13.

Mselle J (2001) Use of topical clotrimazole in human keratomycosis. Ophthalmologica. 215
(5): 357-360.

Mukherjee PK, Chandra J, Yu C, Sun Y, Pearlman E, Ghannoum MA (2012)
Characterization of Fusarium keratitis outbreak isolates: contribution of biofilms to
antimicrobial resistance and pathogenesis. Invest Ophthalmol Vis Sci. 53 (8): 4450-
4457,

Muraosa Y, Schreiber AZ, Trabasso P és mtsai. (2014) Development of cycling probe-
based real-time PCR system to detect Fusarium species and Fusarium solani species
complex (FSSC). Int J Med Microbiol. 304 (3-4): 505-511.

Mythili A, Randhir Babu Singh Y, Priya R és mtsai. (2014) In vitro and comparative study
on the extracellular enzyme activity of molds isolated from keratomycosis and soil. Int J
Ophthalmol. 7 (5): 778-784.

Naiker S, Odhav B (2004) Mycotic keratitis: profile of Fusarium species and their
mycotoxins. Mycoses. 47 (1-2): 50-56.

85



Nayak N, Satpathy G, Prasad S, Vajpayee RB, Pandey RM (2010) Correlation of
proteinase production with amphotericin B resistance in fungi from mycotic Kkeratitis.
Ophthalmic Res. 44 (2): 113-118.

Nelson PE, Dignani MC, Anaissie EJ (1994) Taxonomy, biology, and clinical aspects of
Fusarium species. Clin Microbiol Rev. 7 (4): 479-504.

Nelson PE, Toussoun TA, Marasas WFO (1983) Fusarium species: an illustrated manual
for identification. State University Press, University Park, Pennsylvania, USA.

Nikoli¢ M, Markovi¢ T, Mojovi¢ M es mtsai. (2013) Chemical composition and biological
activity of Gaultheria procumbens L. essential oil. Ind Crop Prod. 49: 561-567.

Nirenberg HI, O'Donnell K (1998) New Fusarium species and combinations within the
Gibberella fujikuroi species complex. Mycologia. 90 (3): 434-458.

Odds FC (2003) Synergy, antagonism, and what the chequerboard puts between them. J
Antimicrob Chemother. 52 (1): 1.

O'Donnell K, Gueidan C, Sink S és mtsai. (2009a) A two-locus DNA sequence database for
typing plant and human pathogens within the Fusarium oxysporum species complex.
Fungal Genet Biol. 46 (12): 936-948.

O'Donnell K, Kistler HC, Cigelnik E, Ploetz RC (1998) Multiple evolutionary origins of
the fungus causing Panama disease of banana: concordant evidence from nuclear and
mitochondrial gene genealogies. Proc Natl Acad Sci USA. 95 (5): 2044-2049.

O'Donnell K, Rooney AP, Proctor RH és mtsai. (2013) Phylogenetic analyses of RPB1 and
RPB2 support a middle Cretaceous origin for a clade comprising all agriculturally and
medically important fusaria. Fungal Genet Biol. 52: 20-31.

O’Donnell K, Sarver BAJ, Brandt M és mtsai. (2007) Phylogenetic diversity and
microsphere array-based genotyping of human pathogenic Fusaria, including isolates
from the multistate contact lens-associated U.S. keratitis outbreaks of 2005 and 2006. J
Clin Microbiol. 45 (7): 2235-2248.

O'Donnell K, Sutton DA, Fothergill A és mtsai. (2008) Molecular phylogenetic diversity,
multilocus haplotype nomenclature, and in vitro antifungal resistance within the
Fusarium solani species complex. J Clin Microbiol. 46 (8): 2477-2490.

O’Donnell K, Sutton DA, Rinaldi MG, Gueidan C, Crous PW, Geiser DM (2009b) Novel
Multilocus sequence typing scheme reveals high genetic diversity of human pathogenic
members of the Fusarium incarnatum-F. equiseti and F. chlamydosporum species
complexes within the United States. J Clin Microbiol. 47 (12): 3851-3861.

86



O'Donnell K, Sutton DA, Rinaldi MG és mtsai. (2010) Internet-accessible DNA sequence
database for identifying fusaria from human and animal infections. J Clin Microbiol. 48
(10): 3708-3718.

O’Donnell K, Ward TJ, Robert VARG, Crous PW, Geiser DM, Kang S (2015) DNA
sequence-based identification of Fusarium: Current status and future directions.
Phytoparasitica. 43 (5): 583-595.

Ooi LSM, Li Y, Kam SL, Wang H, Wong EYL, Ooi VEC (2006) Antimicrobial activities
of cinnamon oil and cinnamaldehyde from the Chinese medicinal herb Cinnamomum
cassia Blume. Am J Chin Med. 34 (3): 511-522.

Panneer Selvam K, Randhir Babu Singh Y, Shobana CS és mtsai. (2014) Extracellular
enzymes and mycotoxins as virulence factors in Fusarium and Aspergillus keratitis.
Biosci Biotechnol Res Asia. 11 (2): 479-490.

Pepeljnjak S, Kosalec I, Kalodera Z, Blazevi¢ N (2005) Antimicrobial activity of juniper
berry essential oil (Juniperus communis L., Cupressaceae). Acta Pharm. 55 (4): 417-
422.

Pinto E, Pina-Vaz C, Salgueiro L és mtsai. (2006) Antifungal activity of the essential oil of
Thymus pulegioides on Candida, Aspergillus and dermatophyte species. J Med
Microbiol. 55 (Pt 10): 1367-1373.

Pisseri F, Bertoli A, Nardoni S és mtsai. (2009) Antifungal activity of tea tree oil from
Melaleuca alternifolia against Trichophyton equinum: an in vivo assay. Phytomedicine.
16 (11): 1056-1058.

Posada D, Crandall KA (1998) MODELTEST: Testing the model of DNA substitution.
Bioinformatics. 14 (9): 817-818.

Pradhan L, Sharma S, Nalamada S, Sahu SK, Das S, Garg P (2011) Natamycin in the
treatment of keratomycosis: correlation of treatment outcome and in vitro susceptibility
of fungal isolates. Indian J Ophthalmol. 59 (6): 512-514.

Prajna NV, John RK, Nirmalan PK, Lalitha P, Srinivasan M (2003) A randomised
clinical trial comparing 2% econazole and 5% natamycin for the treatment of fungal
keratitis. Br J Ophthalmol. 87 (10): 1235-1237.

Prajna NV, Krishnan T, Mascarenhas J és mtsai. (2012) Predictors of outcome in fungal
keratitis. Eye. 26 (9): 1226-1231.

Prajna NV, Krishnan T, Mascarenhas J és mtsai. (2013) The mycotic ulcer treatment trial:
a randomized trial comparing natamycin vs voriconazole. JAMA Ophthalmol. 131 (4):
422-429.

87



Prajna NV, Mascarenhas J, Krishnan T és mtsai. (2010) Comparison of natamycin and
voriconazole for the treatment of fungal keratitis. Arch Ophthalmol. 128 (6): 672-678.

Raillo A (1950) Fungi of the genus Fusarium. State Publ Agr Litr. Moscow, USSR.

Rambaut A, Drummond AJ (2007) MCMC Trace Analysis Tool Version vl1.4.
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer.

Ramezani H, Singh HP, Batish DR, Kohli RK (2002) Antifungal activity of the volatile oil
of Eucalyptus citriodora. Fitoterapia. 73 (1): 261-262.

Ranasinghe L, Jayawardena B, Abeywickrama K (2002) Fungicidal activity of essential
oils of Cinnamomum zeylanicum (L.) and Syzygium aromaticum (L.) Merr et L.M. Perry
against crown rot and anthracnose pathogens isolated from banana. Lett Appl Microbiol.
35 (3): 208-211.

Rao A, Zhang Y, Muend S, Rao R (2010) Mechanism of antifungal activity of terpenoid
phenols resembles calcium stress and inhibition of the TOR pathway. Antimicrob
Agents Chemoter. 54 (12): 5062-5069.

Rautaraya B, Sharma S, Kar S, Das S, Sahu SK (2011) Diagnosis and treatment outcome
of mycotic keratitis at a tertiary eye care center in eastern India. BMC Ophthalmol. 11:
39.

Sangalang AE, Burgess LW, Backhouse D, Duff J, Wurst M (1995) Mycogeography of
Fusarium species in soils from tropical, arid and Mediterranean regions of Australia.
Mycol Res. 99 (5): 523-528.

Sartoratto A, Machado ALM, Delarmelina C, Figueira GM, Duarte MCT, Rehder VLG
(2004) Composition and antimicrobial activity of essential oils from aromatic plants
used in Brazil. Braz J Microbiol. 35 (4): 275-280.

Sav H, Ozdemir HG, Altinbas R, Kiraz N, Ilkit M, Seyedmousavi S (2016) Virulence
attributes and antifungal susceptibility profile of opportunistic fungi isolated from
ophthalmic infections. Mycopathologia. DOI: 10.1007/s11046-016-0018-3.

Schoch CL, Seifert KA, Huhndorf S és mtsai. (2012) Nuclear ribosomal internal
transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode marker for Fungi. Proc Natl
Acad Sci USA. 109 (16): 6241-6246.

Schroers HJ, O'Donnell K, Lamprecht SC és mtsai. (2009) Taxonomy and phylogeny of
the Fusarium dimerum species group. Mycologia. 101 (1): 44-70.

Shanmugam V, Kanoujia N (2011) Biological management of vascular wilt of tomato
caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycospersici by plant growth-promoting
rhizobacterial mixture. Biol Control. 57 (2): 85-93.

88


http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer

Shobana CS, Mythili A, Homa M és mtsai. (2015) In vitro susceptibility of filamentous
fungi from mycotic keratitis to azole drugs. J Mycol Med. 25 (1): 44-49.

Short DP, O'Donnell K, Thrane U és mtsai. (2013) Phylogenetic relationships among
members of the Fusarium solani species complex in human infections and the
descriptions of F. keratoplasticum sp. nov. and F. petroliphilum stat. nov. Fungal Genet
Biol. 53: 59-70.

Shreaz S, Sheikh RA, Bhatia R és mtsai. (2011) Antifungal activity of a-methyl trans
cinnamaldehyde, its ligand and metal complexes: promising growth and ergosterol
inhibitors. Biometals. 24 (5): 923-933.

Siatiri H, Daneshgar F, Siatiri N, Khodabande A (2011) The effects of intrastromal
voriconazole injection and topical voriconazole in the treatment of recalcitrant Fusarium
keratitis. Cornea. 30 (8): 872-875.

Snyder WC, Hansen HN (1940) The species concept in Fusarium. Am J Bot. 27: 64-67.

Snyder WC, Hansen HN (1941) The species concept in Fusarium with reference to section
Martiella. Am J Bot. 27 (9): 738-742.

Snyder WC, Hansen HN (1945) The species concept in Fusarium with reference to Discolor
and other sections. Am J Bot. 32 (10): 657-666.

Sokovi¢ M, Glamoclija J, Ciri¢ A és mtsai. (2008) Antifungal activity of the essential oil of
Thymus vulgaris L. and thymol on experimentally induced dermatomycoses. Drug Dev
Ind Pharm. 34 (12): 1388-1393.

Soltis PS, Soltis DE (2003) Applying the bootstrap in phylogeny reconstruction. Stat Sci. 18
(2): 256-267.

Soderberg TA, Johansson A, Gref R (1996) Toxic effects of some conifer resin acids and
tea tree oil on human epithelial and fibroblast cells. Toxicology. 107 (2): 99-109.

Srinivasan M (2004) Fungal keratitis. Curr Opin Ophthalmol. 15 (4): 321-327.

Srinivasan M (2007) Infective keratitis: a challenge to Indian ophthalmologists. Indian J
Ophthalmol. 55 (1): 5-6.

Summerell BA, Laurence MH, Liew ECY, Leslie JF (2010) Biogeography and
phylogeography of Fusarium: a review. Fungal Divers. 44 (1): 3-13.

Sun S, Lyu Q, Han L és mtsai. (2015) Molecular identification and in vitro susceptibility of
Fusarium from fungal keratitis in central China. Zhonghua Yan Ke Za Zhi. 51 (9): 660-
667.

89



Tan AL, Cha KS (2008) In vitro activities of antifungal drugs against yeasts isolated from
blood cultures and moulds isolated from various clinically significant sites in Singapore.
Ann Acad Med Singapore. 37 (10): 841-846.

Terzi V, Morcia C, Faccioli P, Vale G, Tacconi G, Malnati M (2007) In vitro antifungal
activity of the tea tree (Melaleuca alternifolia) essential oil and its major components
against plant pathogens. Lett Appl Microbiol. 44 (6): 613-618.

Thiel MA, Zinkernagel AS, Burhenne J, Kaufmann C, Haefeli WE (2007) Voriconazole
concentration in human aqueous humor and plasma during topical or combined topical
and systemic administration for fungal keratitis. Antimicrob Agents Chemother. 51 (1):
239-244,

Thomas PA (2003) Fungal infections of the cornea. Eye. 17 (8): 852-862.

Tortorano AM, Prigitano A, Dho G és mtsai. (2008) Species distribution and in vitro
antifungal susceptibility patterns of 75 clinical isolates of Fusarium spp. from northern
Italy. Antimicrob Agents Chemother. 52 (7): 2683-2685.

Tortorano AM, Richardson M, Roilides E és mtsai. (2014) ESCMID and ECMM joint
guidelines on diagnosis and management of hyalohyphomycosis: Fusarium spp.,
Scedosporium spp. and others. Clin Microbiol Infect. 20 (Suppl 3): 27-46.

Trajano VN, de Oliveira Lima E, de Souza SF (2012) Antifungal activity of the essential
oil of Cinnamomum zeylanicum Blume and eugenol on Aspergillus flavus. J Essent Oil
Bear PI. 15 (5): 785-793.

Uniyal V, Bhatt RP, Saxena S, Talwar A (2012) Antifungal activity of essential oils and
their volatile constituents against respiratory tract pathogens causing aspergilloma and
aspergillosis by gaseous contact. J Appl Nat Sci. 4 (1): 65-70.

Unoura K, Miyazaki Y, Sumi Y, Tamaoka M, Sugita T, Inase N (2011) Identification of
fungal DNA in BALF from patients with home-related hypersensitivity pneumonitis.
Respir Med. 105 (11): 1696-1703.

van Diepeningen AD, Al-Hatmi AMS, Brankovics B, de Hoog GS (2014) Taxonomy and
clinical spectra of Fusarium species: where do we stand in 2014? Curr Clin Microbiol
Rep. 1 (1): 10-18.

van Diepeningen AD, Brankovics B, lltes J, van der Lee TA, Waalwijk C (2015)
Diagnosis of Fusarium infections: approaches to identification by the clinical mycology
laboratory. Curr Fungal Infect Rep. 9 (3): 135-143.

van Diepeningen AD, de Hoog GS (2016) Challenges in Fusarium, a trans-kingdom
pathogen. Mycopathologia. 81 (3-4): 161-163.

90



Varga J (2003) Molecular detection of fungi in foods and feeds. In: Arora KD (szerk.) Fungal
Biotechnology in Agricultural, Food, and Environmental Applications. CRC Press, Boca
Raton. DOI: 10.1201/9780203913369.ch27.

Vasantha Ruban V, Geraldine P, Kaliamurthy J, Jesudasan CA, Thomas PA (2015)
Keratitis due to Fusarium langsethiae: clinical profile, molecular identification, and
susceptibility to antifungals. Mycopathologia. 179 (5-6): 453-458.

Vitoratos A, Bilalis D, Karkanis A, Efthimiadou A (2013) Antifungal activity of plant
essential oils against Botrytis cinerea, Penicillium italicum and Penicillium digitatum.
Not Bot Horti Agrobo. 41 (1): 86-92.

Viuda-Martos M, Ruiz-Navajas Y, Fernandez-Lopez J, Perez-Alvarez (2008) Antifungal
activity of lemon (Citrus lemon L.), mandarin (Citrus reticulata L.), grapefruit (Citrus
paradisi L.) and orange (Citrus sinensis L.) essential oils. Food Control. 19 (12): 1130-
1138.

Voigt CA, Schafer W, Salomon S (2005) A secreted lipase of Fusarium graminearum is a
virulence factor required for infection of cereals. Plant J. 42 (3): 364-375.

Wang H, Xiao M, Kong F és mtsai. (2011) Accurate and practical identification of 20
Fusarium species by seven-locus sequence analysis and reverse line blot hybridization,
and an in vitro antifungal susceptibility study. J Clin Microbiol. 49 (5): 1890-1898.

Westphal A, Abney TS, Xing LJ, Shaner GE (2008) Sudden death syndrome of soybean.
The Plant Health Instructor. DOI:10.1094/PHI-1-2008-0102-01.

Wollenweber HW, Reinking OA (1935) Die Fusarien, ihre Beschreibung, Schadwirkung
und Bek&mpfung. Paul Parey, Berlin.

Xing Y, Li X, Xu Q, Yun J, Lu Y (2010) Antifungal activities of cinnamon oil against
Rhizopus nigricans, Aspergillus flavus and Penicillium expansum in vitro and in vivo
fruit test. Int J Food Sci Technol. 45 (9): 1837-1842.

Zhang N, O'Donnell K, Sutton DA és mtsai. (2006) Members of the Fusarium solani
species complex that cause infections in both humans and plants are common in the
environment. J Clin Microbiol. 44 (6): 2186-2190.

91



10. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekeldtt kdszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Vagvolgyi Csabanak, aki
lehetové tette, tamogatta és segitette MSc szakdolgozoi és PhD munkdamat a Szegedi
Tudomanyegyetem, TTIK, Mikrobiol6giai Tanszékén.

Koszonettel tartozom témavezetéimnek, Dr. Galgoczi Laszlonak és Dr. Kredics
Laszlonak, akik az elmdlt évek soran irdnyitottadk, figyelemmel Kkisérték és hasznos
tandcsokkal segitették munkdmat. Kdszondm belém fektetett bizalmukat, tlrelmuket és
béatoritasukat.

Koszondm a 312. labor valamennyi munkatarsanak szakmai segitségilket és
baratsdgukat. Kulon szeretném megkoszénni Dr. Baranyi Nikolettnek, Dr. Kovécs Lauranak,
Dr. Krizsan Krisztinanak, T6th Liliananak, Vidacs Anitanak és Dr. Viragh Méaténak, hogy az
elmult évek sordn nemcsak a kisérletes munkak soran nyujtottak segitséget, hanem mindig
tirelemmel és baratsaggal fordultak hozzam, batoritottak, és ezzel nagyban hozzajarultak a
dolgozatom elkésziiléséhez.

Kdszonetet szeretnék mondani Dr. Shobana Senthilkumarnak, Dr. Palanisamy
Manikandannak, Dr. Y. Randhir Babu Singhnek, Mythili Arumugamnak, Gomathi
Perumalnak és minden kedves indiai kolléganknak és baratunknak, hogy a dolgozat alapjat
képezd torzseket rendelkezésiinkre bocsatottdk, munkdmat segitették ¢és indiai
tartozkodasomat felejthetetlenné tették.

Kdszonettel tartozom volt szakdolgozdinknak, Dunai Anettnak, Fekete Ildiké Palmanak
és Voros Ddéranak, akik munkajukkal szintén hozzajarultak a dolgozathoz szlikséges kutatasi
eredményekhez.

Kdszondm Dr. Boszérményi Andrednak a gazkromatogréfias vizsgalatokban nyujtott
segitségét és Nagy G. Laszlonak, hogy segitsegével a filogenetikai analizisek mind elméleti
mind gyakorlati alapjait elsajatithattam. Koszonet illeti Nacsa-Farkas Elvirat a torzsek
fenntartasaban nyujtott munkajaert.

Emellett koszonetemet fejezem ki a tanszek valamennyi volt és jelenlegi munkatarsanak
és mindazoknak, akik barmilyen médon segitették a dolgozat elkésziiltét.

Szeretném megkOszonni barataimnak, elsésorban Fiser Gabriellanak, Marsalek
Csillanak, Sordje Timeanak és Lovas Sandornak tirelmiket és lelki tamogatasukat.

Végiil, de nem utolsésorban kiilon koszonet illeti sziileimet és ndvéremet, illetve

csaladom valamennyi tagjat, akik szeretetiikkel és tamogatasukkal segitették tanulmanyaimat.

92



A disszertaci6 a "Uj utak a természetes anyag alapi gyogyszerkutatasban:
rendszermetabolomikai megkozelitések ndvényi és mikrobiélis eredet( bioaktiv terpenoidok
felkutatasara" (GINOP-2.2.1-15-2016-00012) és a "Mikrobidlis génbankoz kapcsol6dd
integralt éelettudomanyi és hatdanyag kutatas-fejlesztési centrum™ (GINOP-2.3.3-15-2016-
00006) cimG  projektek  tdmogatasaval — készilt  (Széchenyi 2020  Program).

93



11. MELLEKLETEK

1. melléklet: A kiserletek soran felhasznalt Fusarium izolatumok listaja.

KLINIKAI IZOLATUMOK, 2010-2011

Torzsgyiijteményi Laboratériumi Forras/ Torzsgyilijteményi Laborat6riumi Forréas/
azonosité? azonosito I1zolalas helye azonosito? azonosito I1zolalas helye
SZMC 11474 587/10 Keratomikdzis / India SZMC 11494 69/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11475 608/10 Keratomikézis / India SZMC 11495 83/11 Keratomikézis / India
SZMC 11527 668/10 Keratomikdzis / India SZMC 11496 84/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11528 691/10 Keratomikézis / India SZMC 11522 87/11 Keratomikézis / India
SZMC 11477 721/10 Keratomikdzis / India SZMC 11497 90/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11478 733/10 Keratomikézis / India SZMC 11498 107/11 Keratomikézis / India
SZMC 11479 748/10 Keratomikdzis / India SZMC 11499 117/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11480 755/10 Keratomikézis / India SZMC 11500 135/11 Keratomikézis / India
SZMC 11516 768/10 Keratomikoézis / India SZMC 11538 171/11 Keratomikézis / India
SZMC 11481 780/10 Keratomikoézis / India SZMC 11501 173/11 Keratomikézis / India
SZMC 11529 822/10 Keratomikoézis / India SZMC 11502 199/11 Keratomikézis / India
SZMC 11483 824/10 Keratomikoézis / India SZMC 11523 296/11 Keratomikézis / India
SZMC 11484 1024/10 Keratomikézis / India SZMC 11539 368/11 Keratomikézis / India
SZMC 11517 1036/10 Keratomikoézis / India SZMC 11540 375/11 Keratomikézis / India
SZMC 11530 1040/10 Keratomikézis / India SZMC 11503 378/11 Keratomikézis / India
SZMC 11485 1066/10 Keratomikoézis / India SZMC 11504 394/11 Keratomikézis / India
SZMC 11518 1096/10 Keratomikézis / India SZMC 11505 395/11 Keratomikézis / India
SZMC 11531 1105/10 Keratomikézis / India SZMC 11541 405/11 Keratomikézis / India
SZMC 11486 1129/10 Keratomikozis / India SZMC 11506 437/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11532 1145/10 Keratomikézis / India SZMC 11542 450/11 Keratomikézis / India
SZMC 11533 1167/10 Keratomikozis / India SZMC 11524 451/11 Keratomikédzis / India
SZMC 11534 1188/10 Keratomikézis / India SZMC 11543 462/11 Keratomikézis / India
SZMC 11535 1202/10 Keratomikoézis / India SZMC 11508 463/11 Keratomikézis / India
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1. melléklet Klinikai izolatumok, 2010-2011 (folytatas)

Torzsgyiijteményi Laboratériumi Forras/ Torzsgyiijteményi Laborat6riumi Forras/
azonosité? azonosito I1zolalas helye azonosito? azonosito I1zolalas helye
SZMC 11487 1264/10 Keratomikézis / India SZMC 11509 464/11 Keratomikézis / India
SZMC 11488 1267/10 Keratomikézis / India SZMC 11547 482/11 Keratomikézis / India
SZMC 11489 1296/10 Keratomikézis / India SZMC 11548 487/11 Keratomikézis / India
SZMC 11519 1320/10 Keratomikézis / India SZMC 11511 508/11 Keratomikézis / India
SZMC 11520 1345/10 Keratomikézis / India SZMC 11512 528/11 Keratomikézis / India
SZMC 11536 1373/10 Keratomikdzis / India SZMC 11544 574/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11490 1379/10 Keratomikézis / India SZMC 11513 589/11 Keratomikézis / India
SZMC 11537 1395/10 Keratomikézis / India SZMC 11545 598/11 Keratomikézis / India
SZMC 11521 1449/10 Keratomikézis / India SZMC 11546 609/11 Keratomikézis / India
SZMC 11491 1452/10 Keratomikdzis / India SZMC 11514 615/11 Keratomikdzis / India
SZMC 11492 20/11 Keratomikézis / India SZMC 11525 981/11 Keratomikézis / India
SZMC 11493 49/11 Keratomikdzis / India SZMC 11515 1079/11 Keratomikdzis / India
KLINIKAI FSSCP 1zoLATUMOK, 2012
SZMC 21310 1217/12 Keratomikoézis / India SZMC 21319 1176/12 Keratomikdzis / India
SZMC 21311 1174/12 Keratomikoézis / India SZMC 21320 1206/12 Keratomikézis / India
SZMC 21312 1157/12 Keratomikoézis / India SZMC 21321 1140/12 Keratomikdzis / India
SZMC 21313 1218/12 Keratomikoézis / India SZMC 21323 1141/12 Keratomikézis / India
SZMC 21314 1168/12 Keratomikoézis / India SZMC 21324 1146/12 Keratomikdzis / India
SZMC 21315 1132/12 Keratomikoézis / India SZMC 21325 1209/12 Keratomikézis / India
SZMC 21316 1156/12 Keratomikozis / India SZMC 21326 1257/12 Keratomikdzis / India
SZMC 21317 1253/12 Keratomikézis / India SZMC 21327 1272/12 Keratomikézis / India
SZMC 21318 1223/12 Keratomikozis / India SZMC 21328 1335/12 Keratomikédzis / India
ALTALUNK IZOLALT KORNYEZETI FSSC " 1ZOLATUMOK, 2012
SZMC 21329 SF1 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21340 SF14 Talaj / Coimbatore, India
SZMC 21330 SF2 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21341 SF15 Talaj / Coimbatore, India




1. melléklet Altalunk izolalt kornyezeti FSSC ® izolatumok (folytatés)

Torzsgyiijteményi Laboratériumi Forras/ Torzsgyiijteményi Laborat6riumi Forras/
azonosité? azonosito I1zolalas helye azonosito? azonosito I1zolalas helye
SZMC 21331 SF5 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21342 SF16 Talaj / Coimbatore, India
SZMC 21332 SF6 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21343 SF17 Talaj / Coimbatore, India
SZMC 21333 SF7 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21344 SF18 Talaj / Coimbatore, India
SZMC 21334 SF8 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21345 SF19 Talaj / mez6gazdasagi teriilet, India
SZMC 21335 SF9 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21346 SF20 Talaj / mezégazdasagi teriilet, India
SZMC 21336 SF10 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21348 SF22 Talaj / mez6gazdasagi teriilet, India
SZMC 21337 SF11 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21350 PF16 Sorghum sp. / India
SZMC 21338 SF12 Talaj / Coimbatore, India SZMC 21351 PF17 Solanum lycopersicum / India
SZMC 21339 SF13 Talaj / Coimbatore, India
EGYEB KORNYEZETI MINTABOL SZARMAZO FSSC” 1ZOLATUMOK
CBS 115659 PF1 Solanum tuberosum / Németorszag CBS 266.50 PF13 Pisum sativum / -
CBS 115660 PF2 Solanum tuberosum / Egyiptom CBS 310.75 PF14 Pisum sativum / -
CBS 117481 PF3 Liriodendron tulipifera / USA MTCC 350 - Citrus spp. / India
CBS 181.29 PF4 Solanum tuberosum / Németorszag MTCC 2671 - Malus spp. levél / India
CBS 119223 PF5 Daucus carota / Spanyolorszag MTCC 2935 - Ipomoea batatas / India
CBS 124665 PF6 Juglans nigra / USA MTCC 3269 - Ismeretlen ndévény / India
CBS 124666 PF7 Juglans nigra / USA MTCC 3797 - Ismeretlen névény / India
CBS 119996 PF8 Daucus carota / Hollandia MTCC 9396 - Ismeretlen ndvény / India
CBS 835.85 PF9 Phaseolus vulgaris / Németorszag MTCC 9622 - Ismeretlen névény / India
CBS 265.50 PF10 Phaseolus spp. / USA MTCC 9667 - Ismeretlen ndévény / India
CBS 190.35 PF11 Phaseolus spp. / USA MTCC 9671 - Capsicum annuum / India
CBS 309.75 PF12 Pisum sativum / -



1. melléklet Egyéb kornyezeti mintabol szarmazé FSSC® izolatumok (folytatés)

EGYEB IZOLATUMOK

Torzsgydjte menyl Forras Fajkomplexum®/Faj Torzsgydjte menylt Forréas Fajkomplexum‘/Faj
azonosito azonositd
SZMC 11049 - FSAMSC, F. boothii SZMC 11038 - FSAMSC, F. pseudograminearum
SZMC 11051 - FSAMSC, F. boothii SZMC 11048 - FSAMSC, F. cerealis
SZMC 11056 - FSAMSC, F. graminearum NRRL 29365 USA FSAMSC, F. culmorum
SZMC 11044 - FTSC, F. avenaceum NRRL 29388 USA FSAMSC, F. culmorum
SZMC 11055 - FSAMSC, F. asiaticum SZMC 11042 - FCOSC, F. polyphialidicum

4CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag; MTCC: The Microbial Type
Culture Collection and Gene Bank, Chandigarh, India; NRRL: Northern Regional Research Laboratory, Agricultural Research Service Culture Collection (ARSCC),
National Center for Agricultural Utilization Research (NCAUR), Peoria, USA

PFSSC: F. solani fajkomplexum.

°FCOSC, F. concolor fajkomplexum; FSAMSC: F. sambucinum fajkomplexum (azonos a F. graminearum fajkomplexummal); FTSC, F. tricinctum fajkomplexum.
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2. melléklet: A dolgozatban szereplé illéolajok GC-MS kromatogramjai. a, borékaolaj; b, citromolaj;

fahéjolaj; e, kakukkfiiolaj; f, kiszo6 fajdbogyoolaj; g, majorannaolaj; h, muskotalyzsalyaolaj; i, teafaolaj.
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2. melléklet (folytatés)
C,

A detektorjel
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2. melléklet (folytatés)
d, e,
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2. melléklet (folytatés)
f,

A detektorjel
intenzitasa

11.650 Retencios idd Komponens
3500000 L.
7,006 c-cimen
7,645 \.f_-terpine'n
3000000 11,650 timol
T7.008
2500000
2000000
1500000
1000000
500000 IT.BI45
5467118452 13434
S | O
200 400 800 500 1000 1200 14.00 1600 1800 2000 2200 24.00
1dé

g,

A detektorjel

intenzitasa
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2. melléklet (folytatés)
h, I,

A detektorjel
intenzitisa A detektorjel

L intenzitasa
1200000 10,9589 Retencids idd Komponens
3,466 linaleol 1 10.921 Retencids idd Komponens
1100000 10,989 linalil acetat o
5,72 a-pinén
1000000 Fono0004 7,66 p-cimaol
7,85 1,8 cineol
10,92 terpinén-4-ol

800000 b A

G000000 FE82 11,18 a-terpineol

12,31 nem-terpén dsszetevd

800000 15,50 allo-aromadendrén
700000 5000000
B00000

4000000
S00000
400000 3000000
300000 2000000 7|47
200000 8446
100000 1000000

1 17eieaz
13.448 i L 15,504
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3. melléklet: Klinikai és kornyezeti Fusarium solani fajkompexumhoz tartozd izoldtumok extracellularis enzimaktivitasat jellemzé

enzimaktivitasi index értékek.

“E N N o & & N ‘“E N N 3 - & N “E N N o - & N

E T § 5§ £ £ 8 &£ E S § £ £ £ 8§ &£ E T § £ £ 5 8 &

S zZ & £ % 8 &5 B © = & £ 3 s £ Z < z & £ § 8 5 E

8 S w 8 ¢ ¢ & 8 S w 8 ¢ ¢ & 8 S w 3 ¢ 9 &

LL LL LL
Klinikai izolatumok(n=23) Novényekrél szirmazé izolatumok (n=25) Talajbol szarmazo izoldtumok (n=19)

SZMC 11474 10 00 16 11 24 11 12 CBS115659 10 0,0 12 10 12 27 11 SZMC 21329 14 10 14 10 31 13 11

sZmMC 11528 15 00 12 10 23 11 13 CBS115660 11 0,0 17 10 12 29 1.2 SZMC 21330 12 00 12 10 15 13 11

sZzmMmCc 11518 1,7 10 12 10 26 12 10 CBS117481 10 0,0 15 00 10 27 11 SZMC 21331 14 00 12 09 25 14 1.2

sZMmCc 11525 13 00 11 09 29 11 10 CBS 181.29 10 00 12 24 18 22 12 SZMC 21332 10 00 12 09 17 12 11

sZMCc 11515 14 00 10 09 23 12 11 CBS119223 10 00 14 12 12 26 10 SZMC 21333 15 00 13 10 18 13 11

sZmMmCc 21315 10 00 14 10 35 14 11 CBS124665 10 0,0 14 10 20 24 11 SZMC 21334 10 00 11 10 16 13 11

szmCc?21321 15 13 11 10 20 14 11 CBS124666 10 00 16 00 14 23 12 SZMC2133 12 00 16 00 18 13 11

sZmMC?21323 11 00 19 00 21 13 11 CBS11999% 10 0,0 14 00 14 21 11 SZMC 21336 10 00 16 00 16 12 11

sZmMCc?21324 17 11 10 10 21 13 11 CBS 835.85 21 00 15 00 17 15 21 SZMC 21337 10 00 14 10 23 13 11

sZzmMmCc?21316 13 00 11 10 21 13 10 CBS 265.50 1,1 00 18 00 18 37 11 SZMC 21338 10 00 13 10 19 12 11

sZzmMmCc?21312 10 17 11 10 21 14 11 CBS 190.35 13 10 11 05 24 24 10 SZMC 21339 11 22 13 10 17 12 10

sZmMCc?21314 10 00 11 10 18 14 11 CBS 309.75 10 00 11 05 11 17 13 SZMC 21340 10 00 14 00 20 13 11

szmMmCc?21311 10 08 11 10 19 13 11 CBS 266.50 10 00 11 14 22 23 17 SZMC 21341 12 00 12 00 19 12 10

sZzmMCc?21319 10 00 11 10 20 12 11 CBS 310.75 14 00 11 17 10 32 11 SZMC 21342 11 00 15 10 17 12 11

sZzmMmCc?21320 10 07 11 05 16 11 11 SzZMC21350 14 00 13 09 20 13 13 SZMC 21343 7 11 13 09 21 13 10

sZmMCc?21325 11 00 11 09 22 13 11 SzZzMC?213k1 16 09 13 09 21 11 11 SZMC 21344 10 00 11 00 15 13 13

sZzmMmCc?21310 11 00 10 10 18 12 11 MTCC 350 19 00 1,3 00 na® 12 1.1 SZMC 21345 14 09 11 10 19 14 11

sZzmMmCc 21313 10 00 12 10 24 13 12 MTCC2671 11 0,0 14 00 16 26 11 SZMC 21346 11 00 12 10 17 13 11

szmMmCc?21318 10 18 11 10 21 12 11 MTCC?2935 10 0,0 1,4 00 na® 1,3 1,0 SZMC 21348 12 00 12 00 17 14 11
szmMmCc?21317 14 00 14 00 21 12 11 MTCC3269 11 10 1,0 00 na® 1,3 10
sZzmMmCc?21326 10 11 12 09 30 12 10 MTCC3797 10 0,6 13 00 15 12 10
szmMmCc?21327 11 10 11 10 18 12 11 MTCC939% 17 10 11 00 20 11 1,0
sZmMC?21328 15 04 13 09 20 14 11 MTCC9%22 13 0,0 12 00 23 14 11
MTCC9%67 13 00 11 08 19 14 13
MTCC9%71 14 00 13 00 19 12 172

Atlag 12 05 12 09 21 12 11 12 0.2 13 05 17 21 1.2 12 03 13 07 19 13 11

Széras 02 06 02 03 04 01 01 03 04 02 07 04 04 02 02 06 02 05 04 01 01

4CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; SZMC, Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag; MTCC, The Microbial Type Culture

Collection and Gene Bank, Chandigarh, India. "n.a., nincs adat.
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