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BEVEZETES

Az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjanak tagjai mind mezdgazdasagi, mind pedig
klinikai szempontb6l igen fontosnak tekinthetok. Napjainkban az Aspergillus fajok egyre
gyakrabban okoznak gombafertdzéseket (mikozisokat) legyengiilt immunrendszerti
betegekben. Ennek hatterében allhat a modern immunoszuppresszans terapiak elterjedése,
illetve a szervatiiltetések novekvo szama. Az Aspergillus fumigatus utan az Aspergillus flavus
az invaziv aszpergillozis masodik leggyakoribb eldidézdje, illetve a feliileti fertdzések
leggyakoribb okozoja. A fertdzés leggyakrabban a légzdszervrendszerben jelentkezik, de
gyakran okoz szemfert6zést (keratitisz) és fiilfertézést (otitisz) is. Az Aspergillus fajok a
gombdk altal okozott keratitisz egyik leggyakoribb eldidéz6i szubtropusi, illetve tropusi
tertileteken. A fertézés egyik leggyakoribb forrdsa a novényi részek altal okozott sériilés a
mezdgazdasagi munka soran. Az Aspergillus fajok koziil foként az A. fumigatus, A. flavus, A.
terreus és A. miger jelentds, mint opportunista human patogén. Az Aspergillus fertézések
megfeleld kezeléséhez nagyon fontos a klinikai Aspergillus izolatumok fajszinti
meghatarozasa, ugyanis a kiilonb6z6 fajok eltérd mértékben lehetnek érzékenyek gombaellenes

szerekre.

Az A. flavus jelentés mezdgazdasagi kartevd, sulyos hozamveszteségeket okoz
vilagszerte, emellett az egyik leggyakrabban eléfordul6 aflatoxin-termeld faj. Az aflatoxinok a
legjelentdsebb mikotoxinok kozé tartoznak, melyek eldallitasara az Aspergillus nemzetségen
beliil kozel 20 faj képes. Az aflatoxinok a Nemzetkdzi Rakkutaté Ugyndkség (IARC 2012) 4ltal
meghatarozott besorolds szerint az 1. csoportba, azaz az emberekre bizonyitottan rakkeltd
anyagok csoportjaba tartoznak. A szamos ismert aflatoxin forma (aflatoxin Bi, B2, G1, G2, M)
koziil az aflatoxin B rendelkezik a legerdsebb rakkeltd hatassal. Az aflatoxin-termeld gombak
eléfordulasanak kedvezd kornyezeti feltételek a nedvesség €s a magas hdmérséklet, ezért az A.
flavus elsdsorban a melegebb, tropusi €s szubtropusi teriileteken képes aflatoxinokat eldallitani.
A kozép-eurdpai orszagokban, melyek a mérsékelt éghajlati 6vben helyezkednek el, a
mezdgazdasagi termékek aflatoxin-szennyezettsége eddig nem jelentett komoly egészségiigyi
kockézatot. Azonban a feltételezhetéen a globalis felmelegedés altal eldidézett megvaltozott
klimatikus viszonyok jelentds valtozasokat okoztak az utobbi években. Szamos tanulmany
foglalkozott az éghajlatvaltozas hatasara megjelend aflatoxin-termelé gombakkal és az

aflatoxinok élelmiszerekben torténd eléforduldsaval. A legtjabb vizsgéalatok alatamasztottak,



hogy az aflatoxin-termeld gombak megjelenése egyben maga utdn vonta a mezdgazdasagi

termékek aflatoxin-szennyezettségét is.

Ceélkituzeések

Mindezek alapjan sziikségesnek lattuk, hogy vizsgalatainkat minél szélesebb izolalasi korbol
szarmazO Aspergillus izolatummal végezzik el, melyek alapjan nyomon kd&vethetjiik az

aflatoxin-termeld gombak kézép-europai elterjedését.

Munkank sordn ezért a kovetkezo konkrét célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. Potencialis aflatoxin-termel6 Aspergillus fajok izolalasa és szekvencia alapu azonositasa
Kiilonb6zo foldrajzi teriiletekrdl szarmazo klinikai €s kornyezeti izolatumok gyiijtését és a

kalmodulin gén egy szakaszan alapuld fajszintli meghatarozasat terveztiik elvégezni.

2. Klinikai izolatumok gombaellenes szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata
A Dél-Indidbol szarmazd Aspergillus izolatumok esetében a klinikumban is hasznalt
gombaellenes szerekkel szembeni érzékenység vizsgalatat E-teszt modszerrel terveztik

vizsgalni.

3. Az izolatumok aflatoxin-termeld képességének vizsgalata
A potencidlisan aflatoxin-termeld izolatumok esetében a toxintermelést vékonyréteg
kromatografidas moddszerrel, majd a termelt toxinmennyiségek meghatarozasit HPLC

modszerrel terveztiik megéllapitani.

4. Genetikai variabilitas vizsgalata UP-PCR és mikroszatellit-analizissel

Szamos molekularis meghatarozasi modszer all rendelkezésiinkre, melyek segitségével az
Aspergillus fajok genotipus valtozatait azonosithatjuk, ezek koziil UP-PCR (Universally
Primed PCR) analizissel, valamint a mikroszatellit fragment hossz polimorfizmus analizisekkel
terveztiik végrehajtani a kiilonboz6 €él6helyekrdl szarmazo A. flavus izolatumok kozti genetikai

variabilitds vizsgalatat.

5. Parosodasi tipus gének vizsgalata
Az egyes A. flavus izolatumok altal hordozott parosodasi tipus gének (MATI-1 vagy MATI-2)
jelenlétét a MAT (mating-type) gének bizonyos konzervalt régidira tervezett specifikus

primerparokkal elvégzett PCR reakcioval terveztiikk meghatarozni.



Alkalmazott modszerek

DNS alapu technikak:

e Genomi DNS tisztitdsa
e DNS fragmentumok tisztitasa
o Agardz gélelektroforézis
e Polimeraz lancreakcio (PCR)
» Kalmodulin gén alapu fajazonositas
= UP-PCR analizis
» Mikroszatellit analizis
» Parosodasi tipus gének (mating-type, MAT) vizsgalata
e DNS fragmentumok szekvenaldsa és a szekvencidk elemzése

In vitro sombaellenes szerekkel szembeni érzékenység vizsgalata:

e E-teszt modszer

Aflatoxin-termelo képesség vizsgalata:

e High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
e Thin Layer Chromatography (TLC)

Genetikai variabilitas vizsgalata:

e UP-PCR analizis

e Mikroszatellit analizis

Filogenetikai analizis:
e Szekvencidk illesztése (MAFFT program v7.266, MEGA®)
o Torzstak elkészitése (MAEGA6, RAXML)

e UP-PCR analizis soran nyert adatokbdl a PhylTools program segitségével szamoltuk ki
a genetikai tdvolsadgokat
e A mikroszatellit analizis sordn nyert adatokbol Microsatellite Toolkit program

segitségével szamoltuk ki a genetikai tavolsagokat



Eredmények

1. Potencialis aflatoxin-termel6é Aspergillus izolatumok izolalasa és szekvencia alapu

azonositasa

Munkédnk sordn 194 Dél-Indidbol, Magyarorszagrol, Horvatorszagbodl, valamint
Szerbiabol szarmazd, morfologiai vizsgalatok alapjan az A. flavus fajhoz sorolt izolatumok
kalmodulin szekvencidn alapul6 fajmeghatarozasat végeztiik el. A fajazonositast kvetéen 193
izolatumot soroltunk az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjaba, melyek koziil 182 izolatum
tartozott az 4. flavus, 5 az A. tamarii, 1 pedig az A. pseudotamarii fajokba, mig 1 izolatumot 4.
terreus-ként azonositottunk, ami az Aspergillus nemzetség Terrei szekcidjaba tartozik. Az A.
pseudotamarii-t els6ként azonositottuk mint humén keratitiszt el6idéz6 fajt (Baranyi és mtsi.
2013a). Az A. pseudotamarii az A. flavus-hoz hasonloan csak B-tipusu aflatoxinok eldallitdsara
volt képes. Egy dél-indiai fert6zott kokuszdiordl azonositott izoldtumot az A. minisclerotigenes
fajba soroltunk, amely B- és G-tipusu aflatoxinok eldallitasara is képes volt. Az 4. flavus
izolatumok mellett horvat beltéri levegdbdl 2 4. parasiticus izolatumot, magyar sajtmintar6l 1
A. nomius, mig szerb kukoricaszemekrdl 1 A. pseudonomius izolatumot azonositottunk. Ezen
izolatumok szintén képesek voltak a B-tipusu aflatoxinok mellett G-tipusu aflatoxinok
eldallitasara is. Fontos megjegyezni, hogy az A. nomius és A. pseudonomius fajok kozép-

europai eléfordulasat elsdként irtuk le (Baranyi és mtsi. 2015a).
2. Klinikai izolatumok gombaellenes szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata

Az Aspergillus nemzetségbe szamos opportunista humanpatogén faj is tartozik, melyek
a kiilonb6z6 klinikumban alkalmazott gombaellenes szerekre nézve rendkiviil eltérd
érzékenységet mutathatnak. Munkank soran a gombaellenes szerekkel szembeni érzékenység
vizsgalatat a mikrodiluciés modszer egyik alternativajaként alkalmazhaté modszer, az E-teszt
segitségével végeztiik el 29 indiai klinikai forrasbol szarmazé térzs bevonasaval. A vizsgalt
1zolatumok kozott 24 A. flavus, 4 A. tamarii és 1 A. pseudotamarii szerepelt. A vizsgélat soran
3 echinokandit (mikafungin, anidulafungin és kaszpofungin), 4 azolt (itrakonazol, posakonazol,
vorikonazol és flukonazol), valamint a polién amfotericin B-t alkalmaztuk. A vizsgalt
izolatumok kozel azonos mértékben voltak érzékenyek a kiilonb6z6 echinokandinokkal
szemben, habar minden esetben mikrokolonidk jelentek meg a gatlasi zonadkon beliil. Az
amfotericin B-vel szembeni érzékenység vizsgalatakor megallapitottuk, hogy az A. tamarii és

az A. pseudotamarii izolatumok nagyobb érzékenységet mutattak az A. flavus fajba sorolt



izolatumokkal szemben. Az azolok koziil a flukonazol hatastalannak bizonyult a vizsgalt
torzsekre. A triazolokkal szembeni érzékenységi vizsgalatok sordn az A. tamarii izolatumok
esetében tapasztaltuk a legalacsonyabb MIC értékeket, mig az A. pseudotamarii és az A. flavus
izolatumok esetében kozel azonos MIC értékeket hatdroztunk meg, melyek esetében a
posakonazol és a vorikonazol bizonyultak a leghatékonyabbnak. Eredményeinket szakirodalmi
adatokkal Osszevetve megallapitottuk, hogy az E-teszt modszer megfeleld segitség lehet a

klinikumban a hatékony gombaellenes terapia kivalasztasaban.
3. Az izolatumok aflatoxin-termeld képességének vizsgalata

Az izolatumok aflatoxin-termeld képességének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a
Dél-Indiabol szarmazé klinikai A. flavus izolatumok mintegy 47%-a, mig a kornyezeti
izolatumok 50%-a bizonyult aflatoxin-termelének, ugyanakkor a magyar, szerb és horvat
mintak kozil csak igen kevés (Osszesen 3) rendelkezett ezzel a tulajdonsdggal. A magyar
sajtmintarol szarmazod A. nomius, a szerb kukoricarol szarmazo A. pseudonomius és a két
azonositott A. parasiticus izolatum eltér6 ardnyban és mennyiségben termelt B-tipusu
aflatoxinok mellett G-tipusu aflatoxinokat is az alkalmazott inkubécidos homérséklet ¢és
tapkozeg fiiggvényében. Munkdnk sordn megallapitottuk, hogy a vizsgalatainkba bevont A.
flavus torzsek koziil elsdsorban az Indidbdl szdrmazok képesek aflatoxinokat termelni, mig a
magyar, szerb vagy horvat mintak koziil csak igen kevés rendelkezett ezzel a tulajdonsaggal.
Ennek hatterében elsdsorban az eltérd foldrajzi szarmazéas és éghajlati tényezdk éallhatnak.
Habar az altalunk vizsgalt eurdpai izolatumok nem allitottak el6 aflatoxinokat, Eurdpa szdmos
orszagaban mar olykor az Eurdpai Unios hatarértékeket meghalado aflatoxin-szennyezettségrol
is beszamoltak kiilonb6z0 gabonafélékben és tejtermékekben. Az aflatoxin-termeld
képességben tapasztalt kiilonbségek hatterében az 4llhat, hogy a vizsgalatainkba bevont eurdpai
izolatumok valoszintlileg az A. flavus populécid azon részébdl szarmaztak, amelyek valamilyen
nonszensz mutacié kovetkeztében nem képesek aflatoxinokat eldallitani. Ezért tovabbi
vizsgalatokat terveziink Eurdpabol és kiillonosen Magyarorszagrol, gabonafélékrdl szarmazo A.

flavus izolatumok bevonasaval az aflatoxin-termeld képesség hatterének tisztazasara.

Néhany izoldtum esetén vizsgaltuk a kiillonb6zd tenyésztési koriilmények aflatoxin-
termelésre gyakorolt hatasat. A YES tépoldat esetén eltérd inkubécios hémérsékleteket (25, 30
¢és 35 °C), valamint 35 °C-os inkubacioés homérséklet mellett az emberi szervezethez hasonlo
koriilményeket imitald tapkozegeket (BHI és RPMI) alkalmaztunk. A vizsgéalatokba 3 klinikai

forrasbol szarmazod A. flavus, két A. parasiticus és egy-egy A. nomius, A. pseudonomius, A.



minisclerotigenes és A. pseudotamarii izolatumot vontunk be. Osszességében megallapitottuk,
hogy az A. parasiticus esetében 25 °C-on, mig a tobbi vizsgalt izolatum esetében 30 °C-os
inkubacios homérsékleten mértiik a legmagasabb aflatoxin mennyiséget. Az emberi
szervezethez hasonlo korilmények vizsgalatara hasznalt BHI és RPMI tapkozegekben a
vizsgalt izolatumok tobbsége nem vagy csak nagyon kis mennyiségben termeltek aflatoxinokat,

kivételt csak az 4. parasiticus és A. minisclerotigenes izolatumok képeztek.
4. Genetikai variabilitas vizsgalata UP-PCR és mikroszatellit-analizissel

A genetikai variabilitas vizsgéalatdhoz az alkalmazott UP-PCR analizis és a
mikroszatellit-analizis soran nyert adatokat kiilon-kiilon és egyiitt is vizsgaltuk. A
mikroszatellit analizis soran nyert adatok filogenetikai vizsgalatat kdvetden nem tapasztaltuk
horvat beltéri levegdbdl szarmazo izolatumok bizonyos tagjai kiilonallo kladot alkottak, viszont
az Indidbdl szdrmazo izolatumok egymassal keveredve fordultak el6. A UP-PCR analizis soran
nyert adatok filogenetikai vizsgalatat kovetéen mar az egyes populaciok foldrajzi szarmazas
kalmodulin szekvencia adatokat, emellett a UP-PCR analizis és a mikroszatellit-analizis soran
nyert adatokat egyiitt vizsgaltuk. A filogenetikai analizis alapjan a magyar és horvat beltéri
leveg6bol €s a szerb kukoricarol szarmazo izolatumok magas bootstrap értékekkel kiilontiltek
el az Indidbdl, klinikai és kornyezeti forrasbdl szarmazd izoldtumoktol. Habar az indiai
izolatumoknal alacsony tdmogatottsagi értékeket kaptunk, a torzsfan mind a négy populacio jol

elkiilontilo kladokat alkotott.
5. Parosodasi tipus gének vizsgalata

A kordbban kizardlag ivartalanul szaporoddénak vélt A. flavus esetében is
bebizonyitottak, hogy képes ivaros szaporoddsra is, ezért meghataroztuk a vizsgélatainkba
bevont A. flavus izolatumok altal hordozott parosodasi tipus (MAT) géneket is specifikus primer
parok alkalmazéasaval. A MATI-1 esetén egy 396 bp méretii szakaszt, mig a MATI-2 allél esetén
egy 270 bp méretli szakaszt szaporitottunk fel, melyek méretilkben megegyeztek a szakirodalmi
adatokkal. A vizsgalt izoldtumokat a kozvetlen izoléalasi helyek szerint csoportositva a MATI-
I allél jelenléte volt a dominans minden csoportban, egyediili kivételt a magyar klinikai

forrasbol szdrmazo izolatumok képeztek. A vizsgalat sordn 9 esetben azt tapasztaltuk, hogy az



adott izolatum mindkét MAT allélt hordozta, amely az A. flavus izolatumok keresztezésekor

mar kordbban is tapasztalt heterokariozis meglétét timasztja ala.
Osszefoglalas

1. 194 izoldtum kalmodulin szekvencia alapon torténd fajmeghatarozasat végeztiik el, melyek
koziil 182 izolatum tartozott az A. flavus, 5 az A. tamarii, 1 az A. pseudotamarii, 1 az A.

minisclerotigenes, 1 az A. pseudonomius, 1 az A. nomius és 2 az A. parasiticus fajokba.

2. Az A. pseudotamarii-t elséként azonositottuk, mint human keratitiszt el6idéz6 fajt, az A.

nomius €s A. pseudonomius fajok kdzép-eurdpai eléforduldsat elséként irtunk le.

3. A Dé¢l-Indidbol szarmazé klinikai és kornyezeti A. flavus izolatumok kozel 50%-a
bizonyult aflatoxin-termeldnek, ugyanakkor a magyar, szerb, illetve horvat mintak koziil

Osszesen csak 3 rendelkezett aflatoxin-termeld képességgel.

4. A. nomius, A. pseudonomius, €s A. parasiticus izolatumok eltérd ardnyban &s
mennyiségben B-tipusu aflatoxinok mellett G-tipust aflatoxinokat is termeltek az

alkalmazott inkubaci6s hdmérséklet fliggvényében.

5. BHI és RPMI tépkozegekben az vizsgalt izoldtumok nem, vagy csak nagyon kis
mennyiségben termeltek aflatoxinokat (kivétel: A. minisclerotigenes és A. parasiticus

RPMI tapoldatban).

6. A kiilonbozd gombaellenes szerekkel szemben az A. flavus, A. tamarii és A. pseudotamarii
izolatumok eltérd érzékenységet mutattak, echinokandinok alkalmazdsa soran

mikrokoldnidk jelentek meg a gatlasi zonakon beliil.

7. A genetikai variabilitas vizsgalatdhoz a kalmodulin szekvencia adatok, a UP-PCR analizis
¢s a mikroszatellit-analizis soran nyert adatok egyiittes vizsgalata sordn a torzsfan mind a
négy populécio jol elkiiloniilé kladokat alkotott. Az eurdpai izoldtumok magas bootstrap

értékekkel kilonultek el az Indiabol szarmazo mintaktol.

8. A parosodasi tipus gének jelenlétének vizsgéalatakor megallapitottuk, hogy a MATI-1
idiomorf jelenléte volt a dominéns, egyediili kivételt a magyar klinikai forrasbol szarmazo

izolatumok képeztek, ahol a MATI-2 dominalt.

9. A vizsgalat soran Osszesen 9 esetben tapasztaltuk, hogy az adott izolatum mindkét MAT

allélt hordozta, amely a heterokariozis meglétét timasztja ala.
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