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I. ABSZTRAKT

A mikotoxin termeld gombdk komoly veszélyt jelentenek az emberekre, az allatokra és a
novényekre egyarant, valamint stlyos globalis problémakat okoznak a mezdgazdasagban, az
¢lelmiszeriparban ¢€s az egészségiigyben is. Az Aspergillus nemzetség tobb mint 340
hivatalosan elfogadott fonalas gombafajt foglal magaban, amelyek a F6ldon a leggyakoribb és
legelterjedtebb gombak kozé tartoznak. A vizsgalataink kdzéppontjaban két faj, az Aspergillus
flavus és az Aspergillus parasiticus allt. Mindkét csoport jelentds szerepet jatszik az egyik
legveszélyesebb mikotoxin, a karcinogén aflatoxin termelésében. A klimavaltozas
kovetkeztében Europa tobb orszagaban megjelentek aflatoxinogén Aspergillus fajok, tobbek
kozott Magyarorszagon is, emiatt kiilondsen fontos a fertézések detektalasa és a miel6bbi
valaszlépés. Az infekcid elleni védelem és kezelés sordn fontos megallapitani milyen doézisban
alkalmazzunk egy adott fungicid vegyiiletet, minimalisra csokkentve a rezisztencia vagy a
sulyos mellékhatasok kialakuldsat. A megfeleldé gombaellenes szer alkalmazasi mennyiség
megtalalasaval a végsd cél a toxintermelés gatldsa, ezen keresztill a komplett toxinszint
csOkkentése. Ennek okan a célom kettd a gyakorlatban is alkalmazott minimalis gétld
koncentraci6 meghatdrozdsara alkalmazott modszer 6sszehasonlitd vizsgalata (agar higitadsos
¢s CLSI mikrodiluciés technika) volt, két olyan gombaellenes szer esetében, amelyek koziil az
egyik a mezdgazdasagi (metkonazol), a mésik a klinikai (vorikonazol) gyakorlatban kertil
alkalmazasra. A két protokoll Osszehasonlitasabol eredd eldnyok ¢és hatranyok
figyelembevételével a késdbbiekben egy egységes, jol reprezentdlhatdo hibrid eljaras
kidolgozasat tervezziik, amely beépithetd a kutatasi, valamint a mezdgazdasagi gyakorlatba is.
Egy szabvanyositott modszer kidolgozasa érdekében bevonasra keriilnének a késdbbiekben

tovabbi Aspergillus fajok is.

A CLSI mikrodiltciés technika egy alacsonyabb koncentracid értékeket mutatd eljaras,
konnyen reprodukalhaté eredményekkel, azonban a keverék heterogenitdsa miatt a miiszer
gyakran detektal kiugro értékeket, ha egy denzebb micéliumhalozatot ér a fénynyaléb. Az agar
higitasos modszer egy durvabb technika, amelyben nagyobb eséllyel torténik emberi hiba,
azonban 0sszességében egységesebb gatld koncentracid értékeket mutatott. Ez utobbit egy nem
szakképzett személy is viszonylag egyszerlien végre tudja hajtani, valamint lathatoak az

antimikotikumokra adott morfoldgiai valtozasok is.



II. BEVEZETES

I1.1. Miért fontos a mikotoxin termeld gombakkal foglalkozni?

A mikotoxinok az alacsony molekulatomegii toxikus masodlagos metabolitok viszonylag nagy
¢s kémiailag valtozatos csoportjat alkotjak. Jellemzden az Aspergillus, Penicillium, Alternaria
és Fusarium nemzetségbe tartozd fonalas gombak feleldsek a termelésiikért. Az 1960-as
években kezdddott a mikotoxinok irdnti érdeklddés, amely mara vildgszintli kutatasokka notte
ki magat. A mikotoxinok szamos szervre és szervrendszerre karos hatassal lehetnek, példaul a
majra, a vesére, az immunrendszerre, a szaporodasi €s fejlodési rendszerre egyarant, emellett
genotoxikus ¢és karcinogén tulajdonsagaikkal rakos megbetegedéshez is vezethetnek. A
szervezetben torténd egészségkarositd hatdsaik sokszor az egyén allapotatdl fliggenek, példaul
az immunszupresszalt, kemoterapia vagy antibakterialis kezelés alatt 4116 személyek esetében

nagyobb a kockazata a toxikus hatdsnak (Ulger és mtsai. 2020).

Globalis mezOdgazdasagi, agraripari és egészségiigyi kockazatokat is jelentenek, ugyanis a
mikotoxinok olyan élelmiszer szennyezdk, amelyek akkor fordulnak eld, ha a toxikus gombéak
kolonizaljak a termést. Sajndlatos modon a kukorica, amely vilagszerte egyike a {6
¢lelmiszeripari ndvényeknek, nagyon érzékeny a mikotoxin szennyezddésre (Wu 2022). A
gabonafélek €s a kiillonbozo tipusu diofélék, valamint az azokbol késziilt termékek jelentik a f6
expozicios forrasokat. A kukorica, a foldimogyord, a rizs, a cirok és a buza mindegyike tobb
mint 10%-kal jarul hozza az aflatoxinoknak valo globalis kitettséghez (Eskola és mtsai. 2019).
Az Egyesiilt Allamokban az Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag 20 pg/kg-ban hatarozta
meg az emberi €lelmiszerekben megengedhetd aflatoxin mennyiséget. Bar ez az intézkedési
szint biztositja az ¢élelmiszerbiztonsagot a fogyasztok szdmara, gazdasagi veszteséget is jelent
a termeldknek, ha a kukoricdjuk tullépi ezt a hatarértéket. Ezutan vagy drengedménnyel adjak
el allati takarmanyként, vagy teljes veszteséget produkalva, élelmiszerhulladékként kidobjak.
A kidobott élelmiszer mennyisége problémat jelentett az olyan években, mint példaul 2012,
amikor a forrd €s széraz nyarak megndvelték az aflatoxin kockéazatat a kukoricadvezetben,
valamint fontos megemliteni, hogy a klimavaltozas miatt varhatéan néni fog az ilyen nyarak
gyakorisaga (Wu 2022). Magyarorszagon (¢s az Eurdpai Unidban) a megengedett maximalis
mennyiségek az EU-s élelmiszerbiztonsagi eldirdsokban talalhatoak meg. A felsé hatarérték
(ng/kg) az aflatoxin és az €lelmiszer tipusatol fiiggden valtozo, példaul a ,,a végsd fogyasztok
szamara vagy élelmiszer-0sszetevoként vald felhasznélds céljara torténd forgalomba hozatal

el6tt valogatasnak vagy mas fizikai kezelésnek alavetendd kukorica és rizs” aflatoxin B1 felsd



hatarértéke 5 pg/kg. Az aflatoxin esetében kiemelendd, hogy nem csak a human élelmiszer, de
az allati takarmanyok esetében is van meghatarozott felsé hatarérték (European Union, 2023).
Mar 1éteznek kiilonb6zé megel6z6 €s kezeld eljarasok a gombafert6zések mérséklésére,
azonban elengedhetetlen a potencidlisan j mechanizmusok azonositasa a gabonékat fogyaszto
emberek ¢és héziasitott allatok biztonsaganak megdrzéséhez. Stulyosabb fertdzések esetén nem
feltétlen elegenddek a meglévo kezelési eljarasok, a gombafert6zés csokkentése nem mindig
elégséges ahhoz, hogy a mikotoxin mennyiség a szabalyozasi hatarértékek ala essen. Emiatt
fontos, hogy a 21. szdzadban a toxinszennyezés kezelésének eredményeit kritikus szemmel
kisérjék, és olyan célokat kell meghatarozni, amelyek a mikotoxin szennyezés jelentds

csokkenéséhez vezethetnek a jovoben (Leslie és mtsai. 2021).

Magyarorszagon is az egyik f0 gazdasagi haszonndvény a kukorica, amely, mint mar emlitve
lett viszonylag érzékeny a mikotoxin szennyezésre. 2012 ¢és 2017 kozott zajlott
Magyarorszagon Osszesen 17 011 kukoricaminta mikotoxin tartalmanak a vizsgélta. Az
eredmények egyértelmiien azt mutattak, hogy az orszag déli teriiletein az atlagosnal magasabb
volt a toxinszennyezettség, az aflatoxin jelenléte rendszeressé valt, valamint a fumonizinek
megjelenése is egyre gyakoribb lett. A hatéves nemzeti adatalloméany egyértelmiien azt mutatta,
hogy az 6sszes f0bb mikotoxin megtalalhat6 a kukoricaban. Az orszag déli, a roméan, a szerb és
a horvat hatar menti megyéi szignifikansan magasabb toxinszennyezettséget mutattak, mint az
észak-magyarorszagi megyék. Az adatok alatdmasztottak, hogy az aflatoxin termelése mar a
szantofoldon is elkezdddhet, tovabba az eléforduldsa a klimavaltozas hatdsara egyre

hangsulyosabb lesz (Mesterhazy és mtsai. 2022).

1. abra: A kukorica aflatoxin szennyezettségének kockazati térképei betakaritaskor 3 kiilonbozo
éghajlati forgatokonyv esetén, jelenlegi (a), +2 °C (b) és +5 °C (c). A 0-200-as skala az aflatoxin
kockazati indexre (AFI) utal (Battilani és mtsai. 2016)



Az iddjarés és a mikotoxinogén gombak fert6zo képessége kozott szoros sszefliggés figyelhetd
meg. Az aflatoxin az Aspergillus nemzetség egyes fajainak rendkiviil veszélyes, karcinogén
hatassal rendelkezé masodlagos anyagcsereterméke. Jelenléte két kiilonallo fazisra oszthato, az
els6 fazisban a fejlodo termés fertdzése, a masodik fazisban pedig az érés utani szennyezettség
novekedése zajlik. A fertdzés elsd fazisaban a fejlddo termés mechanikai sériilést szenvedhet
kiilonboz6 allatok, emldsok, madarak vagy rovarok altal, emellett az id6jards miatti, példaul
jégeso vagy a forrd, szaraz korliilmények okozta sériilések is jelentds fertézésekhez vezethetnek.
A szennyezddés masodik fazisa a termés érésétdl a fogyasztasig barmikor bekovetkezhet.
Ebben a fazisban a toxin mennyisége mind az elsd fazisban fertdzott, mind az érés utan fertdzott
komponensekben megnd. Ez akkor kovetkezik be, amikor a kifejlett termést meleg, nedves,
azaz a gombdk szdmara idedlis koriilményeknek teszik ki akar a szant6foldon, akér a széllitas
¢s tarolds, illetve a felhasznalas sordn (példaul az etetdtelep padlojan). A védekezés egyik
moddja a gombak szdmara legkevésbé idedlis koriilmények kozotti érlelés, betakaritas és tarolas.
Tehat az éghajlat €s az iddjarasi viszonyok fontos befolyasolo tényezdk a gombak ndvekedése
¢s toxin termelése szempontjabodl, emellett azt is befolyasoljak, hogy az emldsok, madarak és
rovarok milyen mértékben sértik meg a termést. A rovarok esetében az évszakok kozotti
tulélést, a régiok kozotti szétszorddast €s a populacié ndvekedésének ilitemét is befolyasolja,
ezzel kozvetetten a novények fert6zését is, ugyanis bizonyos rovarok lehetnek a gombak

terjedésének vektor szervezetei (Cotty és Jaime-Garcia 2007).
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2. ébra: A tarolt gabona romlasanak biologiai vagy biokémiai okai a fobb bioldgiai romlasi tényezok fizikai-

kémiai allapothatarai szerint (Fleurat-Lessard 2017)



I1.2. A mikotoxinokrdl altalanosan

A ,,mikotoxin” sz6 a ,,myco” és a ,,toxin” szavakbol szarmazik, amelyek a gorog ,,mykes” és
»toxikon” szavakbol erednek, jelentése olyan ,,penész”, illetve ,méreg”, amelyet egy €l
szervezet termel. A gombdak, ha van megfelel6 homérséklet, paratartalom, elegendd tdpanyag,
valamint, ha a gombatomeg stirtisége is kedvezd, akkor mikotoxinokat termelnek. Bar minden
mikotoxin gombas eredetii, a gombak altal termelt 6sszes mérgezd vegyliletet nem nevezziik
mikotoxinnak (Ulger és mtsai. 2020). A mikotoxinok nem nélkiilozhetetlenek a gombak
normalis novekedéséhez és szaporodasahoz, de képesek szamos fajban biokémiai, fiziologiai
¢és koros elvaltozasokat okozni. Bioszintézisiik meghatarozott mikroklimatikus koriilmények
kozott megy végbe, elsdsorban a szubsztrat nedvességtartalmatol, vizaktivitasatol, a levegd
relativ paratartalmatol, hémérsékletétol, pH-értéktdl, a taplalékmatrix Osszetételétdl, fizikai
karosodasanak mértékétdl és a penészgombik jelenlététdl fliggden. A lathatd penészgombak
hidnya az élelmiszerekben ¢és takarmanyokban nem feltétleniil jelenti azt, hogy az élelmiszer
vagy takarmany mikotoxin mentes. Az emberi szervezetbe valo bejutasanak legaltalanosabb
modja a szennyezett novényi eredetli termékek kdzvetlen fogyasztasa, de ezek a vegyiiletek
kozvetett modon is bejuthatnak a szervezetbe az allati eredetii taplalék fogyasztasdbol adoddan.
Rendkiviil stabil vegyiiletek, ellendllnak a kiilonféle ¢élelmiszer- és takarmanygyartasi,
feldolgozasi és tarolasi kornyezeteknek, tehat ha egyszer megtermelddtek, akkor szinte
lehetetlen az eltavolitasuk. Annak ellenére, hogy tobb szaz mikotoxinként osztalyozott
vegyiiletet izolaltak és kémiailag jellemeztek, koziiliik csak nagyjabol 50-et vizsgéltak meg
részletesen. Kémiai Osszetétel €s toxicitds szempontjabdl is rendkiviil heterogének. Kémiai
szerkezetiik, biokémiai szintézisiik Uitjai, eredetiik, valamint az emberekre €s allatokra gyakorolt
biologiai hatasuk kiilonbségei gyakorlatilag lehetetlenné teszik egyedi rendszerezésiiket. A
legjelentésebb mikotoxin képviseldk az aflatoxin B1, ochratoxin A, deoxinivalenol, HT-2 és T-
2 toxinok, zearalenon, fumonizin B1, citrinin, patulin és ergotamin. A nemzetség alapu
osztalyozas viszonylag gyakori, fobb mikotoxintermeld gombanemzetségek a Fusarium, az
Aspergillus €és a Penicillium, de a Cladosporium, a Claviceps, az Alternaria ¢€és a
Helminthosporium is ide tartozhatnak. Toxicitdsuk alapjan is létezik csoportositas, ahol a {6
szempont a milligrammos mennyiség a testtomeg kilogrammhoz képest. Az elsé csoportba
tartoznak a sulyosan mérgez0 mikotoxinok, mint példaul a cikloklorotin és a rubratoxin B,
amelyek haldlosak még akkor is, ha 1 mg/ttkg-nal kisebb mennyiségben vannak jelen. A
masodik csoport erésen mérgezd mikotoxinokbdl, példaul aflatoxin B1-bdl, trichotecénekbdl

¢s citreoviridinbdl 4all, amelyek haldlosak, ha 1 és 10 mg/ttkg kozotti mennyiségben vannak



jelen. A harmadik csoportba tartozik minden egyéb toxikus metabolit, amely halalos, ha 10
mg/ttkg-nal nagyobb mennyiségben van jelen. A legkarosabb fajok a xerofil osztalyba
tartozoak, ilyenek az Aspergillus €és a Penicillium nemzetség egyes fajai (Fleurat-Lessard 2017).
A mikotoxin-termeld penészgombak altalaban ndévényi és allati eredetli szubsztratumokon
nének, és leginkdbb olyan régiokban fordulnak eld, amelyeket allandéan magas relativ
paratartalom és mérsékelt vagy magas homérséklet jellemez. A gabonafélék mikrofloraja
harom csoportra oszthatd: elsé a természetes élohelyeken €16 penészgombak, azaz azok,
amelyek a betakaritas elott mar a szant6foldon 1€vé gabonaszemeken nének. Ezek a formak
elsdsorban az Alternaria, Fusarium, Rhizopus és Cladosporium nemzetségekhez tartoznak.
Masodik a tarolt gabonaféléken novo penészgombak, amelyek tobbnyire a betakaritas utani
tarolas sordn taldlhatok a szemeken. Ez utobbi foként a Penicillium, az Aspergillus és a Mucor
nemzetségekhez tartozik. Harmadik csoport a fejlett romlast okozo penészgombék, amelyek
mas mikroorganizmusok altal mar karositott névényeken jelennek meg. Ez a csoport elsdsorban
a Fusarium és Chaetomium nemzetségekhez tartozd formékat foglalja magéaban (Pleadin és

mtsai. 2019).
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3. abra: Bal oldalon a szant6foldi penészek, jobb oldalon a raktari penészek (sajat abra)
I1.3. Aspergillus nemzetség

A fonalasgombdk koz¢ tartozd Aspergillus-ok az Eurotilaes rendbe tartozd tomlésgombak.
Az Aspergillus nemzetség az egyik legelterjedtebb gombacsoport a F61don, koriilbeliil 300-350
fajbol all, nagyon valtozatos ¢életmoddal. A legtobb faj ivartalan szaporitdanyagot

(konidiumokat) termel a konidium fejeken. Mindenhol jelen vannak a kdrnyezetiinkben, igy a



vele valé talalkozas elkeriilhetetlen. Altalaban a talajban és a bomlé ndvényi anyagokban
talalhatoak meg, és szdmos proteolitikus enzimet valasztanak ki a taplalékforrasok lebontésara.
A csapadék, a paratartalom és a homérséklet regionalis kiilonbségei vélhetden szerepet
jatszanak az Aspergillus nemzetség kornyezeti gyakorisagdban ¢és faji eloszldsaban. A
fertdzések tobbségét az A. fumigatus csoportja okozza, amelyet az A. flavus, az A. niger €s az
A. terreus kovet. Tovabbi fajok is eléfordulhatnak, kiilondsen a legyengiilt immunrendszertii
betegeknél. A klinikai gyakorlatban nem azonositjak rutinszeriien az izolatumokat faji szintig,
amely megnehezitheti a pontos kezelést. Az aszpergillozis a leggyakoribb gombas fertdzés a
vérképzo Ossejttranszplantacion atesett betegek korében. Az aszpergillozis a betegségek olyan
spektrumara utal, amely a gazdaszervezet kiilonb6z6 tényez6itél, az immunologiai valasztol
fligg. A nem invaziv formak koz¢ tartozik az allergias bronchopulmonalis aszpergilldzis és az
allergids gombas rhinosinusitis, mig az invazivabb betegségek kozé tartozik a kronikus tiido

aszpergillozis €s az invaziv tiido aszpergillozis (Cadena és mtsai. 2021).

11.3.1. Aspergillus flavus

Az A. flavus az emberi megbetegedések széles spektrumanak okozdja, elsésorban Azsiaban, a
Kozel-Keleten és Afrikaban, feltehetden azért, mert a tobbi Aspergillus spp.-hez képest jobban
tud talélni a meleg és szaraz éghajlati koriilmények kozott. Vilagszerte a bronchopulmonalis
aszpergillozis eseteinek koriilbeliil 10%-at az 4. flavus okozza. Kisérleti in vivo vizsgalatok
kimutattak, hogy az A. flavus virulensebb, mint az 4. fumigatus és mas Aspergillus-ok mind a
normal, mind az immunhianyos kisérleti egerek mortalitidsanak eléidézéséhez sziikséges 1d6 €s
kezdeti inokulum tekintetében. A vilag tiz legrettegettebb gombaja koziil az A. flavus azért
kertilt az 6todik helyre, mert az emberi megbetegedések mellett szdmos kulturnévényben a
betakaritas el6tti s utdni megbetegedések, valamint az aflatoxinnal 6sszefliggd toxicitast okoz
emberekben és allatokban egyarant. Novekedési hémérséklete 12 és 48 °C kozott valtozik
(Rudramurthy és mtsai. 2019). Kiilonb6zé biomak (erdd, gyep, vizes él0hely és sivatag)
talajabol izolaltak, azonban azt talaltak, hogy a miivelt talajok nagyobb aranyban tartalmazzak

az A. flavus-t, mint a természetes él6helyek.
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4. abra: A tarolt kukoricaszemeket fert6z6 f6 gombafajok szukcesszios mintazata hosszabb tarolasi id6 alatt

(Fleurat-Lessard 2017)

I1.3.2. Aspergillus parasiticus

Sebdk és munkatarai (2016) munkdja sordn magyarorszagi kukoricatablakrol izolalt térzsek
96%-a az A. flavus, a tobbi 4 %-a pedig az A. parasiticus fajhoz tartozott. Ezek az eredmények
osszhangban vannak egy kordbbi munkaval, amely a 2003—2004-ben Eszak-Olaszorszagban
1zolalt Aspergillus szakasz Flavi torzseit vizsgalta. Az A. parasiticus jelenlétét évtizedek oOta
jelentették tobb orszagban, kiilonosen Amerikaban és Azsiaban. A kozelmaltban Szlovakidban
a buzaban, Horvatorszdgban pedig beltéri levegdében mutattdk ki. Az A. parasiticus
kukoricdban valdé megjelenését illetden azonban ez volt az elsé adat K6zép-Eurdpabol. Az A.
parasiticus torzsek tobb, mint 90%-a aflatoxin termeldként ismert, €s mind a négy
magyarorszagi torzs aflatoxigén hatdstinak bizonyult a kutatdsban, igy e faj el6fordulasa a

kukorica aflatoxin szennyezddésének kockazataval fenyegeti az orszagot.
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5. abra: Az aflatoxin termeld Aspergillus térzsek megoszlasa Magyarorszagon 2013 és 2014 kozott

(Sebdk és munkatarai 2016)

Az A. parasiticus az A. flavus-hoz hasonloan képes aflatoxin B1, B2, G1 és G2 termelésére is,
tehat a tartdos megjelenése sulyos kovetkezményekkel jarhat. Amint a fentebb emlitett
tanulmanybdl is latszik egyelére Magyarorszagon még viszonylag alacsony mértékben van
jelen, azonban a klimavaltozas miatt ez eldrelathatlag véltozni fog. Osszességében Eurdpaban
az A. parasiticus kukoricaban val6 eléforduldsa aranylag ritka volt, ez annak koszénhetd, hogy
magas homérséklet és relativ paratartalom, valamint kiilondsen magas éjszakai hdmérséklet
sziikséges a megjelenéséhez és intenziv fejlédéséhez szabadfoldi koriilmények kozott. Erdemes
kitekintést tenni a szomszédos orszagokra is, Szerbidban az A. parasiticus-t elsOként
kukoricaszemekbdl izolaltak szant6foldi koriilmények kozott a 2012-es tenyészidoszakban. A
2012-es vegetacios idoszakban megfigyelt nagyon magas hdmérséklet és extrém hosszan tartd
szarazsag nagyon alacsony csapadéktényezot (0,27-1,45) ¢és szaraz korlilményeket
eredményezett. Ezt kdvetden az évi kozéphoémérséklet meghaladta a 12 °C-ot, ezért az
Aspergillus fajok szerte Szerbidban megjelentek a szantdéfoldeken, ellentétben a korabbi
évekkel, amikor ezeket a fajokat csak a tarolds sordan azonositottak. Ez volt az elsé el6fordulésa
a szerb éghajlati viszonyok kozott termesztett kukoricabdl, biizdbdl és arpaszembdl nyert A.

parasiticus izolatumoknak (Nikoli¢ és mtsai. 2021).
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I1.4. Antimikrobialis érzékenység

Az elmult években egyre nagyobb érdeklddés mutatkozott a kiillonbozd forrdsokbdl szarmazod
uj antimikrobidlis szerek kutatasa és kifejlesztése irant a mikroba ndvekedése, fertdzés
kialakulasa, valamint a mikrobialis rezisztencia lekiizdése érdekében. Emiatt egyre nagyobb
figyelmet forditanak az antimikrobialis aktivitas detektalasara és értékelésére. Szamos biologiai
vizsgalati modszer 1étezik mar, mint példaul a korong diffuzid, a husleves vagy agar higitas,
ezek jol ismert és altalanosan hasznalt eljarasok. Mas technikdkat, példaul az aramlasi
citometrias és biolumineszcens modszereket nem alkalmazzadk széles korben, mert
meghatarozott berendezéseket €s tovabbi értékelést igényelnek a reprodukélhatosag és
szabvanyositas érdekében. Az antimikrobialis érzékenységi vizsgalatok felhasznalhatoak

gyogyszerkutatasra, epidemioldgiara és a terapias kimenetel elorejelzésére.

Az 1j antibiotikumok felfedezése kiemelten fontos cél. A természetes termékek ma is az 4j
gyogyszermolekuldk egyik f6 forrasat jelentik. Prokaridta baktériumokbol, eukariota
mikroorganizmusokbol, novényekbdl és kiilonféle allati szervezetekbdl szarmaznak. Az eddig
felfedezett antimikrobialis vegyiiletek nagy részét a mikrobidlis és ndvényi termékek teszik ki.
A novények ¢és mas természetes forrasok komplex és szerkezetileg valtozatos vegyiiletek
hatalmas skaldjat biztositjak, ezek dsszehasonlitdsa gyakran nehézkes, mivel a kutatok sokszor
kiilonb6zd, nem szabvanyositott megkozelitéseket alkalmaznak. Kiilonféle laboratoriumi
modszerek hasznalhatok egy kivonat vagy egy tiszta vegyiilet in vitro antimikrobidlis
aktivitdsanak értékelésére vagy sziirésére. Fontos, hogy minél jobban megértsiik egy vegyiilet
antimikrobidlis hatdsat, az eredményeket lehessen kvantifikalni, és beiiltetni az egészségligyi,
mezdgazdasagi és kornyezetvédelmi gyakorlatba is (Balouiri és mtsai. 2016). A mesterséges
vegyiiletek elénye, hogy ismerjilk a pontos 0Osszetételt, €s ebbdl addddan pontosabb
informaciok allnak a rendelkezésre milyen hatdsmechanizmuson keresztiil képesek gatolni az

adott mikroorganizmust.

11.4.1. Azolok

Az azol tipusii gombaellenes szerek élvonalbeli kezelési lehetdséget nyUjtanak az invaziv
gombds fertdzések megeldzésében ¢és kezelésében. Gyakran hosszabb ideig (hetektdl
hoénapokig) alkalmazzak dket, kiilondsen rosszindulati hematoldgiai betegségekben szenvedd
pacienseknél, hosszutdvi alkalmazasa tobbek kozott hepatotoxicitassal €s hormonalis
hatdsokkal is jar. Ezen szerek szajon at torténd adagolasa, valamint az alternativ szerekhez

viszonyitott jo tolerdlhatdsagi profiljuk miatt ez a gyodgyszerosztaly eldnyben részesitett szdmos
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klinikai forgatokonyvben, ahol tartos kezelésre van sziikség. Azonban a gombaellenes szerek
hosszadalmas alkalmazasa aggalyokat vethet fel a koltségekkel, a rezisztencia kialakulasaval
és a kezeléssel Osszefiiggd toxicitdsok kockazataval kapcsolatban (Benitez és mitsai.
2019). Ezen okoknal fogva fontos a fertézés mieldbbi detektdldsa, majd az antimikotikum
megfeleld dozisu alkalmazasa a mellékhatdsok €s a rezisztencia minimalizalasanak érdekében.
Ebbdl fakaddan keresiink egy olyan minimalis gatld koncentracié kimutatdsara alkalmas

modszertant, amely kivitelezhetd a klinikai és mezdgazdasagi gyakorlatban is.

11.4.2. Metkonazol és vorikonazol

A vizsgéalat soran kettdé az azolok csoportjdba tartoz6 antifungalis szer segitségével
hasonlitottuk Ossze a valasztott eljarasokat. A vorikonazol és a metkonazol is az ergoszterin
bioszintézis gatlasan keresztiil fejti ki a hatdsat, az ergoszterin a gombasejtek membranjanak
egyik fontos komponense. Szintézisének gatlasa megzavarja a sejtfal integritasat, ami a gomba
novekedésének és szaporodasanak leallasahoz vezet. A vorikonazol az orvosi kezelés soran
hasznalt szélesspektrumit gombaellenes szer, amelyet az invaziv fertdzések esetén
alkalmaznak. Szamos gombafaj ellen hatékony, beleértve a kiilondsen veszélyes Aspergillus,
Candida, és egyéb penészgombakat, azonban a komoly mellékhatasok miatt mérlegelni kell az
alkalmazasdt. A metkonazolt elsésorban mezOgazdasdgi célokra hasznaljak, foként
novényvédd szerként alkalmazzak, kiilonb6zd gombdés betegségek elleni védekezésben.
Sz¢lesspektrumu kezeld anyag, az optimalis hatas érdekében a permetezést a fertézés korai
szakaszaban vagy megel6z0 jelleggel végzik. Hosszutava hasznalatuk ndveli a rezisztencia

kialakulasadnak kockézatat (Spolti és mtsai. 2012, Paul és mtsai. 2018).
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III. CELKITUZESEK

Vizsgalatom célja kettd, a klinikumban ¢és kutatdsi gyakorlatban alkalmazott technika
modszertani 0sszehasonlitasa. Ugyanis a kiilonb6zé antimikotikumok alkalmazasa soran
figyelembe kell venni a vegyiilet gombdkra gyakorolt hatékonysagat, a rezisztencia
kialakulasdnak lehetdségét, valamint a kémiai agens egészségiigyi hatdsat az alkalmazott
szervezetre vagy a rovid- és hosszutavi kovetkezményeit a természetbe valo kijuttatdsanak a
permetszerként valo alkalmazés soran. Ezek fontos kérdések, amelyek megvalaszolasahoz le
kell helyezni a kutatds alappilléreit. Az egyik ilyen elofeltétel a megfelelé modszertan
kivalasztasa a gombak novekedésének detektdldsara. Vizsgalatomban ketté a gyakorlatban
alkalmazott protokoll Osszehasonlitdsaval szerettem volna feltérképezni azok elényeit és
hatranyait, valamint a minimalis gatlokoncentracié megallapitasaban mutatott hatékonysagukat
két jelentds patogén esetében olyan gombaellenes szereket alkalmazva, amelyek mér hasznalva

vannak a gyakorlatban is. Ezek alapjan a vizsgalat célja harom f6 pontban lett 6sszefoglalva.

1. MIC (minimum inhibitory concentration) megallapitasa Aspergillus flavus és Aspergillus

parasiticus esetében.

2. Agar higitasos és CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) mikrodilicids technika

Osszehasonlitdsa a vizsgalt Aspergillus fajok esetében.

3. A klinikumban (vorikonazol) €és agrariumban (metkonazol) hasznalatos antifungélis szerek

osszehasonlitasa.

Elészor sziikséges volt a protokoll pontos és sikeres végrehajtdsa, a gombdak detektalhatd
novekedése €s a megfeleld adatrogzités. A MIC megallapitasaval lathatova valik, hogy a két
kiilonb6zé modszertant alkalmazva ugyanazon torzstenyészetek €s antifungalis szerek mellett
van-e, és ha igen mekkora a kiilonbség a MIC értékek kozott. Ezutdn pontokba szeretnénk
szedni a két eljaras eldnyeit és hatranyait, valamint feltdrnank az ezekbdl adodo esetlegesen
eltér6 MIC eredmények hatterét. Tovabba Osszehasonlitanank a két azol tipusd, de eltérd
kornyezetben alkalmazott vegyiiletet, ugyanis viszonylag kevés adat all rendelkezésre a pontos
hatékony alkalmazési mennyiségiikre ezen fajok, és 0sszességében az Aspergillus-ok esetében
is. Az Osszehasonlitds eredményei lesznek az alapja egy 4ltalanosan alkalmazhato,
szabvanyosithato protokoll kidolgozasanak. A vizsgalati folyamat fobb 1€pései az alabbi dbran

lathatoak.
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6. abra: A vizsgalat 1épései (sajat abra)
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IV. ANYAG ES MODSZERTAN

IV.1. Gombatorzsek eltarolasa

Az alabbi, kisérletek soran alkalmazott gombatdrzsek a Szegedi Mikrobioldgiai

Torzsgytijteménybdl (SZMC) keriiltek beszerzésre:
Aspergillus flavus (ATCC 204304)
Aspergillus parasiticus (SZMC2473)

A torzstenyészetekhez hasznalt mintak elokészitése SZMC munkatarsaitol kapott protokoll
alapjan tortént. A gomba PDA tdptalajra lett oltva, ezt kdvette 7 nap inkubdci6 25 °C-on, majd
a sporak és micéliumok 20%-os glicerin oldatba lettek mosva. A kapott szuszpenzionak el6szor

4 °C-on 2 6réan keresztiil zajlott a hiitése, majd ezutan tortént a -80 °C-on valo fagyasztés.

IV.2. Agar higitasos modszer

crer

mennyiségét oldjuk a folyékony agar kozegbe. A korong diffuzioval szembeni elénye, hogy igy
pontosan ismert a taptalajba bejutott fungicid mennyisége. Ez a technika alkalmas mind az
antibakterialis, mind a gombaellenes érzé¢kenység vizsgalatara. Gyakran ajanljak standardizalt
modszerként az igényes organizmusok, példaul az anaerobok és a Helicobacter fajok esetében.
Gombaellenes szer-gyogyszer kombinaciokhoz is haszndljdk Candida sp., Aspergillus,

Fusarium és dermatophytdk ellen (Balouiri és mtsai. 2016; Veres 2019).
IV.2.1.Taptalaj
Potato Dextrose Agar (PDA)

39 g PDA taptalaj (Millipore, 110130)
1000 ml desztillalt viz
121 °C-on 15 perc autoklavozas

1 ml 10%-os steril tejsav (Millipore 100366)
Az egységes méretll Petri-csészékbe 25 ml taptalaj kertilt.

1V.2.2. Gombaellenes szerek

Az azolok a gombaellenes terdpia sarokkovei széles hatasspektrumuk ¢€s konnyl
beadhatosaguk miatt. A mezOgazdasagban fitopatogén gombdék ellen és anyagmegdrzésre is

hasznaljak. A kisérlet soran por alapi metkonazol (Sigma-Aldrich 37909) és vorikonazol
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(Sigma-Aldrich PHR1892) keriilt felhasznélasra, amelyeknek az oldatba vitele DMSO (dimetil-
szulfoxid), (Sigma-Aldrich D8418) segitségével tortént. Az elegy elkészitése elott sziikséges
egy 0,22 um-es membransziird (Millex SLGS033) segitségével a DMSO sterilizalasa.

Az alkalmazott koncentracio tartomanyok metkonazol esetén ng/1ml DM_SO
Metkonazol | Vorikonazol
Spolti és munkatarsai (2012), vorikonazol esetén Paul és 10 8
munkatarsai (2018) munkaja alapjan keriiltek meghatarozasra. S 4
Ezek mintdjara metkonazol esetén 10 pg/ml, vorikonazol 12'255 i
esetén 8 pg/ml volt a maximalisan alkalmazott koncentracio. A 0.625 0.5
beoldas soran ezen koncentraciok szazszoros toménységii 0.312 0.25
oldatat kell elkésziteni, majd ezekbdl késziilt egy felezd 0.156 0.125
0.078 0.0625

higitasi sor a nyolcadik higitasi 1épésig. 7 sbra A metk L
. dbra: A metkonazol és
vorikonazol felez6 higitasi sor

IV.2.3. Torzstenyészetek

Az A. flavus és A. parasiticus mintakbol sziikséges volt torzstenyészetek készitése. A -80 °C-
rol eldvett és kiolvadt szuszpenziokbdl 20 pl keriilt kioltdsra PDA taptalajra, amelyet egy 7

napos inkubécioé kdvetett 25 °C-on.

IV.2.4. Kiserlet osszeallitasa

Az 0Osszeallitott PDA taptalajbol 25 ml kerilt kimérésre egy Petri-csészébe, amelyhez
hozzaadésra keriilt a megszilardulas eldtt 250 pl antifungalis szer a megfeleld higitasi 1€pésbal,
ezzel megtortént az antimikotikum szazszoros higulasa. Az egységes eloszlds érdekében
érdemes atmozgatni a csészéket a talaj beszaradasa el6tt. Egy kisérlet soran minden higitasi
1épésbdl harom ismétlés késziilt. A megszilardult taptalajra keriiltek ra a micéliumos résszel
lefelé 4 mm-es agar korongok, amelyek a 7 napos torzstenyészetbdl lettek kivagva dugofiro
segitségével. Ezutan a Petri-csészék parafilmmel (Amcor PM-996) lezdrasra keriiltek, valamint
az adatok egységes rogzitése érdekében egy vizszintes és fliggdleges tengely kertilt bejelolésre.
Sziikség volt kontroll csészékre is, amelyeken a gombaellenes szer nélkiili novekedés
detektalhatd, ezen csészék taptalajahoz 250 ul DMSO lett hozzaadva, kizarva annak esetleges
negativ vagy pozitiv hatdsat a novekedésre. Az inkubaci6 8 napon 4t tartott 25 °C-on, az adatok

rogzitése 2 naponta tortént a két tengely mentén milliméter pontos értékben.
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IV.2.5. Eredmények feldolgozasa

| | I I

() () (6) (o) (@)
4 L7 . L’ L’
Kontroll

ey

Az adatok lejegyzése kizarolag jol koriilhatarolhato telepek esetén megvalosithatd. Az
ismétlések értékeibdl kiszamitasra keriilt egy atlag és szoras, valamint a kontroll segitségével
egy szazalékos novekedési érték. 30%-os és afeletti szoras érték esetén keriiltek kivételre a
tobbitdl eltérd, kiugro értékek. 10%-os novekedési érték alatt lett megallapitva a minimalis

g4tlo koncentracio.
IV.3. CLSI mikrodilucios protokoll

A mikrodiluciés protokoll a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) nemzetkozi,
interdiszciplinaris, nonprofit, szabvanyfejlesztd6 ¢és oktatdsi szervezet altal kidolgozott
konszenzusos technika. A vizsgalat alapjaul az M38-A2-es kiadas (Reference Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi; Approved Standard - Second
Edition) szolgalt. A protokollban leirtaktdl eltéréen nem vizualisan tortént a MIC megallapitasa
aszerint, hogy milyen koncentracio esetében nem fejlodott mar a gomba, hanem Plate leolvaso

segitségével szerettiik volna szdmszerlisiteni a micélium novekedésének mértékét.
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IV.3.1. Taptalaj
Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI)
2,1 g RPMI-1640 por (Sigma-Aldrich R6504)
6,9 g MOPS (4-Morpholinepropanesulfonic acid) (Serva 29836.03)
3,6 g gliikoz (Millipore 1.08342)
200 ml desztillalt viz
7 pH beallitdsa NaOH vagy HCI segitségével

A taptalaj sterilizdldsa Millipore vékuumsziirével tortént, 0,22 pm-es membransziirdvel

(Millipore GSWP04700). Tarolasi hémérséklet 2-8 °C.
IV.3.2. Gombaellenes szerek

Az antifungalis szerek koncentracioja megegyezik az 7. abréan feltiintetett értékekkel, valamint
a szazszoros toménységli oldat elkészitése ekvivalens az agar higitasos technika esetében

leirtakkal. Ezt kdveti egy Otvenszeres higitasi 1épés RPMI segitségével.

100x toménységti oldat 2x toménységii oldat R
1000 pg metkonazol/ 1 ml DMSO 20 pg/ml Heth

50x higitas 2x higitas

10 pl 100x toménységi oldat

100 pl 2x toménységii oldat
+490 ul RPMI

+ 100 pl gombaszuszpenzi6

crer

IV.3.3. Térzstenyészetek

Az A. flavus és A. parasiticus mintdkbol sziikséges volt torzstenyészetek készitése. A -80 °C-
ol eldvett és kiolvadt szuszpenziokbol 20 ul keriilt kioltasra PDA taptalajra, amelyet egy 7
napos inkubacid kovetett 25 °C-on. A tdrzstenyészetekbdl sziikséges micéliumszuszpenzid
készitése, ehhez fiziologias sooldat lett racsepegtetve a csészére, majd lemérve egy kémcesdbe.
segitségével tortént 530 nm-en, 0,09 és 0,13-as OD (optikai denzitas) értékek kozott a

protokollnak megfelelden. Ezt kovette egy dtvenszeres higitds RPMI segitségével.

20



1V.3.4. Kisérlet osszeallitasa

K+
* 100 pl gombaszuszpenzid
* 100 pl 2%-0s DMSO
K-
¥ s, = 200 pl RPMI
AOC O
B E K > / )\ A - 4 > 1l
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000000000
- : OO
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* 100 pl antifungalis oldat 4 QQOQQQQQ&) i
* 100 pl gombaszuszpenzi6 ,‘HQQQ}\)QQQQQQQQ I Desztillalt viz

*  3x ismétlés \ l

Koncentracio

10. abra: Microplate sszeallitasa, MET — metkonazol és gombaszuszpenzi6 elegye, VOR — vorikonazol és

gombaszuszpenzio elegye, K - pozitiv kontroll, K™ - negativ kontroll (sajat bra)

A kisérlet egy 96 cellds mikrotiter lemezben (ThermoFischer 92096) kertilt 6sszeéllitasra, a 10.
abran lathat6 felépitésben. Egy celldba 200 pl mennyiségli anyag fér bele. A 100 pl
antimikotikum és 100 pl micéliumszuszpenzi6 6sszemérésével felére higul az antifungalis szer,
igy megkaptuk a kivant koncentraciot. A felezd higitasi sor tagjai egymas mellé egy sorban
keriiltek bemérésre (pl. metkonazol esetén B2 — 10 pg/ml, B3 — 5 pg/ml, B4 — 2.5 pg/ml stb.),
valamint minden meghatarozott koncentracio esetén harom ismétlés késziilt (pl. metkonazol 10
png/ml ismétlései a B2, C2, és D2 celldkba lettek bemérve). Sziikség volt egy pozitiv kontrollra,
amely az antifungélis nélkiili novekedést hivatott bemutatni, az agarhigitisos modszerhez
hasonldan itt is lett DMSO hozzéadva, kizarva a hatdsat a gomba ndvekedésére. A negativ
kontroll esetén meg csak RPMI keriilt bemérésre, ugyanis maganak a tapoldatnak is van
fényelnyelése, ennek az értéke 1s detektalasra kertilt. A mikroplate szélére a szélhatas miatt 200
pl desztillalt viz keriilt bemérésre. Az inkubéci6 35 °C-on zajlott 8 napig, az adatok rogzitése
két naponta zajlott Plate leolvasd (Thermo Scientific Multiskan Ex 200-240V Microplate
leolvasd 4509-10206185-0) segitségével 530 nm-en.

IV.3.5. Eredmények feldolgozasa

A Plate leolvaso segitségével rogzitve lettek az abszorbancia értékek. A negativ kontroll értékek
atlagolva lettek, majd ezutan kivonasra kertilt a kapott értékekbdl. Ezutan atlagoltasra keriilt az

ismétlések értéke is, kiszdmitasra keriilt a szoras, majd a ndvekedés szazalékos értéke a pozitiv
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kontrollhoz képest. 30%-os szoras érték felett a kiugré értékek kivételre keriiltek, a MIC 10%-

os novekedés alatt lett kijelolve.

IV.4. Osszehasonlithatésag

A vizsgélat célja a modszertani Osszehasonlitds volt, ennek megfelelden a kisérletek
Osszehangolédsa egy fontos szempont. Egy ismétlés alkalmaval mind a két protokoll szerint
ugyanazon a napon el lett inditva a kisérlet, ugyanazon Petri-csészérdl szarmazo
torzstenyészetrol. Az inkubécié 8 napon at zajlott, 2 naponta lettek rogzitve az adatok mind a
két esetben. Valamint a frissen elkésziilt felezd higitasi sor oldatba vitele olyan mennyiségben
tortént, hogy a szdzszoros toménységili oldatot mind a két metédushoz fel lehessen hasznalni az

adott ismétlés alkalmaval.
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V. EREDMENYEK

V.1. MIC (minimum inhibitory concentration) megallapitasa Aspergillus flavus és

Aspergillus parasiticus esetében

Mindenekel6tt elmondhat6, hogy sikeresen végbement a kisérlet, sikeriilt detektalni a gombak
novekedését, valamint a gombaellenes szerek hatasat. 4. flavus és A. parasiticus esetén is
megallapithatéak voltak a MIC értékek az alkalmazott koncentracidé tartomanyokon beliil,
azonban néhany esetben jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a két modszertan eredményei
kozott. A 11. abran lathatd, hogy az A. parasiticus esetében jelentdsebb a két protokoll
eredményei kozott a kiilonbség, ezenkiviil, habar a napok elteltével a legtobb esetben valtozik
a MIC értéke, ennél a fajnal kisebb ez a valtozas, mint az 4. flavus esetében. Osszességében
megallapithatd, hogy az agar higitdsos modszert tekintve nagyobb koncentracio volt sziikséges
az antimikotikumokbol a gatlas eléréséhez, ugyanakkor érdekes kivétel ez alol az A. flavus és
metkonazol esete, ahol a CLSI mikrodiltcios technika hozta a magasabb MIC értékeket.
Mindent egybevetve kijelenthetd, hogy a MIC értékek az antimikotikum koncentracid
tartomanyokhoz felhasznalt publikaciokban 1évo tartomanyokba esnek, azonban van kiilonbség
a két eljaras eredményei kozott. Emellett megallapithato az is, hogy érdemes az adatokat tobb
napon at rogziteni, mivel az id6 mulasaval valtozhat a géatlé koncentracio értéke. Ez azért

fontos, mivel l1étezik tobb eljarasmaod, ahol csak egy, maximum két alkalommal detektaljak az

adatokat.
A.flavus metkonazol MIC A.flavus vorikonazol MIC
6 6
5 5
4 4
2 2
1 1
0 0
2NAP 4NAP 6.NAP 8 NAP 2NAP 4 NAP 6.NAP 8 NAP
microplate = agar microplate = agar
A.parasiticus metkonazol MIC A.parasiticus vorikonazol MIC
6 6
5 5
4 4
2 2
1 1
0 0
2.NAP 4 NAP 6 NAP 8 NAP 2NAP 4 NAP 6.NAP 8 NAP
microplate = agar microplate = agar

11. abra: A. flavus és A. parasiticus atlagolt MIC eredményei metkonazol €s vorikonazol
esetében. Microplate — CLSI mikrodiltcios protokoll, agar — agar higitasos modszer 23



V.2. Agar higitasos és CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) mikrodilicios

technika dsszehasonlitasa Aspergillus fajok esetében

V.2.1. Agar higitasos technika

Az agar higitasos modszer egy durvabb eljaras, ahol a telepatmérék emberi szemmel,
milliméteres nagysagban keriiltek leolvasasra, a nagy egészet tekintve ez egy hosszadalmasabb
folyamat, mind az Osszeallitast, mind az adatok leolvasdsat tekintve. A reprodukalhatdsagot
nehezitd tényezd az agar korongok megfeleld kivagasa €s csészére helyezése, ugyanis a
micélium jelentdsen behatol a taptalajba, igy problémat okozhat a pontos, egyazon méretii
korongok kimetszése. Emellett egy fontos fajszintii kiilonbség volt az, hogy az A. falvus jelentds
mennyiségli sporat termelt, amely a korong felhelyezésekor tobb esetben szétszoroédhatott, igy
nem egy jol definialt telep nétt a talajon, hanem tobb kisebb, amely igy megnehezitette vagy
lehetetlenné tette a telepek pontos lemérését (12. abra). Valamint iigyelni kellett rd, hogy
megfeleld mennyiségli gomba legyen a korongon, ugyanis, ha minimalis a micélum vagy a
spéra mennyisége, akkor kisebb mennyiségli antimikotikum is elpusztithatja miel6tt novekedni

kezdhetne a telep, ezaltal megtéveszté eredményeket produkalhat a mérés.

12. abra: A. flavus esetén tobb kisebb telep novekedése (sajat képek)

Az ismétléseket tekintve az agar higitdsos mddszer esetén egybevagobb MIC értékek sziilettek,
azonban ez adodhat a médszer viszonylagos durvasagabol, ugyanis atlagosan joval nagyobb
gatlasi koncentracids értékeket mutatott. Valamint érdekes tovabbi kutatasi irdny a gombak
antifungalis szerekre mutatott morfologiai valtozasa, amely jol nyomon kovethetdé ezen

modszertan esetében.
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13. abra: A. parasiticus morfoldgiai valtozasa az antimikotikumok hatasara (sajat képek)

V.2.2. CLSI mikrodilucios technika

A mikrodiliciéos modszer egy konnyebben és gyorsabban Osszeallithatd protokoll, ahol egy
megfelelden eldkészitett micéliumszuszpenziod biztositja az egységes ismétléseket, és igy a jobb
reprodukalhatésagot. Atlagosan tekintve alacsonyabb MIC értékeket eredményezett, amely az
érzékenyebb eljarasmodbol adodhat, ugyanis az agar higitassal ellentétben nem az emberi
szemre van bizva az értékek leolvasasa, hanem egy miszer, a Plate leolvas6 mérte le a
megfeleld hullimhosszon az abszorbancia értéket, azaz a minta fényelnyelését, amelybdl a
micélium stirtiségre lehet kovetkeztetni. Ezen mérés hatranya, hogy a gombaszuszpenzid és az
antifungalis szer keveréke nem homogén igy, ha a miszer altal kibocsatott fénynyalab egy
denzebb micélium halézatot talalt el, akkor jéval magasabb novekedési értéket kaptunk, mint a
tobbi mérés esetén, igy ezeket a kiugrd értékeket ki kellett venni, amely csokkenti az
Osszehasonlithatd ismétlések szaméat. A mérés sordn minden alkalommal le kell venni a
mikrotiter lemez fedelét, és tigy behelyezni az eszkozbe, ezéltal a mintdk ki vannak téve a

befert6zodés veszelyének.

V.3. A klinikumban (vorikonazol) és agrariumban (metkonazol) hasznalatos antifungalis

szerek osszehasonlitasa

Mind a két vizsgalt vegyiilet azol tipusu, és az ergoszterin bioszintézis gatlasan keresztiil
akadalyozzdk a gombdk ndvekedését. A MIC értékeket Osszevetve a vorikonazol
hatékonyabbnak bizonyult a két vizsgalt faj esetében. Azonban 5%-o0s szignifikancia érték
mellett a két vegyiilet kozott szignifikdns kiilonbség csak a CLSI mikrdilticiés technika
esetében hatarozhato meg, amely bizonyitja a mddszer érzékenyebb mivoltat (14-15. és 18-19.
abra). Valamint megjegyzendd, hogy az A. flavus és A. parasiticus esetében eltérd MIC
értékeket kaptunk, amely ramutat arra, hogy ugyanaz a gombaellenes szer a két eltérd

Aspergillus faj esetében mas mennyiségben hatasos.
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Az A. flavus €és A. parasiticus esetében is két-két ismétlés lett elvégezve, egy ismétlés
alkalméval mind a ketté modszertannal és vegyiilettel. A kapott értékekbdl szazalékos
novekedési értékek lettek kiszdmolva a kontroll értékekhez viszonyitva. Az ismétlések
novekedési értékei atlagolva lettek, €s a mérési napok tavlataban az aldbbi grafikonokon
feltiintetésre keriiltek a jobb Osszehasonlithatosag érdekében. Az x tengelyen az alkalmazott
gombaellenes szer koncentracidja, az y tengelyen a gomba szazalékos novekedési értéke

lathato.
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A.flavus metkonazol CLSI mikrodilacio

508 nivekedés

0 1 2 3 4 5 & 7 g 9 10 ng/ml

—s—1nap —*—dnap 6.nap S.nap

A flavus vorikonazol CLSI mikrodilicio

Y908 ndvekedés
LA
=}
[
[}
—

40%
30%
20%
10%
0% o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 pgiml

—e—2nap —e—d4dnap 6.nap S.nap

14-15. ébra: A. flavus metkonazol és vorikonazol 6sszehasonlitas CLSI mikrodiliicié esetén
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%% o5 nivekedés

A.flavus metkonazol agar higitis

0 1 2 3 4 5 & 7 g 9 10 bgml

—e—1Jlnap —e—d4nap —e—0bnap 8.nap

Yo-05 novekedés

100%
90%
20%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

A.flavus vorikonazol agar higitas

0 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 pg/ml

—s—1nap —s—inap —e—Gnap 8nap

16-17

. abra: A. flavus metkonazol és vorikonazol 6sszehasonlitas agar higitas esetén
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%408 nivekedés

A.parasiticus metkonazol CLSI mikrodilicio

3 4 5 6 7 g 10 pg/ml
—e—1nap —e—4nap Gnap 8nap
A parasiticus vorikonazol CLSI mikrodilucid
100%
0%
20%
T0%
§ 60%
& 0%
-]
_ﬁ 40%
30% |
20%
10%
o —
0 1 2 3 4 5 ] 7 8 10 pgml
—s—1nap —e—4nap 6.nap & nap

18-19. abra: 4. parasiticus metkonazol és vorikonazol 6sszehasonlitdas CLSI mikrodiltcid esetén
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A.parasiticus metkonazol agar higitas

%0z novekedes

0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 pg/ml

—s—2nap —s—4nap —=—~06nap 8nap

A.parasiticus vorikonazol agar higitas

100%
0%
80%
0%
60%
50%
40%
30%

%-05 ndvekedés

20%%
10%
0%

[=]
—
[3%]
[

4 5 & 7 8 ] 10 pgml

—s—2nap —=—4nap —=—0O6nap 8.nap

20-21. abra: A. parasiticus metkonazol és vorikonazol 6sszehasonlitas agar higitas esetén
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VI. DISZKUSSZIO

Az Aspergillus nemzetség, és az azon beliil a dolgozatban is szerepld két faj méltan hirhedt az
emberiség korében, ugyanis egyarant vesz€lyt jelenthetnek az allatokra, novényekre és az
emberekre is. Sulyos betegség az aszpergillozis, amely az immunhiadnyos betegek esetében
fokozottan magas halalozasi rataval jar. Kiemelend6 az 4. flavus €s az A. parasiticus éltal
egyarant termelt masodlagos anyagcsere termék, az aflatoxin is, ami a természetben eléforduld
egyik legerésebb rakkeltd anyag. Az A. flavus mar jelen van Magyarorszagon, azonban a
klimavaltozas miatt az A. parasiticus egyre gyakoribb megjelenésére is szamitani lehet, ugyanis
a hataros orszagokban mar tartdsan detektaltak a felbukkanasat. A veszélyt szem el6tt tartva
fontos a folyamatos monitorozads, a tudatos megel6z0 eljarasok és a fert6zés mielGbbi
detektaldsa, mind a paciensek, mind a termesztett novények tekintetében. Létezik tobbféle
eljaras a megjelenés, a novekedés €s a gatlas kimutatasara, ezek feliilvizsgalata, kiterjesztése €s
megujitasa allandé feladat. Vizsgdlatom soran kettd, a gyakorlatban is alkalmazott MIC
megallapitdsra alkalmas modszertant hasonlitottam 0Ossze, két olyan koérokozo esetében,

amelyeknek rendkiviil aktualis a kutatdsa, megteremtve a tovabbi vizsgalatok alappillérét.

Mind a kettd protokoll alkalmas az Aspergillus-ok megfigyelésére. Varhatd tapasztalat volt,
hogy lesz kiilonbség a két metddus minimalis gatldo koncentracid értékei kozott. Szakirodalmi
forrasokat felhasznélva sikeriilt megfelelé koncentracié tartomanyokat kivalasztani, amely
minden esetben magéaba foglalta a MIC értéket. Erdekes fejlemény, hogy az A. parasiticus
esetében hangstlyosabb volt a két protokoll altal kapott MIC értékek kiilonbsége, tehat lehet
fajszintli kiilonbség a kimutatas pontossagaban. Ezt alatimasztja az a megfigyelés, hogy az A.
flavus az agar higitdsos mddszer esetében gyakran tobb apro telepet képzett, ezzel befolyasolva
a mérést, feltételezésiink szerint ez a jelenség a nagyobb mértékii spora termelésnek tudhato be.
Az inkubdci6 8 napon at tartott, €s 2 naponta keriiltek rogzitésre az adatok. Az eredményekbdl
lathato, hogy a legtobb esetben az id6 elérehaladtaval né a MIC értéke, ezzel bizonyitva, hogy
érdemes tobb napon at rogziteni az adatokat, valamint a tobbnapos adatrogzités lehetdvé teszi
a tobbszori kezelés hatdsanak vizsgélatat is. Kivitelezést tekintve az agar higitdsos eljarasnal
hosszadalmasabb az 0sszeallitas, tobb befektetett munkat €s ligyességet igényel, a mérés Petri-
csészénként egyesével zajlik, igy iddigényes, valamint a térzstenyészetbdl kivagott 4 mm-es
agar korongok egységes kivitelezése sem probléma mentes. Altaldnosan elmondhat6, hogy egy
durvabb modszer, amely magasabb koncentracids értékeknél mutatott gatlast, azonban ez nem
feltétlen torvényszerti, amely jol lathatd az 4. flavus és a metkonazol MIC értékek példajan (11.

abra). A CLSI mikrodilucids protokoll, egy gyorsabban, kis teriileten 6sszeallithatd vizsgélati
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rendszer, amelynél sokkal alacsonyabb a reagens- és helyigény, valamint az adatok rogzitésekor
nem kell ligyelni arra, hogy mindig ugyanaz a személy olvassa le, ugyanis a miiszer nagyobb
hatékonysaggal, egyszerre, azonos mdédon méri le az Gsszes cella tartalmat. Azonban kiugro
eredmények adodtak a keverék heterogenitasabol, amely befolyéasolhatja a kiértékelést, emellett
fokozott a befert6zodés esélye a fedél eltavolitdsa miatt. Felvetddhet a kérdés, hogy
befolyasolja-e gombak novekedését a 2 naponta az inkubacids hdmérsékletrdl torténd kivétel
¢és a fedo eltavolitasa. Kutatocsoportunkban zajlott egy erre iranyuld kisérlet, amely soran két
mikrotiter lemez lett Osszehasonlitva, az egyikben 2 naponta megtortént a novekedés
detektalasa, a masikban pedig csak a nyolcadik napon. Az eredményeket tekintve nem volt
kimutathat6 szignifikans kiilonbség a két mikroplate eredményei kozott, tehat a rendszeres

mérés nem befolyasolja a ndvekedést.

A metkonazol és vorikonazol Osszehasonlitdsabol is lathatova valt, hogy a mikrodiltcios
technika pontosabb eredményeket produkal, ugyanis annak segitségével megallapithatova valt
a hatékonyabb vegyiilet, mig az agar higitds esetében sokkal hasonlobb lefutdsti gorbék

szilettek.

Mind a két technika eldnye, hogy ,.alap” eszkozokkel és miszerekkel véghez vihetdek, az
adatok leolvasasa és értékelése viszonylag egyszerii. Mindent egybevetve a hosszutava tovabbi
kisérletek lebonyolitdsahoz idedlis modszertan a CLSI mikrodilicios technika, azonban a
tapasztalt eldnydket és hatranyokat figyelembevéve jovobeli célkitlizés egy hibrid modszertan
kidolgozasa. A kisérlet alapja az agar higitasos modszer lenne, a PDA taptalajban oldott
antifungalis szerrel, amelyre nem agar korongon keresztiil kertilne fel a vizsgélt gomba, hanem
a mikrodilicid sordn hasznélt micélium szuszpenzié lenne racsepegtetve. Ezzel kikiiszobolésre
keriilne az agar korong problémaja, a spérak szétszorddasa, a Plate leolvasd esetében a
heterogenitasbol jelentkezd kiugro értékek, valamint a mikrotiter lemez felnyitasabol adodo
befert6zddés. A hibrid modszer egyik elénye, hogy lathatdak lesznek a morfologiai valtozasok

a gombakon, amely érdekes tovabbi kutatasi irdnyban nyitja meg az utat.

A vizsgalt vegyiiletek mas mennyiségben voltak hatasosak a két faj esetében, ez ravilagit arra,
hogy az Aspergillus-okra alkalmazott gatld szerek adagolasat, nem csak a nemzetség szintjén
érdemes bedllitani, hanem faji szinten is a pontos adagolas érdekében. Erre jo példa a két
vizsgalt antimikotikum, ugyanis a metkonazol esetében, amelyet az agrariumban hasznalnak
viszonylag hamar alakul ki rezisztencia, a vorikonazol pedig egy rendkiviil erés gyogyszer,

amelyet csak stlyos fert6zések esetén adnak, mivel komoly mellékhatasokkal rendelkezik. A
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megfeleld dozis meghatarozasa kulcsfontossagli a kezelés soran, amely meghatarozasahoz a
legidealisabb protokollt kell alkalmazni. Ha tal alacsony mennyiségli a vegyiilet, akkor nem
fogja gatolni a ndvekedést, ha olyan mennyiségii, amely mar stressznek teszi ki a gombat, de
még nem gatolja teljesen, akkor fokozodhat a mikotoxin termelés, ha tal nagy, akkor n6 a
kornyezeti terhelés is a felesleges alapanyag pazarlds mellett. A kisérlet kiterjesztése sordn a
hibrid protokollal szeretnénk egy szabvanyosithat6 eljarast kidolgozni, amely alap, kdnnyen
beszerezheto elemek segitségével végrehajthatd, valamint nem igényel specialis szaktudast, igy
konnyen alkalmazhat6 az agrar szféraban is. A mddszer kidolgozasa utan tobb Aspergillus faj
is bevonasra keriilne a vizsgélatba, hogy kideritsiik a technika hatékonysagat mas célcsoportok

esetében is.

33



VIL. KOSZONETNYILVANITAS

Koszoném témavezetéimnek, Dr. Czéh Arpadnak és Makkai Enikének a munkat és a belém
fektetett bizalmat, a mikrobioldga laboratériumban dolgozé munkatarsaknak a segitséget,
valamint a Soft Flow-nak a kutatdsom elvégzéséhez sziikséges eszk6zok biztositasat.
Koszondm a csaladdomnak, hogy tdmogatnak a tanulmanyaim elvégzésében. Valamint a

paromnak, hogy mellettem volt a munkam soran €s tdmaszt nytjtott a nehéz idékben.
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