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Roviditések jegyzéke

AAL toxinok: Alternaria alternata altal termelt toxinok

Acl: ATP citrat liaz

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism (Felsokszorozott fragmentumhossz-
polimorfizmus)

ATCC: American Type Culture Collection (Amerikai Tipustorzs-gylijtemény)

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia

Cct8: chaperonin containing TCP1 subunit (dajkafehérjét kodolo 16kusz)

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute

cmd: kalmodulin

CREA: Creatine sucrose agar (kreatin-szachar6z agar)

CYA20S: Czapek Yeast Autolysate Agar 20% szachar6zzal

DRBC: Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar

FB: Fumonizin B

GTR: General Time Reversible model

IARC: International Agency for Research on Cancer (Nemzetkozi Rékkutatasi Ugyndkség)
IGS: Intergenic Spacer, gének kozotti elvalasztod régio

ITS: Internal Transcribed Spacer, koztes atirddo elvalasztd régio

MCM?7: Mini-chromosome maintenance complex component 7 (minikromoszoémak
fenntartasaért felelds komplex 7-es komponense)

MEA: Malt Extract Agar (malatakivonatos agar)

MEC: Minimum Effective Concentration (Minimalis hatékony koncentracio)

MIC: Minimum Inhibitory Concentration (Minimalis gatlasi koncentracio)

ML: Maximum Likelihood

OD: Optikai Denzités

OTA: Ochratoxin A

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcio)

pel (A, B): pektin-liaz gének

pki: piruvat-kinaz gén

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA (Random felsokszoroz6dé polimorf DNS)
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (Restrikcios fragmentumhossz-

polimorfizmus)



RPB1, RPB2: RNA Polymerase Il largest and second largest subunit (RNS polimeraz II
legnagyobb és masodik legnagyobb alegysége)

RP-HPLC/ESI-IT-MS? Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography with
Electrospray lonization lon Trap tandem Mass Spectrometry

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

TAE: Trisz-ecetsav-dinatrium-EDTA

TEFL1: transzlacios elongacios faktor 1o

Tsrl: 20S rRNS 0Gsszeszerelésében szerepet jatszo fehérjét kodolo 1okusz

UP-PCR: Universally Primed Polymerase Chain Reaction (Univerzalisan bek6t6do polimeraz
lancreakcio)

YPD: Yeast extract Pepton Dextrose tapkozeg



Bevezetés

Az Aspergillus nemzetség a fonalasgombak egy nagyon valtozatos csoportjat foglalja
magaba. Az ide tartozd fajok kozott taldlunk olyanokat, amelyek biotechnologiai és
¢lelmiszeripari  alkalmazasuknak koOszonhetéen igen nagy gazdasagi jelentéséggel
rendelkeznek. Az egész Aspergillus nemzetségre vonatkozdan elmondhat6, hogy az egymassal
kozeli rokonsagban all6 fajok morfoldgiai karakterek alapjan torténd elkiilonitése igen nehéz,
néhany esetben nem is lehetséges. Bizonyos genomi szekvenciak azonban alkalmasak arra,
hogy ezeket a fajokat elkiilonitsiik egymastol, mint példaul a kalmodulin és B-tubulin gének
szekvenciai. Bar filogenetikai munkak sora enged betekintést az Aspergillus fajok kozotti
rokonsagi kapcsolatokba, még mindig vannak megvalaszolatlan kérdések. A korabbi munkak
altalaban valamelyik alcsoportra (szekciora, alnemzetségre) fokuszalnak, nemzetségszinti
filogenetikai vizsgalatra eddig kevés esetben volt példa, igy a rokonsagi kapcsolatok pontos

feltérképezése még nem tortént meg (Samson és mtsai. 2014).

A rokonsagi kapcsolatok megismerésének érdekében filogenetikai vizsgalatot
végeztiink 93 faj bevonasaval. A fajokat ugy valasztottuk ki, hogy a teljes Aspergillus
nemzetséget reprezentaljak. Az elemzéshez 6 génszakaszt valasztottunk ki. Az RPB1 és RPB2
(RNS polimeraz alegységei), a Tsrl (20S rRNS 6sszeszerelésében jatszik szerepet), illetve a
Cct8 (dajkafehérje) 16kuszok Houbraken és Samson (2011) munkaja alapjan alkalmasnak
bizonyultak az alnemzetség-szintli rokonsagi kapcsolatok megallapitasara a Penicillium
nemzetségen beliil, ezért igéretesnek bizonyultak a filogenetikailag kozel allo Aspergillus
nemzetség esetén is. A vizsgalatba ezen kiviil bevontuk még az Acll (ATP citrat-liaz) és MCM7

(minikromoszomak fenntartasaért felelds) lokuszokat is.

Az Aspergillus nemzetség Nigri szekciojaba tartozo fajokat fekete Aspergillus-oknak
nevezziikk (Gams és mtsai. 1985). Legismertebb képviseldjiik az Aspergillus niger, melyet
széles korben alkalmaznak az élelmiszeriparban citromsav és gliikkonsav termeltetésére,
tovabba szamos enzim, pl. pektinaz, amilaz eldallitasara is hasznaljak (Varga és mtsai. 2000).
A fekete Aspergillus-ok human betegségek okozoi is lehetnek, valamint egyes fajok gyakran
¢lelmiszereinket is szennyezhetik kiilonb6z6 mikotoxinok (ochratoxinok, fumonizinek)

termelése révén, melyek az allatokra és emberekre egyarant karos hatast fejtenek ki.

A fumonizinek karcinogén mikotoxinok, melyeket Fusarium verticillioides-ben

(Gibberella moniliformis) azonositottak el6szor (Gelderblom és mtsai. 1988). Hatasuk egyrészt
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abban nyilvanul meg, hogy gatoljak a szfingolipid bioszinézist. Ennek oka, hogy szerkezetiik
hasonl6 a szfingolipid intermedierekéhez, és a ceramid szintaz enzimhez kapcsoldodnak. (Wang
és mtsai. 1991). Ezen kiviil gatoljak a folsavtranszportot is, melynek kovetkeztében a
gerincvel6esé zarddasa nem lesz teljes az embrioban (Varga és mtsai. 2009b). Tovabba ezek a
toxinok tehetdk felel6ssé kiilonb6zo, haszonallatainkat érinté megbetegedésért, mint példaul
lovak agylagyulasaért (Marasas és mtsai. 1988b), valamint sertések tiid66démajaért is (Haschek
¢és mtsai. 2001). A fekete Aspergillus-ok lehetséges fumonizin-termelése azért jelentds, mert

sok élelmiszer- és takarmanynovényen eléfordulnak, igy azok fumonizint tartalmazhatnak.

Kiilonbozé mezdgazdasagi termékekrdl gyijtottink fekete Aspergillus izolatumokat,
melyeket fajszinten meghataroztunk. Azonositasukhoz a kalmodulin gén egy szakaszanak
szekvenciait hasznaltuk. Vizsgaltuk az izolatumok fumonizintermeld képességét, valamint az
adott termékek fumonizintartalmat is. Mazsola-, datolya-, fiige- és hagymamintakrol szamos

fekete Aspergillus torzset sikeriilt izolalnunk.

A fekete Aspergillus-okat ugyan opportunista patogénként tartjuk szamon, azonban a
modern immunszupresszans terapiak elterjedésével az utobbi években megnétt az altluk
okozott fertdzéseknek a szama és jelentdsége (Cohen és mtsai. 1993). A fert6zés leggyakrabban
a légzoészervrendszerben jelentkezik, de szemfertdzést (keratitisz) és fiilfertézést (otitisz) iS
okozhatnak. Human fertézések esetén a korokozo pontos, fajszintli meghatarozasa rendkiviil
fontos, mert a kiilonb6z6 fajok eltéréd mértékben lehetnek érzékenyek kiilonbozd antifungalis
szerekkel szemben (Balajee és mtsai. 2005). A gyakorlatban a fekete Aspergillus fajokat
altalaban A. niger-ként azonositjdk morfologiai alapon, pedig mas koézeli rokon fajok is

okozhatnak fert6zéseket.

Irani ¢és magyarorszagi fllfert6zésb6l szarmazod izolatumokat azonositottunk a
kalmodulin gén egy szakaszanak bazissorrendje alapjan. A vizsgalt izolatumokat kivétel nélkiil
A. niger-ként hataroztak meg morfologiai karakterek figyelembevételével. Teszteltiik tovabba
néhany izolatum érzékenységét a klinikumban széles korben hasznalt gombaellenes szerekkel

szemben.



Irodalmi attekintés

Az Aspergillus nemzetség jellemzése

Az Aspergillus nemzetség a fonalasgombak egy nagyon valtozatos csoportjat foglalja
magaba, mely gazdasagilag is nagy jelentoséggel rendelkezik. A nemzetség (a Penicillium
nemzetséggel egyiitt) az Ascomycota térzs Eurotiomycetes osztalyanak Eurotiales rendjén beliil
az Aspergillaceae csaladba tartozik (Houbraken és Samson 2011). A nemzetségbe sorolt,
elsdsorban szaprofita torzsek a vilag minden tajan, a legkiilonb6zébb él6helyeken eléfordulnak.
A csoport egyes képviseldi igen jelentdsek biotechnoldgiai eljarasokban torténd alkalmazasuk
miatt. Kiilonféle metabolitokat termeltetnek veliik, tovabba élelmiszer-fermentacidkban torténo
alkalmazasuk is igen elterjedt. Ezen kiviil ismertek, mint névények kartevdi, élelmiszer-
szennyezOk, mikotoxintermeldk, valamint opportunista patogénként allati és emberi
megbetegedéseket is okozhatnak. A nemzetségbe tartozé fajok osztidlyozasa és azonositdsa
korabban morfoldgiai bélyegek alapjan tortént, az utdbbi évtizedekben azonban megndtt a
molekularis karakterek vizsgalatdnak jelentOsége, igy napjainkban a fajmeghatirozéas egyre

inkabb molekularis kiilonbségeken alapul.

Az Aspergillus elnevezés Pier Antonio Micheli olasz botanikus nevéhez kothetd
(Micheli 1729). Katolikus pap 1évén, az ide tartozd6 gombak konidiumtartéi a liturgiaban
hasznalatos szenteltviz-szoréra (aspergillum) emlékeztették. Késobb Albrecht von Haller
(1768), majd Elias Magnus Fries (1832) is elismerték és megerésitették az Aspergillus
nemzetség 1étét. Az ide tartozé teleomorf fajokat tizenegy nemzetségbe soroltak (Frisvad és
Samson 2000; Udagawa és Uchiyama 2002): Eurotium, Chaetosartorya, Emericella, Fennellia,
Hemicarpenteles (a kozelmultban végzett vizsgalat alapjan a legtobb korabban ide sorolt faj a
Penicillium nemzetséghez tartozik (Visagie és mtsai. 2014a)), Neosartorya, Petromyces,
Sclerocleista (Houbraken és Samson (2011) munkéja alapjan nem tartozik az Aspergillus
nemzetséghez), Stilbothamnium, Neopetromyces és Neocarpenteles. Aspergillus monografia
Thom ¢és Raper (1945), majd Raper és Fennell (1965) munkaja nyoman jelent meg 89, illetve
150 leirt fajjal. Felismerve azt, hogy a taxondomianak sziikségtelen és indokolatlan az azonos
fajhoz tartozd anamorf és teleomorf torzseket kiilon névvel ellatnia, s6t éppen az egyszeriiségre
kellene, hogy torekedjen, figyelmen kiviil hagytdk a teleomorf fajok eltérd elnevezését,
ellentétben az uralkod6 nevezéktannal, és kizarolag az Aspergillus nevet hasznaltak. Ennek
ellenére a kettds elnevezés mégis népszerii lett, s hasznalata széles korben elterjedt a gomba-

taxonomiaban. Pitt és mtsai. (2000) egy joval kés6bbi munkaban 184 Aspergillus, és 70 ide
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tartozo teleomorf fajnevet kozoltek. Az emlitett munkakban a fajok azonositasa morfologiai
karakterek alapjan tortént. A késébbiekben a morfoldgian alapuld fajkoncepciot egyre inkabb
a polifazikus fajkoncepci6 valtotta fel, melyben a morfoldgiai tulajdonsdgok mellett fiziologiai,
¢és foként filogenetikai karakterek is meghatarozova valtak a fajok elkiilonitésében, igy a fenti
munkakban kozolt fajlistak hamarosan idejétmultta valtak (Samson és mtsai. 2007). Egyre tobb
Uj faj kerdilt leirasra, ami f6leg arra bezethetd vissza, hogy sok esetben a morfologiai karakterek
alapjan azonos fajhoz sorolt torzsek kozott a filogenetikai vizsgalatok egyértelmi
kiilonbségeket tartak fel. Jelenleg megkozelitdleg 350 fajt sorolhatunk a nemzetségbe (Samson
és mtsai. 2014). Korabban a nemzetségen beliili osztalyozas is morfologiai eltéréseken alapult.
Raper és Fennell (1965) a nemzetséget 18 csoportra osztotta, nevezéktani statuszok nélkiil.
Késobb Gams és mtsai. (1985) az ide tartozo fajokat alnemzetségekbe és szekcidkba soroltak,
csoportositasuk a filogenetikai karakterek alapjan torténd csoportositassal nagymértékii
egyezést mutatott. Peterson (2008) négy lokusz vizsgélata alapjan 5 alnemzetséget és 16
szekciot kiilonitett el. Houbraken és munkatarsai (2014), valamint Hubka és munkatarsai (2015)
a nemzetség négy alnemzetségbe (Aspergillus, Circumdati, Fumigati, Nidulantes) és 20
szekcidba torténd besorolasat javasoltdk. Bar korabbi filogenetikai munkdk sora engedett
betekintést az Aspergillus fajok kozotti rokonsagi kapcsolatokba (Berbee és mtsai. 1995;
Ogawa és mtsai. 1997; Tamura és mtsai. 2000; Geiser és mtsai. 2008; Peterson 2008; Peterson
¢s mtsai. 2008; Houbraken és Samson 2011), még mindig vannak megvalaszolatlan kérdések.
Az eddigi munkak altalaban valamelyik alcsoportra (szekciora, alnemzetségre) fokuszaltak,
nemzetségszintll filogenetikai vizsgalatra eddig kevés esetben volt példa, igy a rokonsagi
kapcsolatok pontos feltérképezése még nem tortént meg (Samson és mtsai. 2014). A
filogenetikai vizsgalatok a gomba-taxonomidban jelentds valtozasokat hoztak. Azon torekvés
értelmében, hogy egy gombafaj ivartalan és ivaros alakja csak egy névvel rendelkezzen (Taylor
2011; McNeill és Turland 2011), fontos a nemzetségen beliili rokonsagi kapcsolatok pontos
feltérképezése. Az Aspergillus nemzetség tagjai fontos szerepet jatszanak biotechnologiai, ipari
és klinikai teriileteken egyarant. Eppen ezért a nem megfelelé taxonémia és bizonytalan
névhasznalat rengeteg félreértéshez vezethet. Tobb kordbbi tanulmany is alatamasztja az
Aspergillus nemzetség monofiletikus voltat (Berbee és mtsai. 1995; Ogawa és mtsai. 1997;
Tamura és mtsai. 2000). Peterson (2008) 5.8S rDNS, 28S rDNS és RPB2 génszekvenciakon
alapuld munkéjaban a nemzetség 3 {6 kladra kiiloniilt el, de a klddok kozotti kapcsolat
statisztikailag nem volt magasan tdmogatott. Ezek a kladok egyezést mutattak a nemzetség
alnemzetségeivel: egy klad a Circumdati és Fumigati alnemzetségeket foglalta magaba, egy a

Nidulantes alnemzetséget reprezentalta, egy pedig az Aspergillus alnemzetség tagjait
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tartalmazta. Geiser és munkatarsai (2008) 10 génen alapuld filogenetikai munkajaban a
nemzetség tagjai szintén harom kladra oszlanak szét: a Circumdati, Fumigati és Nidulantes
alnemzetségekre. Az Aspergillus alnemzetségbe sorolt torzseket ebbe a munkaba nem vontak
be. Houbraken és Samson (2011) négy génen alapuld filogenetikai vizsgalatot végeztek, és
igazoltak, hogy az altaluk vizsgalt Aspergillus fajok, illetve a nemzetséghez tartozé teleomorf
alakok monofiletikus csoportot alkotnak. Houbraken és munkatarsai (2014) 25 gén bevonasaval
filogenetikai vizsgalatot végeztek biotechnoldgiai alkalmazasuk miatt fontos fajokkal, és
szintén arra jutottak, hogy a nemzetségbe tartoz6 anamorf és teleomorf fajok monofiletikus
csoportot alkotnak (bootstrap: 100%). A vizsgalatba bevont teleomorf torzsek nagyfoku
rokonsagot mutattak az egyes alnemzetségekkel, az Eurotium nemzetség az Aspergillus; a
Petromyces, Neopetromyces ¢s Fennellia nemzetségek a Circumdati; a Neocarpenteles,
Neosartorya és Dichotomomyces nemzetségek a Fumigati; a Chaetosartorya és Cristaspora
nemzetségek a Cremei; az Emericella nemzetség pedig a Nidulantes alnemzetséggel mutatott
rokonsagot. Azon elveknek a megvaldsuldsa, hogy egy gombafaj csak egy névvel rendelkezzen
(,;,one fungus - one name” Nemzetkozi Botanikai Kongresszus, Melbourne 2011) a nemzetség
nevezéktandban valtozasokat kovetel. Ennek megoldésara kiilonb6zd lehetdségek vazolhatok
fel (Samson és mtsai. 2014). Az egyik lehetdség a nemzetséget alkotd kladok eltérd
nemzetségnevekkel torténd ellatasa, melynek eredményeként az egyes kladok tagjai a csoportba
sorolt teleomorf alakok kordabbi nemzetségneveit kapnak, mint példaul Neosartorya,
Emericella, Petromyces sth. Az Aspergillus nevet csak az Aspergillus szekci6 tagjai 6riznék
meg, mivel ide tartozik a nemzetség tipusfaja, az A. glaucus. Ez természetesen magaval vonna
az Eurotium név megsziinését. Lehetséges masik tipusfaj kijeldlése is, de ebben az esetben is
csak az a szekcio Orizhetné meg az Aspergillus nevet, amelybe az Gjonnan kijeldlt tipusfaj
tartozik. Az 0j tipusfaj kivalasztasa viszont vitdkat eredményezne, mert tobb szekcid tagjai
kozott is taldlhatunk gazdasagilag nagy jelentdségli, a klinikumban fontos, vagy egyéb
szempontok alapjan el6térbe helyezhetd fajokat. A harmadik — és valdsziniileg a legésszerlibb
—megoldas az lenne, ha minden ide tartozoé faj az Aspergillus nevet viselné, a korabbi elnevezés

pedig jelz6ként maradna meg (pl. A. glaucus eurotium-tipust ascoma-val).

A filogenetikai fajazonositdshoz a leggyakrabban a rRNS-eket kodolod szakasz ITS
(Internal Transcribed Spacer) régidjat hasznaljak, a szakasz ,,DNS-barcode”-ként alkalmazhato
a gombak esetében (Schoch és mtsai. 2012). Ez a DNS szakasz azonban sajnos nem alkalmas
minden Aspergillus faj elkiilonitésére, ezekben az esetekben masodlagos marker is sziikséges a

faj pontos azonositasahoz (Schoch és mtsai. 2012). A masodlagos marker esetében fontos, hogy
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univerzalis inditészekvencidk (primerek) legyenek tervezheték ra, tovabba egyszeriien
felszaporithatd, és minden faj elkiilonitésére alkalmas legyen. Természetesen az aktualis
adatbazis teljessége is fontos szempont, olyan génszakaszt érdemes valasztani, amelynek
bazissorrendje a legtobb fajbol mar rendelkezésre all. Ezen szempontok alapjan az Aspergillus
nemzetségben harom lehetéség kinalkozik: a kalmodulint, a B-tubulint, valamint az RNS-
polimeraz Il masodik legnagyobb alegységét (RPB2) kodolo génszakaszok. Az RPB2 azonban
nem tartozik a konnyen amplifikalhat6 szakaszok k6zé. A kalmodulint kodolo gén egy szakasza
konnyen felszaporithatd, a bazissorrend alapjan szinte minden faj elkiilonitheté egymastol
(kivéve pl. A. elegans és A. steynii, melyek ITS-szekvenciaik alapjan azonban elkiilonithetdk;
Visagie és mtsai. 2014b), és az adatbazis majdnem teljes, tehat alkalmas arra, hogy masodlagos

markerként hasznaljuk (Samson és mtsai. 2014).
Fekete Aspergillus-ok jellemzése, taxonomiai helyzetiik

Fekete Aspergillus-oknak az Aspergillus nemzetség Nigri szekcidjaba tartozo fajokat
nevezziik (Gams és mtsai. 1985). A fekete Aspergillus-ok konidiumai altaldban sotét szintiek,
a sotétsziirke ¢és a fekete kozott minden dtmeneti szin jellemzd lehet. A csoport egyes képviseldi
nagy jelentdséggel rendelkeznek orvosi, élelmiszer-mikrobiologiai, valamint biotechnologiai
szempontbol egyarant. A csoport legismertebb képviseldje az A. niger, melyet citromsav €s
glilkkonsav termeltetésére, tovabbd szamos enzim, pl. pektindz, amildz eléallitasara is
hasznalnak (Varga és mtsai. 2000). Hasznos tulajdonsagaik mellett azonban azt is meg kell
emliteni, hogy okozhatnak human megbetegedéseket, daltaldban immunszupresszalt
betegekben. Az ide tartozo fajok élemiszerekben is eldfordulhatnak. Ennek jelentdsége abban
all, hogy a fekete Aspergillus-ok kiilonb6z6 mikotoxinok (ochratoxinok, fumonizinek)
termelésére képesek, melyek elfogyasztasa keriilendd, hiszen ezek a mikotoxinok allatokra és

emberekre egyarant karos hatast fejtenek ki.

A fekete Aspergillus fajok elkiilonitésére kiilonbozé modszerek léteznek, de pusztan
morfologiai karakterek alapjan a pontos meghatarozasuk nehéz, néhany esetben pedig nem is
lehetséges. Samson €s munkatarsai (2007) vizsgalatuk soran attekintették az egyes fajok,
fajcsoportok elkiilonitésére alkalmas bélyegeket. Eredményeik alapjan azon fajok, melyek
szkleréciumot hoznak 1étre (A. carbonarius, A. ellipticus, A. aculeatus, A. costaricaensis, A.
piperis, A. sclerotioniger, A. aculeatinus és A. sclerotiicarbonarius), elkiilonitheték a
novekedés mintazata alapjan, mas csoportok, mint az A. niger és rokonai azonban nem

kiilonboztethetdok meg (1. abra).
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A konidiumok mérete és mintdzata alapjan csak fajcsoportokat kiilonithetiink el.
Néhany fajnak nagy, 7-9 um-es (A. carbonarius, A. ibericus, A. homomorphus, A.
sclerotiicarbonarius és A. sclerotioniger), azonban a legtobb fajnak ennél kisebb 3-4,5 um-es
konidiumaik vannak (2. abra). Néhany esetben a konidium mintazata is jellemz6, pl. az A.

ibericus és A. homomorphus konidiumai tiiskések.

A Kreatin-szachar6z agar (CREA) taptalajon torténd tenyésztést hasznaljak kiilonbozo
gombacsoportok esetében a fajok meghatarozasara (pl. Penicillium fajok, Samson és mtsai.
2004, Frisvad és Samson 2004). Novekedésiik, savtermelésiik alapjan a fekete Aspergillus-ok
korében is alkalmas a modszer fajcsoportok elkiilonitésére. Az A. niger-nél és rokon fajainal
mérsékelt telepnovekedés és erds savtermelés jellemzé. A MEA-B (Pollastro és mtsai. 2006)
taptalajon minddssze néhany faj (A. carbonarius, A. sclerotioniger, A. sclerotiicarbonarius)
képes konidiumot Iétrehozni, ennek a mddszernek hasznalataval tehat kimutathatova valik az

ochratoxintermeld A. carbonarius faj esetleges jelenléte.

Az Ehrlich-reakcio segitségével vizsgalhatjuk egyes indolcsoportot tartalmazéd
masodlagos metabolitok jelenlétét az agaron fejlédd kolonidkban. Ez alapjan a fekete
Aspergillus fajokat csoportokra oszthatjuk. Az A. heteromorphus és az A. homomorphus pozitiv
reakciot ad, sarga elszinezddés tapasztalhatd, amely koril lila gylrli jelenik meg. Az A.
costaricaensis telepek kortil kék elszinez6dés tapasztalhato. Az A. brasiliensis, A. acidus és A.
niger sarga reakciot adnak, mig az A. tubingensis-nél és rokonainal nem tapasztalhat6 kék, lila

vagy sarga elszinez8dés a reagenst tartalmaz6 sziirdpapiron.
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1. abra. Néhany fekete Aspergillus faj novekedési mintazata CYA és MEA taptalajokon
25°C-on torténd, 7 napos novekedés utan. (A-B) A. aculeatinus, (C-D) A. aculeatus, (E-F)
A. brasiliensis, (G-H) A. carbonarius, (I-J) A. costaricaensis, (K-L) A. ellipticus, (M-N)
A. foetidus, (O-P) A. japonicus, (Q-R) A. heteromorphus, (S-T) A. homomorphus, (U-V)
A. ibericus, (W-X) A. lacticoffeatus (Samson és mtsai. 2007).
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2. abra. Fekete Aspergillus fajok konidiumainak fénymikroszkopos képe. A. carbonarius (7-9

um), A. costaricaensis (3,1-4,5 um), A. ellipticus (3,3-5,5 um) (Samson és mtsai. 2007).

A klasszikus modszerek mellett kiilonb6z6 molekularis modszerek is rendelkezésre
allnak a fekete Aspergillus fajok osztalyozasara. Ezek koziil az egyik az RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), amely mind sejtmagi, mind mitokondridlis DNS
hasznalataval sikeresen alkalmazhat6 a fajok elkiilonitésére, illetve 0j fajok azonositasara.
Kusters-van Someren és munkatarsai (1991) kiterjedt sejtmagi DNS RFLP-vizsgalatot végeztek
szamos, gyljteménybdl szarmazé fekete Aspergillus torzzsel. A riboszomalis DNS (rDNS)
Smal restrikcios endonukleazzal torténd hasitasa alapjan az A. niger fajkomplexen beliil két
csoportot kiilonitettek el, melyek morfologiai karakterek alapjan nem voltak elkiilonithetok. A
két csoport pektin-liaz gének (pelA, pelB) és a piruvat kinaz gén (pki) DNS-hibridizacios
vizsgélata soran is elvalaszthatd volt egyméstol. A két csoportot ezért fajszintre emelték (A.
niger és A. tubingensis). Az A. foetidus-t Al-Musallam (1980) emelte fajszintre morfologiai
alapon, azonban sejtmagi DNS RFLP alapjan nem kiilonitheté el az A. niger-t6l, az A.
helicothrix az A. ellipticus morfologiai variansanak bizonyult, az A. aculeatus és az A. japonicus
Smal-el emésztett rDNS mintazata pedig egyforma. Varga és munkatarsai (1994) négy
csoportot figyeltek meg az A. niger fajkomplexen beliil, rDNS profiljuk alapjan: az I-es és III-
as tipusba az A. niger és A. brasiliensis torzsek, mig a I1-es és IV-es csoportba az A. tubingensis
torzsek tartoztak. Az A. japonicus és az A. aculeatus fajokat Parenicova és munkatarsai (2001)
azonositottak RFLP analizis segitségével, munkajuk soran hibridizacios probaként A. niger
piruvat-kinaz (pkiA) és pektin-liaz (pelA), valamint Agaricus bisporus 28S rRNS géneket
hasznaltak, melyekkel sikeriilt 6ket egymastol elkiiloniteni. A mitokondrialis DNS (mtDNS) is
jelents variabilitast mutat az egyes fajok kozott az A. niger fajkomplexen beliil. Mind

gylijteménybdl szarmazo torzseket, mind természetes populacidkat vizsgalva, elkiilonithetéek
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voltak egymastol az A. niger és A. tubingensis fajok Haelll és BglIl enzimekkel hasitott
MtDNS-mintazataik alapjan (Varga és mtsai. 1993). Néhany brazil izolatum kiilonbozott
ezekt6l, egy harmadik csoportot alkotva, ezeket késébb A. brasiliensis fajként irtak le (Varga
és mtsai. 2007).

Egy masik lehet6ség a fekete Aspergillus fajok variabilitasanak vizsgalatara a RAPD-
PCR (Random Amplified Polymorphic DNA - Polymerase Chain Reaction) analizis
(Megnegneau és mtsai. 1993). A moédszer Iényege, hogy csak egy, 10 nukleotid hosszisagu
primert alkalmaznak, melynek a szekvencidja ismert, de random. A felszaporitott
fragmentumokat agaréz gélen valasztjak el. Megnegneau és munkatarsai (1993) 6 random
primer felhasznalasaval el tudtak kiiloniteni egymastol az A. carbonarius, A. japonicus, A.
aculeatus, A. heteromorphus és A. ellipticus fajokat, valamint sikeriilt az A. niger fajkomplex
torzseit ezzel a modszerrel is két csoportra osztani, melyek az A. niger és A. tubingensis
fajoknak feleltek meg. Az A. aculeatus faj szintén megkiilonboztethetd az A. japonicus
torzsektol 4 primer segitségével (Hamari és mtsai. 1997), és az A. brasiliensis is egyértelmiien
elkiilonitheté az A. niger fajkomplex tobbi képvisel6jétol (Varga és mtsai. 2000). Az AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) modszer szintén sikerrel alkalmazhato fekete

Aspergillus fajok elkiilonitésére (Perrone és mtsai. 2006, Varga és mtsai. 2007).

Accensi és munkatarsai (1999) PCR-RFLP technikaval kiilonboztettek meg A. niger és
A. tubingensis izolatumokat. A moédszer lényege, hogy az amplifikalt DNS-fragmentumot
restrikcios endonukledzzal emésztették, igy kombindlni lehet a PCR és az RFLP-analizis
eldnyeit. Az izolatumokbol felszaporitott ITS-régiot Rsal restrikcids endonukledzzal
emésztették, a kapott mintazat alapjan az A. niger fajkompex tagjait N és T tipusokba soroltak,
ami az A niger és az A. tubingensis izolatumoknak felel meg. A kiilonbség azzal magyarazhato,
hogy az A. niger-ben talalhato ITS-régio tartalmazza az Rsal enzim restrikcios hasitd helyét
(5’-GT/AC-3"), mig az A. tubingensis-¢ nem. In silico vizsgalatok alapjan a T tipusba tartoznak
még az A. foetidus, A. vadensis, A. piperis és az A. costaricensis izolatumok is, a tobbi faj pedig

N tipusu mintazatot mutat (Samson és mtsai. 2007).

Napjainkban a DNS ¢és amindsav szekvenciaalapi azonositast széles korben
alkalmazzak a fajmeghatarozasban. Az Aspergillus nemzetség Nigri szekciojan beliil minden
faj megkiilonboztethetd egymastdl kalmodulin-szekvenciaik alapjan (3. éabra), illetve egy
kivételével mindegyik elkiilonitheté B-tubulin szekvenciaik alapjan (az A. lacticoffeatus f-
tubulin szekvenciai megegyeznek néhany A. niger izolatuméval; Samson és mtsai. 2004, Varga

és mtsai. 2007). ITS-szekvenciaik alapjan az A. niger fajkomplex tagjai négy csoportba
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sorolhatok: 1. A. niger és A. lacticoffeatus, 2. A. brasiliensis, 3. A. costaricensis, 4. A.
tubingensis, A. foetidus, A. vadensis és A. piperis (Varga és mtsai. 2007). A tobbi fekete
Aspergillus faj koziil az A. carbonarius és az A. sclerotioniger ITS-szekvenciai megegyeznek,
valamint a legtobb egysoros konidiumtartoja (uniseriate) fajnak is azonos ITS-szekvenciaik
vannak (A. japonicus, A. aculeatus, A. uvarum). Yokoyama és munkatarsai (2001) a
mitokondrialis citokrom b gén szekvenciait hasznaltak a fekete Aspergillus-ok kozotti
filogenetikai kapcsolatok felderitésére, melynek soran az analizist nukletotid- &s
aminosavszekvencidkkal is elvégezték. Utobbi alapjan 6t csoport kiilonithetd el: A.
japonicus/A. aculeatus, A. niger, A. tubingensis, A. carbonarius és A. ellipticus, a
nukleotidszekvenciak alapjan azonban az A. niger és az A. tubingensis nem kiilonboztethetok
meg egymastol. Az IGS (Intergenic Spacer) régiot is vizsgaltak, hogy hasznalhato-e
fajmeghatdrozasra, azonban ez nagy fajon beliili variabilitdst mutatott, ezért nem alkalmas

fajszintii elkiilonitésre (Samson és mtsai. 2007).

100 | - neoniger CBS 115656

_| A. neoniger CBS 115657

|— A. eucalypticola CBS 122712

l—— A. vadensis CBS 113365

{L_ 4. costaricensis CBS 115574
A. piperis CBS 112811

ﬁm‘ﬂ A. acidus CBS 564.65

721 4, coreanus CBS 119384 . -
__| .
4. tubingensis CBS 134.48 A. nigei klad

99 A. brasiliensis CBS 101740

— A. welwitsciiae CBS 557.65
A. niger CBS 554.65
100
a7 A. foefidus CBS 114.49
83 | A. foefidus CBS 121.28
A. lacticoffeatus CBS 101883

A. carbonarius CBS 111.26

2 = A. sclerotioniger CBS 115572 i
_|_|—_A. sclerotiicarbonarius CBS 121057 A. Carbonarlus klad
A. ibericus CBS 121593
A. eltipticus CBS 707.79 ., . .
4100': A, heteromorphus CBS 117.55 A. heterom inh usklad

Al wphus CBS 101889 | A, h()m()m()rphus klad
A. fijiensis CBS 313.89

A. fijiensis CBS 119.49
A. aculeatinus CBS 1212060
A. aculeatus CBS 172.66

A. uvarum CBS 121591
A. indologenus CBS 114.80 . o 4

A. japonicus CBS 114.51 A. aculeatus Klad
A. violaceofuscus mut. grisea CBS 122.35
A. violaceofuscus CBS 123.27

76 | A. vielaceofuscus CBS 102.23

A. bahamensis CBS 115571

A. flavus CBS 100927

—_
20

3. abra. Az Aspergillus nemzetség Nigri szekcidjanak rokonsagi viszonyai részleges

kalmodulin génszekvenciaik alapjan (Varga és mtsai. 2010)
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Az A. niger és A. welwitscheae testvérfajok kozotti kiilonbségek

Az Aspergillus nemzetség Nigri szekciojaba tartoz6 két faj kalmodulin, B-tubulin és
transzlaciés elongaciés faktor 1-alfa @énjeik bazissorrendjei alapjan egyértelmiien
elkiilonithetdek egymastol, azonban morfologiai €s fiziologiai tulajdonsagaikban eddig nem

sikertilt kiilonbségeket megallapitani (Perrone és mtsai. 2011).

Az Aspergillus nemzetség Nigri szekcidjanak egyes fajait kiilonboz6é élelmiszerek
fermentélasara hasznaljak Kelet-Azsiaban. A japan Okinawa-szigeten népszert, rizsbdl késziilt
alkoholtartalm(, awamori-nak nevezett ital el6allitasahoz A. luchuensis és A. awamori torzseket
alkalmaznak. Az A. awamori nevet Raper és Fennell (1965) egy olyan torzsnek adtak, amely
nem awamori fermentaciobdl szarmazott (CBS 557.65). Al-Musallam (1980) ezt a torzset
késébb A. niger var. awamori-nak nevezte el. Ezt a tipustorzset alapul véve Perrone és
munkatarsai (2011) az A. awamori-t, mint filogenetikai fajt irtak le a Nigri szekcion beliil, mivel
tobb gén szekvenciai alapjan is egyértelmiien elkiilonithetd az A. niger csoporttol.
mutatott azonossagot az A. awamori torzsekkel. Késébb bizonyitast nyert, hogy az A. awamori
torzsek az A. niger torzsekhez hasonloan képesek lehetnek fumonizinek termelésére (Varga és
mtsai. 2010, 2012). Hong és munkatarsai (2013) kozleményiikben arra hivjak fel a figyelmet,
hogy a filogenetikai fajként elfogadott A. awamori-nak nevezett torzsek nem hozhatéak
kapcsolatba a japan awamori eldallitasanal hasznalt torzsekkel, azonban azonossagot mutatnak
a namibiai Welwitschia novényekrdl szarmazo A. welwitschiae (CBS 139.54) izolatummal.
A. luchuensis-nek bizonyultak. Fentiek kovetkeztében a Perrone és munkatarsai (2011) altal

azonositott A. awamori filogenetikai faj az A. welwitschiae nevet kapta.
Fekete Aspergillus-ok, mint human patogének

A fekete Aspergillus fajok a vilag minden tajan eléfordulnak, konidiumaik mindeniitt
megtalalhatoak a leveg6ben, belélegzésiik azonban altalaban nem okoz betegséget. Azok az
egyének, akik valamilyen okbol legyengiilt immunrendszerrel rendelkeznek (szervatiiltetettek,
kemoterapias, vagy szteroidos kezelésben részesiilok, AIDS-es betegek, illetve mas
immunrendszert kérosito betegségben szenveddk), hajlamosak a megbetegedésre, és esetiikben
a fertézés haldllal is végzOdhet (Levitz 1989). A modern immunszupresszans terapiak
elterjedésével az utobbi években ezeknek a fertézéseknek a szdma és jelentdsége egyarant

megndvekedett (Cohen és mtsai. 1993).
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Az Aspergillus fajok altal okozott human megbetegedések harom csoportba sorolhatok:
allergias aszpergillozis, aszpergilloma és invaziv aszpergillozis (Hogan és mtsai. 1996). A
fert6zés leggyakrabban a 1égzdszervrendszerben jelentkezik, de szemfertdzést (keratitisz) és
fiilfert6zést (otitisz) is okozhatnak. Leggyakrabban az A. fumigatus okoz megbetegedést, de
mas Aspergillus fajok, mint példaul az A. flavus, A. terreus és az A. niger is jelentdsek, mint
opportunista human patogének (Latgé 1999). Egymassal kozeli rokonsagban allé Aspergillus
fajok szamos esetben morfoldgiai alapon nem kiilonithetéek el egymastol, pedig a klinikai
izolatumoknal fontos a faj pontos isemerete, mert a hasonlé megjelenésii izolatumok eltérd
mértékben lehetnek érzékenyek gombaellenes szerekre. A megfeleld fajszintli azonositas tehat
segithet a helyes gombacllenes terapia kivalasztasaban (Balajee és mtsai. 2005). A
fajazonositasra hasznalhaté modszerek koziil a molekularis modszerek a legbiztosabbak. A B-
tubulin vagy kalmodulin gének szekvencidi megfeleldnek bizonyultak a fajszintii

elkiilonitéshez az Aspergillus nemzetségen beliil (Samson és mtsai. 2007).

Balajee ¢és munkatarsai (2009) 218 Aspergillus izolatumot vizsgaltak, melyek
szervatiiltetésen atesett betegekbdl szarmaztak, akik feltételezhetden, vagy bizonyitottan
invaziv aszpergillézisban szenvedtek. A fajok meghatarozasat DNS-szekvencidk alapjan
végezték. Az ITS-szekvencidk alapjan meghatarozhatd volt, hogy az adott izolatum melyik
fajkomplexhez tartozik, mig ezen belil a fajok elkiilonitésére P-tubulin szekvencidkat
hasznaltak. Az izolatumokat korabban morfologiai bélyegek alapjan hataroztak meg, mely
egyezett az ITS-szekvenciak alapjan végzett elkiilonitéssel, tehat fajkomplex-szintig az
Aspergillus izolatumok morfoldgiai alapon is meghatarozhatok. A legtobb izolatum az A.
fumigatus fajkomplexbe tartozott, ezt kdvették az A. flavus, A. niger, A. terreus, A. ustus, A.
versicolor, végiil az A. nidulans fajkomplex képvisel6i. A 19 fekete Aspergillus koziil B-tubulin
szekvenciaik alapjan 6-ot A. tubingensis-nek, 13-at pedig A. niger-nek hataroztak. Ez az els6
adat arr6l, hogy az A. tubingensis invaziv aszpergillozist okozhat. Vizsgaltak ezen feliil az egyes
Aspergillus izolatumok érzékenységét kiillonb6z6 antifungalis szerekre (amfotericin B,
itrakonazol, vorikonazol, pozakonazol). A fekete Aspergillus izolatumok esetében a MIC

(Minimum Inhibitory Concentration) érték alacsonynak bizonyult.

Alcazar-Fuoli és munkatarsai (2009) 34, spanyol betegekbdl szarmazo, klinikai fekete
Aspergillus izolatumot vizsgaltak, melyeket korabban A. niger-nek hataroztak morfologian
alapuldé modszerekkel. B-tubulin génszekvencidik alapjan az izolatumok 3 kladra kiiloniiltek: a
torzsek tobb mint fele (18) A. tubingensis-nek, 13 izolatum A. niger-nek, 3 pedig A. acidus-nak

bizonyult. Tesztelték az izolatumok antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét Is
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(amfotericin B, itrakonazol, vorikonazol, ravukonazol, pozakonazol, terbinafin, kaszpofungin,
mikafungin), és megallapitottak az egyes szerekhez tartozé MIC és MEC (Minimum Effective
Concentration) értékeket. Az itrakonazolhoz tartoz6 MIC-értékek alapjan az izolatumok harom
jol elkiilonithetd csoportra oszthatok. Ezek az alacsony és magas MIC-értékkel rendelkezok, és
egy harmadik csoport, ami esetében ez a szer egy szokatlan, paradox hatast mutatott (Chamilos
és mtsai. 2007). Ez abban nyilvanult meg, hogy a gomba a MIC-értéknél magasabb
koncentracid mellett képes volt novekedni. Ez az elsé eset, hogy azolok paradox hatasat
tapasztaltak Aspergillus fajokkal szemben. Mind a paradox hatast mutatdo, mind a magas
itrakonazol MIC-értékkel rendelkezd torzsek vorikonazol és ravukonazol MIC-értékei is
magasak voltak. Az 0sszes torzs érzékeny volt amphotericin B-re, terbinafinra és

echinocandinra.

Howard és munkatarsai (2011) 1994 ¢és 2007 kozott Nagy-Britanniaban izolalt 43
Klinikai fekete Aspergillus torzset vizsgaltak, és minden izolatum ITS-, kalmodulin. és f3-
tubulin-régioit megszekvenaltak. A kalmodulin és B-tubulin gének alapjan az izolatumok 5
kladot alkottak. A 43 izolatumbol 25 A. welwitschiae-nek, 10 A. tubingensis-nek, 5 A. niger-
nek, 3 pedig A. acidus-nak bizonyult. Az ITS-szekvenciak nem voltak alkalmasak arra, hogy
segitségiikkel ezek a kozeli rokon fajok elkiilonithetdek legyenek. Az izolatumok antifungalis
szerekkel szembeni érzékenységét is tesztelték, és azt tapasztaltak, hogy 9/25 A. welwitschiae,
8/10 A. tubingensis, 2/5 A. niger és 3/3 A. acidus izolatum rezisztens volt itrakonazollal
szemben (MIC > 4 mg/l). Ez alatamasztja, hogy a fajcsoporton beliil egyes fajok nagyobb

rezisztenciat mutatnak az azolokkal szemben.

Kredics és munjatarsai (2008) szemfertdzésekbdl szarmazé indiai fekete Aspergillus
izolatumok fajszintii eloszlasat vizsgaltak. A 7 izolatum koziil 2-2 az A. brasiliensis, A. niger
és A. tubingensis fajba tartozott, mig 1 torzs A. welwitschiae-nek bizonyult kalmodulin

génszekvenciaik alapjan.
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Fiilfertozések

A kiils6 hallojarat gombas eredetii gyulladasat (otitis externa mycotica) legtobbszor a
Candida és Aspergillus nemzetségekbe tartoz6 gombak okozzak. Az otomikoézis elterjedése
globalisnak tekinthetd, bar a meleg, nedves, poros kornyezetben gyakrabban jelenik meg (Joy
és mtsai. 1980). Tiinetei flilviszketés, flilfajas, hallascsokkenés és fiilzagas lehetnek. A
gyulladés Osszefiiggésben all a feliileti epitelidlis hamlas kovetkeztében kialakuld térmelék
jelenlétével, mely hifdkat tartalmazhat. Sulyos esetben a fert6zés a kiilsé hallojaratbol
atterjedhet a kozépfiilre is, s6t a hallocsontokat is befedheti, bar ez utdbbi elsdsorban
immunszupresszalt betegek esetében fordulhat elé (Kaur és mtsai. 2000). Az eddigi irodalmi
adatok szerint az Aspergillus fajok koziil az A. niger felelds a legtobb megbetegedésért
(Munguia ¢és Daniel 2008, Bonifaz és mtsai. 2010, Fasunla és mtsai. 2007, Ozcan és mtsai.
2003), azonban a fiilfert6zésekbol szarmazo fekete Aspergillus izolatumokat minden esetben

morfoldgiai alapon azonositottak, szekvenciaalapt fajazonositds még nem tortént.
Fekete Aspergillus fajok mikotoxintermelé képessége
Ochratoxinok

Az ochratoxin A (OTA) mikotoxint Aspergillus ochraceus torzsekben azonositottak
el6szor (van der Merwe és mtsai. 1965). Ez a toxin erdsen nefrotoxikus és hepatotoxikus, de
immunszupresszans, teratogén ¢€s karcinogén tulajdonsagat is bizonyitottak (Smith és Moss
1985, Lea és mtsai. 1989). Az OTA osszefiiggésbe hozhato a balkani endemikus nefropatias
esetekkel (Krogh és mtsai. 1977). Ragcesalokon végzett kisérletek is igazoltak az OTA
karcinogén hatasait (Bendele és mtsai. 1985, Boorman és mtsai. 1992), melyek értelmében az
OTA az egyik legpotensebb vesekarcinogén. Az allatkisérleti adatok alapjan az OTA-t a
Nemzetkdzi Rakkutatasi Ugynokség (IARC, 1993), mint lehetséges human karcinogént, a 2B

csoportba sorolta.

Az ochratoxinok kémiai szerkezetiik alapjan dihidroizokumarin vazhoz kapcsol6do f-
fenilalanin vegyiiletek. Biologiai hatasuk szempontjabol elsdsorban a klorszarmazékok akut

toxicitasa nagy. Az OTA kevésbé toxikus, klormentes szdrmazéka az ochratoxin B (4. 4bra).
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R, R, R, R, R
Ochratoxin A fenilalanil Cl H H H
Ochratoxin B fenilalanil H H H H
Ochratoxin C fenilalanil-etil-észter CI H H H
Ochratoxin A-metil-észter fenilalanil-metil-észter ClI H H H
Ochratoxin B-metil-észter fenilalanil-metil-észter H H H H
Ochratoxin B-etil-észter fenilalanil-etil-észter H H H H
Ochratoxin o OH Cl H H H
Ochratoxin 3 OH H H H H
4R-Hidroxiochratoxin A fenilalanil Cl H OH H
4S-Hidroxiochratoxin A fenilalanil Cl OH H H
10-Hidroxiochratoxin A fenilalanil Cl H H OH

4. abra. Ochratoxinok szerkezete

Ochratoxinokat Aspergillus és Penicillium fajok is termelhetnek. Az OTA-termeld
képességgel rendelkezd fajok tobbsége az Aspergillus nemzetség Circumdati szekcidjanak
tagja (Krogh 1978), de a nemzetség mas szekciodiba tartozo fajok kézott is szamos OTA-termeld
fordul el6. A fekete Aspergillus fajok kozil az A. carbonarius termel legnagyobb
mennyiségben OTA-t (Téren és mtsai. 1996), de az A. niger és A. welwitschiae is termelheti ezt

a mikotoxint (Varga és mtsai. 2009a).
Fumonizinek

A fumonizinek karcinogén mikotoxinok, melyeket Fusarium verticillioides-ben
azonositottak el6szor (Gelderblom és mtsai. 1988; Bezudienhout és mtsai. 1988), majd mas
Fusarium fajokban is kimutattak (Marin és mtsai. 2004). Elelmiszer- és takarmanybiztonsag
szempontjabol a legfontosabb toxinok kozé tartoznak. A fumonizinek természetes eléfordulasa
Fusarium verticillioides-szel fert6zott kukorica, illetve kukoricaalapti termékek esetében
jelentds. Szardinian egyes kukoricatételekben 250 pg/g fumonizint is kimutattak, mig Koreaban
150 mg/kg szintet is mértek. Hazankban a legmagasabb eddig észlelt legnagyobb
szennyezettség 75 mg/kg volt (Varga és mtsai. 2009b).
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Szamos kiilonb6zé fumonizin izomert azonositottak (Bartok és mtsai. 2006), a
leggyakrabban a B1 (FB1), B2 (FB2) és B3 (FB3) fordulnak el6, ezek mindegyike rakkelté hatast
(5. abra). Szerkezetiik hasonlo a szfingolipid intermedierekéhez, ezért akadalyozzak azok
metabolizmusat, azaltal, hogy gatoljak a ceramid-szintaz enzimet (Wang és mtsai. 1991), igy a
szfinganin és a szfingozin mennyisége megemelkedik, a szfingolipidek képzddése pedig
gatlodik. A szabad szfingoid bazisok toxikusak, apoptozist idéznek el6 a sejtben, ezaltal ezek
felel6sek a hepato- és nefrotoxikus hatasokért. A szfingolipidek esszencialis komponensei az
eukariota membranoknak, szerepiik van tovabba a sejtnovekedésben €s differencidlodasban is.
A fumonizinek egyik hatasa baromfiembriokban a rendellenes gericveldcsé-zarodas, melyet a
folsavtranszport gatlasa révén idéznek eld. (Varga és mtsai. 2009b). A fumonizineket tartjak
felel6snek egyes dél-afrikai nyel6csorakos esetekért (Marasas és mtsai. 1988a; Yoshizava és
mtsai. 1994), de okozhatjak lovak agylagyulasat (Marasas és mtsai. 1988b), valamint sertések
tid6odémajat is (Haschek és mtsai. 2001; Bouhet és mtsai. 2006). A FB: patkanyokban
majrakot okoz, valamint hepato- és nefrotoxikus hatasti (Stockmann-Juvala és Savolainen
2008). Ezen eredmények alapjan a Nemzetkozi Rékkutatasi Ugyndkség (IARC, 2002) a 2B

karcinogén csoportba sorolta, ami azt jelenti, hogy ez a toxin lehetséges human karcinogén.

COOH O

HOOC

HOOC
COOH O
R, R, Osszegképlet
FumoniznB, OH OH C,H,NO,,
FumonizinB, OH H C.,H,NO,,

Fumonizin B, H OH C,H,NO,,
Fumonizin B, H H C,;HsNO,,

5. abra. Fumonizinek szerkezete
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A fumonizin génklasztert F. verticillioides-ben Proctor és munkatarsai (2003), valamint
Brown és munkatarsai (2005) jellemezték. A toxin termeléséért legalabb 15 gén felelés, melyek
egy 42 kb méreti génklaszterben helyezkednek el. Az A. niger torzsek teljes
genomszekvenalasa utan kideriilt, hogy ezek is tartalmaztak, a F. verticillioides-sel homolog
fumonizin géneket (Baker 2006; Pel és mtsai. 2007). Mivel ez a két gombanemzetség nagyon
tavoli rokonsagban all egymassal, vertikalis géntranszferrel nehéz megmagyardzni a
fumonizintermel6 képességiiket, de annak is kicsi a valdszintisége, hogy az egész génklaszter
horizontalis géntranszferrel jutott at a Fusarium-okbol az Aspergillus-okba (Frisvad és mtsai.
2007).

A fumonizin-bioszintézis kulcsenzime egy poliketid-szintdz. A folyamat kezdeti
lépéseként egy linedris, 18 C-atomos lanc jon létre, melyhez egy oxoamin-oxidaz (FUMS)
kapcsol tovabbi 2 C-atomot és egy amino-csoportot, melyek alaninbol szarmaznak. A karbonil-
csoport redukcidja és oxigenacid utan két propan-1,2,3-trikarboxilsav kapcsolodik
észterkotéssel a molekulahoz. A fumonizinek szerkezetileg rokon vegyiiletei az Alternaria
fajok altal termelt fitotoxikus AAL (Alternaria alternata f. sp. lycopersici) toxinok, és az A.
fumigatus szfingofungin nevii metabolitja (Varga és mtsai. 2009b). A Fusarium fajok
névénykivonatot tartalmazo, alacsony so-, vagy cukortartalmt taptalajokon, magas vizaktivitas
mellett, mig az A. niger izolatumok magas ozmotikumtartalmu (magas so- vagy cukortartalmu)
taptalajokon termelnek nagyobb mennyiségben fumonizineket (Frisvad és mtsai. 2007).

A fekete Aspergillus-ok lehetséges fumonizin-termelése azért jelentés, mert sok
¢lelmiszer- és takarmanynovényrdl tenyészthetk, igy azok fumonizint tartalmazhatnak.
Megtalalhatok sz6lon, kévén, hagyman, mangén, kukorican ¢és egyéb gabondkon,
foldimogyoron, szaritott gylimolcsokon és még sok mas terményen (Pitt és Hocking 1997).
Irodalmi adatok alapjan az A. niger fontos opportunista patogén kiilonbdz6 névényeken. Sz616
esetében fiirt- és bogyorothadast okoz, és mazsolardl is izolalhato (Varga és mtsai. 2004). Az
ipari biotechnologiadban az A. niger-t széles korben alkalmazzak, elsésorban citromsav,
gliikonsav és kiilonbozo extracellularis enzimek termelésére, ezért felmeriilhet ezeknek a
termkeknek is a fumonizinekkel torténd szennyezddése.

Az elsé adat A. niger fumonizin Bo-termelésérdl Frisvad és munkatarsaitol (2007)
szarmazik. Kés6bb kavérol izolalt A. niger torzsek FBo-termelését (Noonim és mtsai. 2009),
majd szaritott sz6l6szemekrdl és mazsolardl izolalt A. niger torzsek FB2 és FB4 termelését is
kimutattak (Mogensen és mtsai. 2010). Mansson és munkatarsai (2010) az A. niger FB2 és FBe
(izo-FB1) termelésére vald képességét igazoltak, mig Logrieco és munkatarsai (2009) olasz

mustmintakat vizsgaltak, melyek FB»-t tartalmaztak.
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Célkituzések

Munkank soran a kovetkez6 célokat tuztiuk ki:

Az Aspergillus nemzetség atfogé filogenetikai elemzése az Aspergillus nemzetségen
beliili rokonsagi viszonyok pontos feltérképezése érdekében. Filogenetikai analizis

93 torzs bevonasaval, ML és MrBayes mddszerekkel.

Két kozeli rokon faj, az A. niger és A. welwitschiae genetikai variabilitasanak
vizsgalata. A két faj morfoldgiai alapon nem kiilonithetd el egymastol, de kalmodulin
szekvenciaik alapjan egyértelmiien elkiiloniilnek. Kérdés, hogy ez a kiilonbség kiterjed-
e egyéb genomi régidkra is. A UP-PCR mddszer alkalmas a genomszint{i variabilitas

vizsgalatara.

Fiilfert6zésekb6l szarmazo fekete Aspergillus izolatumok azonositasa,
érzékenységiik  vizsgalata Kkiilonbozé antifungalis szerekkel szemben.
Fiilfert6zésekbol eddig csak A. niger-t azonositottak, de egyéb fekete Aspergillus fajok
is okozhatnak opportunista mikdzisokat. A morfoldgiai megjelenésiikben egyforma
fajok részleges kalmodulin szekvenidik alapjan elkiilonithetéek. Az kiillonbozo fajok
eltér6 mértékben lehetnek érzékenyek antifungalis szerekre. Leveshigitasos

mikrodilucios mddszerrel megallapithato egy torzs érzékenysége.

Elelmiszerekr6l szarmazé fekete Aspergillus izolatumok azonositiasa, az
izolatumok fumonizin-termelésének vizsgialata, valamint a vizsgalt élelmiszerek
fumonizin-tartalmanak vizsgalata. Fekete Aspergillus-ok szamos élelmiszerben
eléfordulhatnak, és potencidlis fumonizin termelésiik egészségiigyi kockazatot jelent.
Célunk fekete Aspergillus izolatumok gyljtése, és ezek fajszintli azonositasa
kalmodulin szekvencidik alapjan. A begyiijtott térzsek fumonizin termelésének,
valamint a vizsgalt élelmiszerek fumonizin tartalmanak meghatarozasara HPLC-MS

modszert alkalmazunk.
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Anyagok és modszerek

Filogenetikai analizis
DNS-kivonas, felszaporitds, szekvendlas

A filogenetikai vizsgalathoz a 1. tdblazatban feltlintetett 93 torzset hasznaltuk, melyeket
a CBS (Utrecht, Hollandia) torzsgyiijteményébdl szereztiik be. A genomi DNS izolalasa az
Ultraclean Microbial DNA isolation kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, USA) felhasznalasaval
tortént a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az RPB1, RPB2, Tsrl, Cct8, MCM7 és Acll
lokuszok szakaszai kertiltek amplifikalasra, majd szekvenalasra a 2. tablazatban feltiintetett

inditoszekvenciak segitségével. A PCR-elegyek végtérfogata 25 ul volt, dsszetételiik az alabbi:

- 2,5 ul 10-szeres PCR puffer

- 0,75 ul 50 mM MgCl;

- 1,85 ul 1 mM dNTP mix

- 0,5-0,5 ul 100 mM primer

- 16,55 pl steril bidesztillalt viz

- 0,1 pl Tag- polimeraz enzim (BioTaq, Bioline)
- 1 pl templat DNS

A PCR soran a kdvetkezd programot alkalmaztuk:

1.) denaturacié: 30 masodperc, 94 °C
2.) hibridizaci6: 30 méasodperc, 51-47 °C
3.) polimerizaci6: 60 masodperc, 72 °C

4.) utopolimerizécio: 10 perc, 72 °C

Az 1-3. 1épések Osszesen 40 ciklusban ismétlddtek. Az elsd 6t ciklusban a hibridizacio
hémeérséklete 51 °C volt, ezt 5 ciklusban 49 °C-os hibridizaciés hdmérséklet kovette, majd az
utolso 30 ciklusban a primerkotddés 47 °C-on zajlott. Végiil utdpolimerizacios 1€pésként 72
°C-ot alkalmaztunk 10 percen keresztiil. A reakcio végén a foloslegben jelenlévd primer
oligonukleotidokat és a dNTP mix maradékat QIAQuick PCR Purification Kit (Qiagen)
segitségével tavolitottuk el. A megtisztitott PCR-termékeket 50 pl steril bidesztillalt vizben
szuszpendaltuk.
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1. tablazat: A filogenetikai analizisbe bevont Aspergillus torzsek (NB = nem besorolt)

Nemzetség Faj Szekcio Tipustorzs
Aspergillus aculeatus Nigri 172.66T
Aspergillus aeneus Aenei CBS 128.54
Aspergillus allahabadii Terrei CBS 164.63
Aspergillus ambiguus Terrei CBS 117.58
Aspergillus amylovorus Usti 600.67T
Aspergillus arenarius Nigri 463.65NT
Aspergillus aureofulgens Terrei 653.74T
Aspergillus avenaceus Flavi 109.46NT
Aspergillus biplanus Sparsi 468.65NT
Aspergillus bisporus Bispori 707.71T
Aspergillus brasiliensis Nigri CBS 101740
Aspergillus calidoustus Usti 121611
Aspergillus campestris Candidi CBS 348.81
Aspergillus candidus Candidi 566.65NT
Aspergillus cervinus Cervini 196.64NT
Aspergillus clavatoflavus Flavi 473.65NT
Aspergillus clavatus Clavati 128202
Aspergillus conjunctus Sparsi 476.65NT
Aspergillus coremiiformis Flavi 553.77T
Aspergillus deflectus Usti CBS 109.55
Aspergillus duricaulis Fumigati CBS 481.65
Aspergillus eburneocremeus Aenei CBS 130.54
Aspergillus egyptiacus Usti 656.73NT
Aspergillus elongatus Usti CBS 387.75
Aspergillus flavus Flavi NRRL 3357
Aspergillus fumigatus Fumigati Af293
Aspergillus funiculosus Sparsi 116.56NT
Aspergillus gorakhpurensis Cremei CBS 648.74
Aspergillus gracilis Restricti CBS 115.36
Aspergillus heteromorphus Nigri CBS 117.55
Aspergillus heyangensis Aenei CBS 101751
Aspergillus implicatus Sparsi CBS 484.95
Aspergillus ivoriensis Raperi CBS 551.77
Aspergillus janus Terrei 118.45T
Aspergillus kanagawaensis Cervini 538.65NT
Aspergillus leporis Flavi 151.66T
Aspergillus microcysticus Terrei CBS 120.58
Aspergillus niger Nigri 513.88
Aspergillus niveus var. indicus Terrei CBS 444.75
Aspergillus ochraceoroseus Ochraceorosei 101887
Aspergillus ochraceus Circumdati 108.08NT
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Nemzetség Faj Szekcid Tipustorzs
Aspergillus panamensis Sparsi CBS 120.45
Aspergillus penicillioides Restricti 130294
Aspergillus proliferans Aspergillus CBS 121.45
Aspergillus pulvinus Cremei 578.65NT
Aspergillus raperi Raperi CBS 123.56
Aspergillus restrictus Restricti 117.33NT
Aspergillus robustus Circumdati 649.93T
Aspergillus roseoglobosus Circumdati CBS 112800
Aspergillus saccharolyticus Nigri CBS 127449
Aspergillus sclerotiorum Circumdati CBS 549.65
Aspergillus silvaticus Silvati CBS 128.55
Aspergillus sparsus Sparsi 139.61INT
Aspergillus steynii Circumdati 112812T
Aspergillus subsessilis Terrei CBS 502.65
Aspergillus sydowii Versicolores 264.81
Aspergillus terreus Terrei NIH 2624
Aspergillus togoensis Flavi 272.89
Aspergillus versicolor Versicolores 245.65
Aspergillus viridinutans Fumigati CBS 127.56
Aspergillus wentii Cremei 104.07NT
Aspergillus westerdijkiae Circumdati CBS 112803
Aspergillus zonatus Flavi 506.65NT
Aspergillus tamarii Flavi SZMC 21469
Basipetospora halophila Polypaecili 380.74T
Chaetosartorya stromatoides Cremei CBS 265.73
Cristaspora arxii Cremei 525.83T
Dichotomomyces cejpii Clavati 157.66NT
Emericella aurantiobrunnea Nidulantes CBS 465.65
Emericella heterothallica Usti CBS 489.65
Emericella nidulans Nidulantes FGSC A4
Eurotium amstelodami Aspergillus 518.65NT
Eurotium herbariorum Aspergillus 516.65NT
Fennellia flavipes Terrei 260.73T
Fennellia neonivea Terrei CBS 115.27
Fennellia nivea Flavipedes CBS 261.73
Hamigera avellanea NB 295.481s0T
Hemicarpenteles thaxteri NB CBS 105.25
Neocarpenteles acanthosporum Clavati 558.71T
Neosartorya fennelliae Fumigati CBS 598.74
Neosartorya fischeri Fumigati NRRL 181T
Neosartorya pseudofischeri Fumigati CBS 208.92
Neosartorya stramenia Fumigati CBS 498.65
Penicillium inflatum Cremei CBS 682.70
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Nemzetség Faj Szekcid Tipustorzs

Petromyces alliaceus Flavi CBS 542.65
Phialosimplex caninus Polypaecili 128032T
Phialosimplex chlamydosporus Polypaecili 109945T
Phialosimplex sclerotialis Polypaecili 366.77T
Polypaecilium insolitum Polypaecili 384.61

Sclerocleista ornata NB 124 53NT

Sclerocleista thaxteri NB 105.25

Talaromyces marneffei NB ATCC18284

Warcupiella spinulosa NB 512.65NT

2. tablazat: A filogenetikai rekonstrukcio6 soran felhasznalt inditdészekvenciak

Lokusz Primer Szekvencia (5°-3°) PC,R termek
mérete (bp)
F230Asp AAGCCMGAYCARTTGATYAAG
Acll ~770
R943Asp ARGCRCCRGTCTTRGCRTCC
F709FAsp ACYCGIGTITCRGAYGTHAARCC
MCM7 ~650
R1348Asp GAYTTRGCVACACCRGGRTCACCCAT
F1843 ATTTYGAYGGTGAYGARATGAAC
RPB1 ~1000
R3096 GRACRGTDCCRTCATAYTTRACC
5F Eur GAYGAYCGKGAYCAYTTCGG
RPB2 ~1220
7CR_Eur CCCATRGCYTGYTTRCCCAT
F1626 GARTAYCCBCARTCNGAIATGT
Tsrl ~820
R2434 ASAGYTGVARDGCCTTRAACCA
F660 GIGTKGTBAAGATCATGGGWGG
Cct8 ~850

R1595 RTCMACRCCNGTIGTCCAGTA



A PCR-termékek szekvenalasat a CBS Gombakutatdo Kozpontban (Utrecht, Hollandia)
végeztiik. A szekvencidkat mindkét iranybol leolvastuk. A felhasznalt inditdszekvencia-parok
megegyeztek a PCR soran hasznaltakkal. A reakcidé Osszemérésénél a DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing Kit-et (Amersham Bioscience) hasznaltuk. A szekvenalo reakciod

végtérfogata 10 pl volt, melynek dsszetétele a kdvetkezOképpen alakult:

- 0,85 ul BigDye reagens

- 3 ul puffer

- 4,75 ul bidesztillalt viz

- 0,4-0,4 ul 10 mM-os primer
- 1 pl templat DNS.

A reakcio termékeit Sephadex G-50 oszlopokon (Amersham Bioscience) tisztitottuk a gyartd
utasitasainak megfeleléen. A forward és reverz szekvencidkat a LeserGene programcsomag

SeqMan programjanak segitségével allitottuk dssze kontigga.
Filogenetikai rekonstrukcio

A szekvencidk illesztését PRANK v.140603 modszerrel végeztilk az alapértelmezett
beallitasok mellett (Loytynoja 2014). Az egyedi szekvencidkat a SequenceMatrix 1.8 program
segitségével fliztikk 6ssze (Vaidya és mtsai. 2011). Az adathalmazbol a PhyML programmal
egy Maximum Likelihood (ML) torzsfat generaltunk (Silvestro és Michalak 2012). Az analizis
soran ~ GTR+I"  nukleotid-szubsztiticios  modellt alkalmaztunk. Az  elagazasok
megbizhatdsdganak ellendrzésére bootstrap analizist alkalmaztunk 1000 ismétlésben. A Bayes-
i analizis soran a MrBayes 3.2.6 szoftvert alkalmaztuk (Ronquiest és mtsai. 2012) GTR+I"
nukleotid-szubsztiticios modell mellett. Az alkalmazott generacioszam 107, a ,,burnin” 25%
volt. A két fliggetlen futas alatt minden 1000. generaciobdl tortént a mintavétel. A robotok
szama négy volt (1 hideg és 3 meleg lanc). Kiilcsoportnak egy Talaromyces marneffei torzset
(ATCC 18224) valasztottunk.

Az A. niger és az A. welwitscheae testvérfajok kozotti kiilonbségek vizsgalata
UP-PCR analizis

Az analizis soran a 3. tdblazatban feltilintetett 8 primert hasznaltuk fel. A mintazatokbol
Osszesen 88 fragmentumot vettiink figyelembe a binaris matrix elkészitésénél. A filogenetikai

analizist a PHYLIP programcsomag 3.67 (Felsenstein 2007) verzidjanak programjaival
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végeztiik. A filogenetikai fat ,,neighbor joining” maddszerrel készitettiik (Saitou és mtsai. 1987),

a programcsomag Neighbor programjaval.

3. tablazat: A UP-PCR analizis soran hasznalt inditészekvenciak (Bulat és mtsai. 1994, 2000,
Liibeck és mtsai. 1998).

Primer neve Szekvencia (5°-3°)
L45 GTAAAACGACGGCCAGT
Asl5inv CATTGCTGGCGAATCGG
L15/As19 GAGGGTGGCGGCTAG
AA2M?2 CTGCGACCCAGAGCGG
L21 GGATCCGAGGGTGGCGGTTCT
3-2 TAAGGGCGGTGCCAGT
AS4 TGTGGGCGCTCGACAC
AS15 GGCTAAGCGGTCGTTAC

UP-PCR program:

1.) elédenaturacio: 1 perc, 94 °C

2.) denaturéci6: 30 masodperc, 94 °C
3.) hibridizécio: 45 masodperc, 55 °C
4.) polimerizécio: 1 perc, 72 °C

5.) utopolimerizacio: 2 perc, 72 °C

A 2-4. 1épéseket 35 ciklusban hajtottuk végre.
Fiilfertozésekbdl szarmazé fekete Aspergillus izolatumok vizsgalata
Vizsgalt torzsek

A vizsgalathoz 14 Magyarorszagrol és 7 Irdnbdl szarmazod torzset hasznaltunk. A
magyar torzseket a Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpontjabol
szereztiik be, az irani torzsek pedig a Jundishapur Orvostudomanyi Egyetemrél érkeztek

(Ahvaz, Iran).
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Tiszta tenyészet létrehozdsa

Az izolatumokat MEA (Biolab, Magyarorszag) taptalajon tenyésztettiik 5 napig 25°C-
on, majd YPD (1% élesztokivonat, 1% pepton, 1% D-gliikdz, 2% agar) ferde agarra oltottuk at,
tovabbi 5 napig inkubaltuk 25°C-on, majd 4°C-on taroltuk.

A micélium felszaporitisa, DNS izoldlas

A DNS-kivonashoz a micélium felszaporitasat mikrocentrifuga-csévekben végeztiik. 1
ml YPD tapoldatba (1% élesztokivonat, 1% pepton, 1% D-gliikz) egy kacsnyi mintat oltottunk
a tiszta tenyészetekbdl, majd 3 napig 25 °C-on razattuk (120-150 rpm). Amennyiben megfeleld
novekedést tapasztaltunk, a mikrocentrifuga-cséveket 10000 rpm-es fordulatszamon (12350 g)
centrifugaltuk 3 percig, majd eltavolitottuk a tapoldatot a lelilepedett micélium tetejérél. A
DNS-kivonashoz az Epicentre Biotechnologies® MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit-et
hasznaltuk a gyart6 utasitasainak megfeleléen. A micéliumhoz steril homokot és lizis-puffert
adtunk, és mikropisztillus segitségével mechanikai roncsolast alkalmaztunk. A DNS

kivonatokat -20°C-on taroltuk.
Az izolatumok molekularis azonositasa kalmodulin szekvencidak alapjan

Cmd5 és Cmd6 inditészekvenciak (Hong és mtsai. 2006) a kovetkezOk voltak:

Cmd5: CCGAGTACAAGGAGGCCTTC
Cmd6: CCGATAGAGGTCATAACGTGG

A kalmodulin PCR-reakcioelegy dsszetétele (20 ul-es végtérfogatban):
Egyszeres toménységli Dream Taq puffer (1,5 mM MgClo-ot tartalmaz) (Thermo
Scientific)
0,02 mM dNTP-oldat (Thermo Scientific)
4-4 pmol Cmd5 és Cmd6 primer
0,2 ul (1 U) Dream-Tag DNS-polimeraz (Thermo Scientific)
1 pl (10-100 ng) templat DNS
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A kalmodulin PCR program:

A kivant génszakasz sokszorositasara a Bio-Rad cég MJ Mini Gradient Thermal Cycler
késziilékét hasznaltuk. A reakcid 1épései a kovetkezok voltak:

1.) el6denaturacié: 2 perc, 95 °C

2.) denaturécio: 30 masodperc, 95 °C

3.) hibridizécio: 40 masodperc, 56 °C

4.) polimerizaci6: 45 masodperc, 72 °C

5.) utépolimerizacio: 2 perc, 72 °C

A 2-4. 1¢épéseket 35 ciklusban ismételtettiik.
Gélelektroforézis

A PCR-termékeket 1%-os agar6z gélen futtattuk 5-10 V/em fesziiltség mellett
horizontalis  gélelektroforézis késziilek segitségével. A  DNS-termékek méretének
meghatdrozasahoz Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) molekulasuly-
markert hasznaltunk. A fragmentumok lathatova tételéhez GR Green DNS-festéket
hasznaltunk. Futtatds utdn a DNS-savokat 254 nm-es UV-atvilagitassal tettiik lathatova. A
gélfotok elkészitéséhez az UVP cég BioDoc-It™ géldokumentécios berendezését hasznaltuk.

A PCR-termékek szekvenalasa a filogenetikai rekonstrukcional leirtakhoz hasonldan tortént.
A fajok meghatarozdsa, torzsfa készitése

A szekvencidkat a BioEdit programmal jelenitettiik meg, majd ezeket egyenként a
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) internetes adatbazisaval vetettiik Ossze ,,nucleotide
BLAST” segitségével (Altschul és mtsai. 1990). A szekvenciakat a MEGA szoftvercsomag 4.
verzidjanak segitségével illesztettiik (Tamura és mtsai. 2007). A hianyz6 nukleotidokat a
program 06todik karakterallapotként kezelte. A parszimonia szempontjabol nem informativ
karaktereket kizartuk. A program minden karaktert azonos sullyal vett figyelembe. A topoldgia
megbizhatdsadganak ellendrzésére bootstrap analizist alkalmaztunk 1000 ismétlésben (Hillis és

Bull 1993). Kiilcsoportnak egy A. flavus torzset vontunk be a vizsgalatba.

Fiilfertozésekbdl szarmazo fekete Aspergillus izolatumok antifungdlis szerekkel szembeni

érzékenységének vizsgalata

Az kivalasztott antifungalis szerek in vitro antifungalis aktivitasat leveshigitasos

mikrodilucidos modszerrel vizsgéaltuk a Klinikai és Laboratoriumi Standardok Intézetének
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(Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI) ajanlasa alapjan (NCCLS 2002). A
minimalis gatldé koncentraciéo (minimum inhibitory concentration - MIC) értékeket 96 lyukat
tartalmazo mikrotiter-lemezeken hataroztuk meg tigy, hogy az optikai denzitast (OD) mértiik
620 nm-en Jupiter HD mikrotiterlap-olvas6 fotométer segitségével (ASYS Hitech GmbH,
Eugendorf, Ausztria). A vizsgalathoz RPMI 1640 médiumot (Sigma-Aldrich) hasznaltunk,
mely tartalmazott L-glutamint, de nem tartalmazott Na-bikarbonatot. A tapleves pH-jat 7,0-re
allitottuk be 0,165 M MOPS-oldat hozzaadasaval.

Az izolatumokat YPD agarlemezen tenyésztettiik 5 napig 25 °C-on, majd konidium-
szuszpenziot készitettiink steril fiziologias sdoldatban. A konidiumok szamat Biirker-kamra
segitségével hataroztuk meg, és 5x10% konidium/ml értékre allitottuk be. Ehhez a higitast RPMI
1640 taplevesben végeztilk. A vizsgalatba a kovetkezd antifungalis szereket vontuk be:
flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, terbinafin, amfotericin B (Sigma-Aldrich). Az
antifungalis szereket DMSO-ban oldottuk fel. Az itrakonazol, terbinafin és amfotericin B
esetében 0,031-16 pg/ml, a ketokonazolnal 0,062-32 pg/ml, mig flukonazolnal 0,125-64 pg/ml
koncentracio-tartomanyt allitottunk be felezd higitassal. A lemezeket 35 °C-on inkubaltuk 48
oran keresztiil, majd meghataroztuk azt a koncentraciot, amely 100%-os novekedési gatlast

eredményezett (MICiop).
Elelmiszereken eléfordulé fekete Aspergillus izolatumok

A vizsgalt novényi részeket Dikloran-bengalrozsa-kloramfenikol (DRBC, 0,5% pepton,
1% gliikoz, 0,1% KH2PO4, 0,0002% Dichloran, 0,05% MgSQOa4, 0,01% kloramfenikol, 0,0025%
bengalrozsa, 2% agar) agarlemez feliiletére helyeztiik, majd a lemezeket 3 napig 25 °C-on,
sotétben inkubaltuk. A tenyészetekbdl YPD agarlemezeken tiszta tenyészeteket készitettlink. A
torzseket YPD ferde agaron, 4 °C-on taroltuk. A fajszintli azonositashoz és a torzsfa

készitéséhez a flilfertdzésekbdl szarmazo torzsek esetén alkalmazott modszereket hasznaltuk.
Fumonizin-extrakcio

A vizsgalt élelmiszerek fumonizin-tartalmanak vizsgalata soran a novényi részek 1 g-
jahoz 8 ml metanol:viz (1:3, v/v) elegyet mértiink. UltraTurrax T25 (IKA, Staufen,
Németorszag) nagysebességli homogenizatort alkalmazva razattuk a mintakat (20000 rpm, 4
perc) majd 10 percig 10000 rpm fordulaton centrifugaltuk. A feliilisz6 fumonizintartalméat
kozvetleniil mértik RP-HPLC/ESI-IT-MS? (Reversed-Phase High-Performance Liquid
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Chromatography with Electrospray lonization lon Trap Tandem Mass Spectrometry) technikat

alkalmazva.

Az izolatumok fumonizintermeld képességének vizsgélata soran a térzseket CYA20S
taptalajon (20% szacharéz, 0,5% élesztékivonat, 0,1% KoHPO4, 0,03% NaNOs, 0,005% KClI,
0,005% MgSOa, 0,0001% FeSO4, 0,0001% ZnSO* 0,00005% CuSO4, 2% agar) tenyésztettiik
25 °C-on, 7 napig. Az agarlemezekbdl dugofuroval 5 db 6 mm atmérdjii korongot vagtunk ki
csészénként. Az extrakcidot 6 ml metanol:viz (3:1; v/v) elegyével végeztilk. A fent emlitett
nagysebességili homogenizatort alkalmazva razattuk a mintakat (20000 rpm, 4 perc), majd 10
percig 10000 rpm fordulaton centrifugaltuk. A feliiliszébol 2 ml-t beszaritottunk, majd tjra
feloldottuk 500 pl metanol:viz (3:1, v/v) elegyében. Ennek fumonizintartalmat kdzvetleniil

vizsgaltuk RP-HPLC/ESI-IT-MS? technikéval.

Az analizis reverz fazist HPLC/ESI-IT _MS modszerrel tortént (Bartok és mtsai. 2006,
2010), egy Agilent 1090 Series II HPLC (Waldbronn, Germany) késziilékkel. A HPLC
elvélasztast YMC-Pack J’sphere ODS H80 (YMC Europe GmbH, Dinslaken, Németorszag)
(250 mm x 2,1 mm, 4 pm) HPLC oszlopokon végeztiik. Az oldoszergradiens alkotoi egyrészt
desztillalt viz és 0,1% hangyasav, masrészt acetonitril és 0,1% hangyasav voltak. Egy-egy ul
mintat fecskendeztiink az oszlopokra. Az elvalasztott vegyiileteket Varian (Palo Alto, CA,
USA) 500 IT-MS késziilékkel detektaltuk, melyhez egy ESI forras volt csatlakoztatva. A

kiilonb6z6 fumonizin izomerek mennyiségét kalibracios egyenes alapjan szamoltuk ki.
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Eredmények és értékelésiik

Az Aspergillus nemzetség filogenetikai analizise

A teljes Aspergillus nemzetséget reprezentativan mintazé filogenetikai vizsgalatot
végeztiink 93 faj bevonasaval. Az elemzés soran 6 génszakaszt szaporitottunk fel, majd
bazissorrendjiiket meghataroztuk. Az RPB1, RPB2, Tsrl, illetve a Cct8 (dajkafehérje) lokuszok
mar alkalmasnak bizonyultak az alnemzetség-szintii rokonsagi kapcsolatok megallapitasara a
Penicillium nemzetségen beliil (Houbraken és Samson 2011). Ezeken kiviil bevontuk az Acll
¢s MCM7 lokuszokat is az analizisbe. A szekvenciaadatok a GénBankba a kovetkezd
azonositokkal keriiltek feltoltésre: KY006730-KY006827. A kapott szekvenciak adatait elso
megkozelitésben onalldan, lokuszonként vizsgaltuk, majd — mivel az egyes lokuszok alapjan
szamolt torzsfak kozott 1ényeges topoldgiai eltérés nem mutatkozott - egy kombinalt adatsort
hoztunk létre. A filogenetikai analizist ML és MrBayes modszerekkel végeztiik el. A

filogenetikai rekonstrukcié eredményeit a 6. és 7. abrak szemléltetik.
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Versicolores szekcid

Nidulantes szekcid

Aenei szekcid

. Raperi szekcio
Aspergillus raperi CBS 123.56
Aspergillus egyptiacus CBS 656.73"
Aspergill i CBS 600.67"
_]m_'iAsperglllus deflectus CBS 109.55"
9 Aspergillus elongatus CBS 387.75' Usti szekcio
—‘m—f Aspergillus compatibilis CBS 489.65 (Emericella heterothallica)
Aspergillus calidoustus CBS 121611 :
Aspergillus silvaticus CBS 128.55"
Aspergillus bisporus CBS 707.71" Bispori szekcio

Asperg/llus ochraceoroseus CBS 101887 Ochraceorosei szekcid

100 “Aspergillus funiculosus CBS 116.56
% Aspergillus conj CBS 476.65'
Aspergillus p is CBS 120.457
Aspergillus implicatus CBS 484.95" Sparsi szekcid

Aspergillus sparsus CBS 139.61"
spergillus bipl: CBS 468.65"

Aspergillus niveus CBS 115.27"
Aspergillus allahabadii CBS 164.63"
Aspergillus neoindicus 444.75"
Asperglllus terreus NIH 2624

Aspergillus subsessilis CBS 502.
Asperylllus microcysticus C| Terrei szekcié

Aspergillus ambiguus CBS 117.58'
sperg:llus neoniveus CBS 261 73
Fennellia flavipes CBS 280 73

Aspergillus janus CBS 118.
100 —— Aspergillus campestris CBS
|—Aspergrllus candidus CBS

Candidi szekcio

86
Nigri szekcio

6. abra. Az Aspergillus nemzetséget reprezental6 6 génen (RPB1, RPB2, Tsrl, Cct8, Acll, MCM7)
alapulé Makimum Likelihood (ML) modszerrel készitett filogenetikai fa. Az agakon a
bootstrap értékek lathatok. Csak a 70% feletti értékeket tiintettiik fel.

36



100 Aspergillus coremiiformis CBS 553.77"
88 Aspergillus togoensis CBS 272.89
100 Aspergillus alli CBS 542.65 (Petromyces alliaceus)
Aspergillus flavus NRRL 3357 Flavi szekcio
Aspergillus tamarii SZMC 21469
Aspergillus leporis CBS 151.66"
Aspergill CBS 109.46"
1 Aspergillus westerdijkiae CBS 112803"

Aspergillus ochraceus CBS 108.08"

100 Aspergillus roseoglob CBS 12800"
Aspergill lerotiorum CBS 549.65"
Aspergillus steynii CBS 112812

Aspergillt CBS 649.93
Aspergillus fischeri NRRL 181'(Neosartorya fischeri)
Aspergillus fumigatus Af293
Aspergillus viridinutans CBS 127.56"
Aspergillus fennelliae CBS 598.74" (Neosartorya fennelliae) Fumigati szekcid
Aspergillus p CBS 498.65" (¢ ya i
Aspergillus duricaulis CBS 481.65
100 Aspergillus thermomutatus CBS 208.92" (Neosartorya pseudofischeri)

Aspergillus clavatus NRRL 1"
| o7 Jw_lil:%pergiﬂus acanthosporus CBS 558.7 ntele: Clavati szekcio
Aspergillus cejpii CBS 157.66" (Dichotom j
100 [:Aspergillus kanagawaensis CBS 538.65 Carini szekeis
Aspergillus cervinus CBS 196.64
A illus g P is CBS 648.74"
98 Aspergill ides CBS 265.73 (Chaetosartorya stromatoides)
8 Aspergillus wentii CBS 104.07"
Aspergillus arxii CBS 525.83" (Cristaspora arxii)
Aspergillus pulvinus CBS 578.65"
Aspergillus inflatus CBS 682.70"
100 Phialosimplex caninus CBS 1

Circumdati szekcio

Cremei szekcio

Polypaecili szekcid

I P ilum insolitum CBS 384.

yP

A ill ictus CBS 117.33"

A illus penicillioides CBS 130294

1 it i CBS 518.!
80 S 518.65

Restricti szekcio

Aspergillus glaucus CBS 516.65" (Eurotium herbariorum) Aspergillus szekcio

A illus proliferans CBS 121.45"

— Hemicarpenteles thaxteri CBS 105.25"
100 - Hemicarpenteles ornatus CBS 124.53
Penicillium chrysogenum Wisconsin 54.1255

78 Talaromy Il CBS 295.48" (Hamigera avellanea)

Aspergillus clavatoflavus CBS 473.65
! piella spinulosa CBS 512.65
A CBS 506.65

Tal: )! ffei ATCC18224"
—_—
0.1

6. abra (folytatas). Az Aspergillus nemzetséget reprezentald 6 génen (RPB1, RPB2, Tsrl,
Cct8, Acll, MCM7) alapuld6 Makimum Likelihood (ML) médszerrel készitett filogenetikai fa.
Az agakon a bootstrap értékek lathatok. Csak a 70% feletti értékeket tiintettiik fel.
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1 Aspergillus sydowii CBS 264.81
Aspergillus versicolor CBS 245.65
Aspergillus aurantiobrunneus Cl
Aspergillus nidulans F
Aspergillus aeneus CBS 128.54"
Aspergiflus eburneocremeus CBS 130.
Aspergillus heyangensis CBS 101751
Aspergillus ivoriensis CBS 551.77"
Aspergillus raperi CBS 123.56"

Aspergillus amylovorus CBS 600.67"

Aspergillus egyptiacus CBS 656.73"

Aspergillus calidoustus CBS 121611

Aspergillus compatibilis CBS 489.65 (Emericella heterothallica)
Aspergillus deflectus CBS 109.55"

Aspergillus elongatus CBS 387.75"

Aspergillus silvaticus CBS 128.55

Aspergils bisporus CBS 70771 _

Asperg;lrus ochraceoroseus CBS 101 887
{ Aspergillus conjunctus CBS 476.65"
Aspergillus panamensis CBS 120.45"
Aspergillus implicatus CBS 484.95"
Aspergillus biplanus CBS 468.65'
Aspergillus sparsus CBS 139.61"
1~ Aspergillus allahabadii CBS 164.63"
Aspergillus niveus CBS 115.27"
Aspergillus niveus var indicus 444.75"
Aspergillus subsessilis CBS 502.65
Aspergillus terreus NIH 2624
Aspergillus ambiguus CBS 117.58"
Aspergillus microcysticus CBS 120.58'
Aspergillus neoniveus CBS 261.73"
Aspergillus aureofulgens CBS 653.74"
Fennellia flavipes CBS 260.73'
Aspergillus janus CBS 118.45"
1 [ Aspergillus campestris CBS 348.81"
Aspergiﬂ'us candidus CBS 566. GST

0,98

1 Aspergillus brasiliensis CBS
1 | ; ; ;

Aspergillus niger CBS 513.88
Aspergillus carbonarius ITEM 5
Aspergillus heteromorphus CE
Aspergillus aculeatus ATCC
Aspergillus saccharolytic

0.08

Versicolores szekcio

Nidulantes szekcio

Aenei szekcio

Raperi szekcio

Usti szekcio

Bispori szekcid

Ochraceorosei szekcio

Sparsi szekciod

Terrei szekcid

Candidi szekci6

Nigri szekcid

7. abra. Az Aspergillus nemzetséget reprezentalod 6 génen (RPB1, RPB2, Tsrl, Cct8, Acll,
MCMY7) alapulé MrBayes modszerrel készitett filogenetikai fa. Az agakon a poszterior
valdszinliségek értékei lathatok. Csak a 0,95 feletti értékeket tiintettiik fel.
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1 Aspergillus coremiiformis CBS 553.77"
Aspergillus togoensis CBS 272.89
Aspergillus alliaceus CBS 542.65 (Petromyces alliaceus)
Aspergillus flavus NRRL 3357
Aspergillus gracilis CBS 115.36
Aspergillus leporis CBS 151.66"
A illus CBS 109.46"
1 Aspergillus ochraceus CBS 108.08"
Aspergillus westerdijkiae CBS 112803"
1 Aspergillus steynii CBS 112812"
1 Aspergillus roseoglobosus CBS 12800"
Aspergillus sclerotiorum CBS 549.65
Aspergillus robustus CBS 649.93
1 Aspergillus fumigatus Af293
Aspergillus fischeri NRRL 181"(Neosartorya fischeri)
Aspergillus viridinutans CBS 127.56"
Aspergillus fennelliae CBS 598.74" (Neosartorya fennelliae)

-

Aspergillus paleaceus CBS 498.65" (Neosartorya stramenia)
Aspergillus duricaulis CBS 481.65'

Aspergillus thermomutatus CBS 208.92" (Neosartorya pseudofischeri)
Aspergillus clavatus NRRL 17

Aspergillus acanthosporus CBS 558.71" (Ne
Aspergillus cejpii CBS 157.66' (Dichotomomyces )
Aspergillus cervinus CBS 196.64 -

Aspergillus kanagawaensis CBS 538.65

11 Aspergillus proliferans CBS 121.45"
;‘i'lspergillus glaucus CBS 516.65' (Eurotium herbariorum)
Eurotium amstelodami CBS 518.65

_:Aspergillus penicillioides CBS 130294

1 Aspergillus restrictus CBS 117.33"

1 Phialosii inus CBS 128032
! Phialosimplex chlamyd CBS 10
|
;I

'k 24 P

Basipetospora halophila CBS 380.74

Phialosimpl ialis CBS 366.77
— Polypaecilum insolitum CBS 384.61
1 Aspergillus gorakhpurensis CBS 648.74
Aspergillus stromatoides CBS 265.73 (Chaetosartorya stromatoides)
Aspergillus wentii CBS 104.07"
Aspergillus pulvinus CBS 578.65"
Aspergillus arxii CBS 525.83' (Cristaspora arxii)
Aspergillus inflatus CBS 682.70"

1 Hemicarpenteles ornatus CBS 124.53
(& 1 E Hemicarpenteles thaxteri CBS 105.25'
Penicillium chrysogenum Wisconsin 54 1255

1 1 Aspergillus clavatoflavus CBS 473.65

Hamigera avell CBS 295.48'
Warcupiella spinulosa CBS 512.65

Aspergillus zonatus CBS 506.65
Talaromyces marneffei ATCC18224"

5

0.08

Flavi szekcio

Circumdati szekcio

Fumigati szekcid

Clavati szekcio

Cervini szekcio

Aspergillus szekcid

Restricti szekcid

Polypaecili szekcid

Cremei szekcio

7. abra (folytatas). Az Aspergillus nemzetséget reprezental6 6 génen (RPB1, RPB2, Tsrl,
Cct8, Acll, MCM7) alapuldo MrBayes modszerrel készitett filogenetikai fa. Az agakon a
poszterior valoszintiségek értékei lathatok. Csak a 0,95 feletti értékeket tlintettiik fel.
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Eredményeink alapjan az Aspergillus nemzetség 6 alnemzetségre ¢s 23 szekciora
bonthaté (4. tablazat). Az Aspergillus (bootstrap érték: 80 / poszterior valoszinliség: 1),
Polypaecili (100/1), Cremei (90/1), Fumigati (97/1) és Nidulantes (100/1) alnemzetségek
magas tamogatottsagi értékekkel rendelkeznek, a Circumdati (47/1) alnemzetség
tdmogatottsaga kisebb a ML analizis alapjan. A filogenetikai analizis egyértelmiien azt mutatja,
hogy az A. clavatoflavus és az A. zonatus fajok kiviil esnek az Aspergillus nemzetségen. A
nemzetségen beliill a ML analizis alapjan az Usti szekcido kivételével minden szekcid
monofiletikusnak bizonyult kézepes, vagy magas tdmogatottsagi érté¢kek mellett. Mind a ML-
mind a MrBayes analizis alapjan az Usti szekcid két csoportra kiiloniilt, ahol az A. amylovorus
¢és az A. egyptiacus fajok egy jol elhatarolodo kladot alkotnak magas tamogatottsagi értékek
mellett (92/1). Houbraken és Samson (2011) munkajuk soran elsésorban a Penicillium
nemzetség atfogd filogenetikai vizsgalatara helyezték a hangsulyt, de kitértek az egész
Trichocomaceae csalad rokonsagi viszonyaira is, igy vizsgalatukba szamos Aspergillus torzset
is bevontak. Eredményeik alapjan utaltak arra, hogy a vizsgalt Polypaecilum és Phialosimplex
nemzetségbe tartozd gombak az Aspergillus nemzetség Cremei és Aspergillus szekciojaba
tartozé fajokkal mutatnak rokonsagot. Ezt az dltalunk végzett vizsgalat is megerdsitette. Ennek
kovetkeztében ezeket a fajokat ezentil az Aspergillus nemzetség tagjainak tekintjiikk, ami a
nevezéktanban is ennek megfelel$ valtozast von maga utan. Igy a korabban Phialosimplex
caninus, Phialosimplex clamydosporus, Phialosimplex sclerotiales, Polypaecilum insolitum,
Polypaecilum pisci neveket visel6 fajok az Aspergillus nemzetségnevet kaptak (Kocsubé és
mtsai. 2016).
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4. tablazat: Az alnemzetségek és szekciok alakulasa az Aspergillus nemzetségen beliil (A
Petersoni szekciot nem vontuk be a dolgozatban részletezett munkaba, de a Kocsubé és
munkatarsai (2016) altal publikalt vizsgalat megerdsiti a helyzetiiket.)

Szekcio Alnemzetség

Usti
Cavernicola
Ochraceorosei
Bispori )
] Nidulantes
Sparsi
Nidulantes
Aenei

Raperi

Terrei
Candidi
Nigri
Flavi ) )
] ) Circumdati
Circumdati
Flavipedes
Jani

Petersoni

Fumigati
Clavati Fumigati

Cervini

Cremei Cremei

Aspergillus ]
o Aspergillus
Restricti

Polypaecili Polypaecili

Eredményeink alapjan a korabban Penicillium inflatum-ként ismert faj az Aspergillus
nemzetség Cremei szekcidjaban 1évé fajokkal mutatott rokonsagot. Peterson (1995, 2000)
tanulmanyozta kordbban ezt a szekciot, és molekularis tulajdonsagok alapjan ide sorolta az
addig mas szekciokba tartozo A. wentii (Wentii szekciobol), A. dimorphicus (Circumdati
szekciobol), A. gorakhpurensis és A. pulvinus (Versicolores szekciobol) fajokat. A P. inflatum

fajt Stolk ¢és Malla (1971) irtdk le. Megfigyelték, hogy a konidioférok megduzzadt cstcsi része
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¢és az erésen elagazd metula inkabb az Aspergillus nemzetség tagjaira jellemzd6, de a talpsejtek
hianya, a konidioforok vékony fala, és a metula nem egyidejiileg torténd fejlédése miatt ugy
dontottek, hogy a fajt a Penicillium nemzetséghez soroljak. A P. inflatum termel
sterigmatocisztint (Rank és mtsai. 2011), mely vegyiiletet kizarolag Aspergillus fajok termelnek
(Samson és mtsai. 2014), ami szintén megerGsiti, hogy ez a faj inkabb az Aspergillus

nemzetségbe sorolhato, ezért az Aspergillus inflatus nevet kapta (Kocsubé és mtsai. 2016).

Egy Peterson (2008) munkaja nyoman késziilt torzsfa 3 gén (RPB2, 5,8S és részleges
28S rDNS) szekvenciait alapul véve abrazolja az Aspergillus nemzetség legfontosabb szekcioit,
melyek harom nagy csoportra kiiloniilnek (8. abra). Ezen a torzsfan a Terrei, Flavipedes és
Candidi szekciok egy nagy kladot alkotnak. A Nigri szekcid a Flavi szekcio testvérkladjaként
jelenik meg, magas tamogatottsagi érték mellett. A Circumdati és Cremei szekciok 6nallo
kladként jelennek meg. A Fumigati, Clavati és Cervini szekciok egy agon helyezkednek el,
egymastol azonban jol elkiiloniilnek. A torzsfan elhelyezkedo fajok kdvetkezo nagy csoportjat
a Nidulantes, Usti és Sparsi szekciok alkotjak. A Versicolores szekcio a Nidulantes szekcion
beliil helyezkedik el. Az Aspergillus és Restricti szekciok testvérkladokat alkotnak.
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terreus NRRL 260
terreus' NRRL 255
niveus NRRL 515 Section Terrei
carneus' NRRL 527
ambiguus' NRR1L, 4737
microcysticus’ NRRL 4749
5.8S rDNA, 28S rDNA + RPB2 anreofulgens’ NRRL 6326 — ]
643 informative sites, CI=0.1578 Aspergillus P NRRL 32683
4 most parsimonious trees 100/ : 00 =~ A. candidus’ 'NRRL 303 —]
bootstrap/Bayesian probability =i ml_ A. campestris NRRL 13001
A. arenarius' NRRL 5012

A. flavus' NRRL 1957 ———
A. bombycis' NRRL 26010 Section Flavi
A. leporis NRRL 3216
A. avenaceus' NRRL 517

A. japonicus NRRL 360

A. aculeatus” NRRL 5094 Section Nigri
A. niger' NRRL 326
A. carbonarius’ NRRL 369

A. ochraceus' NRRL 398

A. ostianus' NRRL 420 Section Circumdati
A. sulphureus' NRRL 4077
A ochraceo()c'mll/nrmn NRRL 4752

A. robustus’ NRRL 6362

C. chrysella’ NRRL 5084

C. cremea' NRRL 5081 Section Cremei

A. pulvinus' NRRL 5078

A. brunneouniseriatus' NRRL 4273

A. clavatus' NRRL 1

N. acanthosporus' NRRL 5293 Section Clavari

A. giganteus' NRRL 10
l)idmmmnluue\ ceijpii NRRL 26980 —
921,008 561 A, fumigatus' NRRL 163 ————————————
scheri’ NRRL 181 Section Fumigati
aureola' NRRL 2244
N. pseudofischeri’ NRRL 20748
A. cervinus' NRRL 2667 ] Section Cervini
A. kanagawaensis' NRRL 5023
Em. nidulans’ NRRL 187

Em. rugulosa’ NRRL 206

Em. navahoensis' NRRL 13002
A. unguis' N,RRI. 216

A versicolor R asa s ISection Versicolores
A. speluneus’ NRRL 4990
Em. aurantiobrunea’ NRRL 4545
A. erustosus' NRRL 4988
A. eburncocremeus' NRRL 4773
Aspergillus insuetus NRRL 1974
A. p:cudodqﬂc('m,\" NRRL 6135
A. ustus' NRRI 275

A. deflec tus' NRRL 2206

A. elongatus' NRR[ 5176
A. amylovor u\ " NRRL 5813

A. egyptiacus NRRI 5920

A. funiculosus' NRRL 4744

100/1.00 A. biplanus' NRRL 5071 Section S .
4"-‘”{'_[,:. diversus' NRRL 5074 RECHOn HpATSt
A. sparsus' NRRL 1933
A. conjunctus' NRRL 5080

87/1.00 . rubrum’ NRRL 52 to 1 Secction Aspergillus
100/1.00 E. leucocarpum' NRRL 3497 °

A. pelmlllnmles NRRL 4548 secti estricti
"{F halophylicum' NRRL 2739 - ? Section Restrictt

Talaromyces leycettanus' NRRL 5178
Hamigera avellanea' NRRL 1938
Warcupiella spinulosa’ NRRL 4376
A. zonatus' NRRL 5079
Penicilliopsis clavariiformis NRRL 2482
| 0155 EA. clavatoflavus' NRRL 5113
Monascus purpureus NRRL 1596
551,00 A crystallinus” NRRL 5082
Hcmicul'pcnlclm paradoxus' NRRL 2162
A. malodoratus’ NRRL 5083
wesEp. hirayamae' NRRL 143
Ep. brefeldianum' NRRL 710
100/1.00 Sclerocleista ornata’ NRRL 2256 Secti i
E Sclerocleista thaxteri' NRRL 2292 Section:Ornatl
Buyssochlamys nivea' NRRL 325635
1.0 100/1.00 __p=Thermoascus crustaceus NRRL1563
L Thermoascus aurantiacus NRRL 5861
o1 ;_K)E Talaromyces emersonii NRRL 3221

N

Section Flavipedes

Section Candidi

1.00)

0.92

0.95

Section Nidulantes

Section Usti

98/

0.98 84/1.00

I,[_KJ
1.00

0,90)
80/1.00

e Talaromyces byssochlamioides NRRL 3658

G ithia cylindrospora NRRL 2673
L— vichoma [mru(lmu NRRL 28276
Tal(mum\‘( es flavus' NRRL 2098

nees bacillisporus' NRRL 1025

8. abra. RPB2, 5.8S ¢s 28S rDNS szekvencidkon alapuld6 MrBayes modszerrel készitett
konszenzus fa (Peterson 2008).
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Az altalunk kapott eredmények szerint a Versicolores, Nidulantes, Aenei, Raperi, Usti,
Bispori, Ochraceorosei és Sparsi szekciok alkotnak egy nagy csoportot (Nidulantes
alnemzetség). Ezen beliil a Nidulantes és Versicolores szekciok ugyan elkiiloniilnek egymastol,
de nem szekcioszinten. Chen és munkatarsai (2016) a Nidulantes szekciora fokuszalva végeztek
filogenetikai elemzést, az altaluk kapott torzsfan a Versicolores szekcio tagjai beagyazodnak a
Nidulantes szekcioba. Ennek okan nem indokolt a Versicolores szekcid megtartasa, a korabban
ide sorolt fajok ezentl a Nidulantes szekcioban foglalnak helyet. Peterson és munkatarsai
(2008) a Circumdati alnemzetségbe soroljak a Cervini, Circumdati, Nigri, Flavi és Cremei
szekciokat. A Terrei és Flavipedes szekciokat alnemzetség szintre emelik (Subgenus Terrei).
A Candidi szekcio is kiilon alnemzetséget alkot. Eredményeink alapjan a Nigri szekcido nem a
Flavi, hanem a Terrei és Candidi szekcidokkal alkot testvércsoportot. A Flavi szekcio
testvérkladja a Circumdati szekcio, a Cremei szekcio pedig a tavoli Polypaecili, Restricti és
Aspergillus szekciokkal mutat rokonsagot. A Fumigati, Clavati és Cervini szekciok ebben az
esetben is egy kozos csoportot alkotnak. De Vries és munkatarsai (2017) szamos Aspergillus
faj teljes genomjat hasonlitottak Ossze, és szintén arra kovetkeztettek, hogy a Circumdati
alnemzetség polifiletikus, a Nigri és Flavi szekciok pedig nem testvérkladjai egymasnak. A
korabban a Sparsi szekcioba sorolt A. funiculosus (Peterson 2008) eredményeink alapjan az A.
ochraceorosei-vel mutat rokonsagot, igy inkabb tekintheté az Ochraceorosei szekcié tagjanak.
A 8. abran szaggatott téglalappal jelolt A. arenarius szokatlan helyzete valdsziniileg az adott

torzs nem megfeleld azonositasanak eredménye.

Taylor és munkatarsai (2016) azt tapasztaltak, hogy az Aspergillus nemzetség nem
monofiletikus, ugyanis a Phialosimplex, Polypaecilum ¢és Cristaspora nemzetségek
beékelddnek az egyes Aspergillus szekciok kozé. Ezért azt a javaslatot tették, hogy az
Aspergillus nemzetség esetében a nevezéktant gyokeresen meg kell valtoztatni, és csak egy
sziik csoport tarthatna meg az Aspergillus nevet (subgenus Circumdati), a tobbi csoportot pedig
a jellemz6 teleomorf nemzetségnevek jeldlnek. Egy kutatdcsoportunk kozremuiikodésével
1étrejott tanulmany azonban bizonyitja az Aspergillus nemzetség monofiletikus voltat (Kocsubé
¢s mtsai. 2016). Két fliggetlen filogenetikai analizis keriilt 6sszehasonlitasra 96 és 204 torzset
felhasznalva, hat és kilenc gén bevonasaval (ebben szerepeltek a jelen dolgozatban részletezett
munka soran generalt szekvenciaadatok is). A vizsgalt fajok lefedték az Aspergillus nemzetség
Osszes szekcigjat, a Penicillium nemzetséget, valamint egyéb nemzetségek képvisel6it is
bevontak a vizsgalatba az Aspergillaceae, Thermoascaceae és Trichocomaceae csaladokbol.

Mindkét vizsgalat egyértelmiien bizonyitotta az Aspergillus nemzetség monofiletikus voltat,
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mind MrBayes, mind ML modszer mellett. A Penicillium nemzetség mindkét filogenetikai fan
az Aspergillus nemzetség monofiletikus testvérkladjaként jelent meg, magas tamogatottsagi
értékek mellett. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy nincs filogenetikai megalapozottsaga
annak a javaslatnak, hogy az Aspergillus nemzetséget nevezéktanilag felosszuk, és kiilonb6z6
nemzetségneveket kapjanak az ide tartoz6 csoportok. Emellett a nemzetség egységességét
kemotaxonémiai adatok is alatamasztjak (Kocsubé és mtsai. 2016). Az Aspergillus-okkal
foglalkoz6 kutatok korében egyértelmiien tobbségben vannak azok, akik az Aspergillus név
megtartasa mellett foglalnak allast (Samson és mtsai. 2017). A Taylor és munkatarsai (2016)
altal javasolt ) nevezéktan koriilbeliil 180 1j fajnév 1étrejottét eredményezné, szemben az
altalunk is javasolt megoldassal, mely 26 fajnév megvaltoztatdsdval megvaldsithatd lenne
(Samson és mtsai. 2017). Fentiek alapjan a Nevezéktani Bizottsag (Nomenclature Committee
for Fungi, NCF) felé kozlésre keriilt azon kérés, hogy a Taylor és munkatarsai (2016), valamint
a Pitt és Taylor (2016) altal k6zolt publikacidkban tett javaslatot elvesse. Informacidink alapjan
a Nevezéktani Bizottsag az altalunk is képviselt javaslatot fogadta el, mely szerint a nemzetség
tagjai megorizhetik az Aspergillus nevet, az idetartozo egyéb fajok pedig, melyek eddig nem

rendelkeztek Aspergillus nemzetségnévvel, megkapjak azt.
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Az A. niger és A. welwitschiae fajok kozotti kiilonbség kimutatasa UP-PCR analizissel

Munkank soran a két nagyon kozeli csoport, az A. niger és az A. welwitschiae torzsek
izolatumainak genetikai variabilitdsat UP-PCR modszerrel vizsgaltuk. Ez a technika nagyban
hasonlit a RAPD-technikahoz, de az inditdszekvencidk hosszabbak, tovabba az
inditdszekvencia templat DNS-hez val6 kotédéséhez magasabb homérsékletet alkalmazunk,
igy a RAPD-analizisnél megbizhatobb, reprodukalhaté mintazatokat kapunk. A 88 fragmentum
figyelembe vételével készitett binomialis matrix alapjan 1étrehozott Neighbour-joining fan az
izolatumok két egyértelmiien elkiiloniilé csoportot alkotnak (9. 4bra), igy elmondhatjuk, hogy
az A. niger és az A. welwitschiae izolatumok UP-PCR moédszerrel elkiilonithetéek egymastol.

A. tubingensis 355
A. welwitschiae 6270
~|:EA. welwitschiae 6552
A. welwitschiae 2380
——A. welwitschiae 2750
_|_—A. niger 1181
A. niger 8663
A. niger 7255
A. niger 8720
A. niger 8940

A. niger 5765
A. niger 9655

A. niger 2321
H &. niger 1284
A. niger 3478
A. niger 8651
iA. niger 8165

L_____A. niger 9143

[
002
9. abra. Az A. niger és A. welwitschiae klaszter analizise a UP-PCR profilok alapjan

Perrone és munkatarsai (2011) azt tapasztaltak, hogy az AFLP-mddszer is alkalmas az
A. niger és az A. welwitschiae csoportok elkiilonitésére, tehat megalapozottnak tiinik az az
allitas, hogy a két csoport kozott az egyes génszekvencidkban megmutatkozo variabilitas a

teljes genomra kiterjed.

A DNS-alapu molekularis modszereket napjainkban széles korben hasznaljak a fajok
azonositdsara szdmos gombacsoporton belill. A polifazikus fajkoncepcionak megfeleléen

azonban arra kell torekedniink, hogy egyéb (morfologiai, fiziologiai stb.) karaktereket is
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keressiink a fajhatarok megallapitasandl (Samson és Varga 2009). A termelt metabolitok
tekintetében nem sikeriilt kiilonbséget kimutatni, mindkét csoport termelhet OTA és FB2
mikotoxinokat, ezen kiviil piranonigrin A-t, tenzidol B-t, funalenont, malforminokat és nafto-
v-pironokat (Perrone és mtsai. 2011).

Egy koréabbi vizsgalatunk alapjan bizonyitast nyert, hogy mindkét csoporthoz tartozo
izolatumok okozhatnak opportunista mikozisokat a 1égzdszervrendszerben (ez az anyag nem
képezi a disszertacio részét; az eredmény nem kertilt lekdzlésre). A betegség kialakitasa soran
virulenciafaktor lehet, hogy az adott torzs milyen mértékii elasztdz enzimaktivitassal
rendelkezik. Ezt kovetden tiidémikozisbol szarmazo klinikai A. niger és A. welwitschiae
izolatumok elasztaz aktivitasat vizsgaltuk, és azt tapasztaltuk, hogy az A. niger izolatumok
elasztaz aktivitasa szignifikansan alacsonyabb volt, mint az A. welwitschiae izolatumoké
(x*=8.017; p=0,0046), azonban az A. niger izolatumok kozott volt egy kiugréan magas

aktivitasa torzs (Varga és mtsai. 2010).
Fekete Aspergillus-ok, mint opportunista human patogének
Fiilfertozésekbdl szdarmazo fekete Asperdgillus izoldatumok fajszintii azonositisa

Munkank soran 7 irani és 14 magyarorszagi fiilfert6zésbol szarmazd izolatumot
vizsgaltunk, melyeket kivétel nélkiil A. niger-ként azonositottak a hagyomanyos, morfologian
alapuld moddszerrel (5. tablazat). A kalmodulin gén egy szakaszanak bazissorrendje alapjan
elvégeztiik az izolatumok fajszintli besorolasat. A Maximum Parszimoénia modszerrel készitett
filogenetikai analizis eredményét a 10. abra szemlélteti, melyen mind a magyarorszagi, mind
az irani izolatumok lathatdak. Az irani izolatumok koziil 4 az A. niger, 2 az A. tubingensis, 1
pedig az A. welwitschiae faj képviseldjének bizonyult. A Magyarorszagon izolalt mintak koziil
11 az A. welwitschiae, mig 3 az A. tubingensis fajhoz tartozott, A. niger-t egy esetben sem
azonositottunk.

Az A. niger-t tartjak a gombas fiilfert6zések egyik leggyakoribb okozojanak a vilag
minden tajan (Vennewald és Klemm 2010; Zarei és mtsai. 2010; Bonifaz és mtsai. 2010).
Azonban az Aspergillus nemzetség Nigri szekciojaba tartozé fajok nagy része nem
kiilonboztethetd meg egymdstdl pusztan morfoldgiai, vagy fizioldgiai karakterek alapjan
(Samson és mtsai. 2007). Munkank soran eldszor azonositottunk fiilfertézésbol szarmazo fekete
Aspergillus izolatumokat molekularis modszerrel, mely a kalmodulin gén egy szakaszanak
szekvencia-analizisén alapult, hiszen ez a génszakasz mar korabban alkalmasnak bizonyult a
fekete Aspergillus fajok elkiilonitésére (Samson €s mtsai. 2007). Eredményeink alapjan az A.

niger mellett az A. welwitschiae és az A. tubingensis fajok is okozhatnak fiilfert6zéseket.
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5. tablazat: Fiilfert6zésekbol szarmazo fekete Aspergillus izolatumok

Izolatum Nem Kor Szarmazas Faj
26189 N6 54 Magyarorszag A. welwitschiae
29652 N6 61 Magyarorszag A. welwitschiae
31506 Férfi 36 Magyarorszag A. welwitschiae
36798 N6 83 Magyarorszag A. welwitschiae
44394 N6 46 Magyarorszag A. tubingensis
59908 N6 53 Magyarorszag A. welwitschiae
65051 Férfi 16 Magyarorszag A. welwitschiae
68761 N6 64 Magyarorszag A. welwitschiae
74151 Férfi 41 Magyarorszag A. welwitschiae
79661 N6 75 Magyarorszag A. tubingensis
82075 Férfi 36 Magyarorszag A. welwitschiae
94839 N6 65 Magyarorszag A. welwitschiae
100065 N6 36 Magyarorszag A. welwitschiae
104280 N6 61 Magyarorszag A. tubingensis

1 N6 26 Iran A. niger
11 N6 32 Iran A. tubingensis
2 Férfi 38 Iran A. niger
2/1 N6 29 Iran A. tubingensis
3 Férfi 42 Iran A. niger

4 Férfi 40 Iran A. welwitschiae
4/1 Férfi 36 Iran A. niger
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59908-Magyarorszag
82075-Magyarorszag
- 36798-Magyarorszag
4-Tran
31506-Magyarorszag
39652-Magyarorszag
i 26189-Magyarorszag

A. welwitschiae ITEM 4502

65051-Magyarorszag

100065-Magyarorszag
96 68761-Magyarorszag

74151-Magyarorszag

94839-Magyarorszag

2-Iran
A. niger CBS 554.65
3-Iran

o8 1-Iran

4/1-Iran
1/1-Iran
44394-Magyarorszag

- 104280-Magyarorszag

100 | 79661-Magyarorszag

A. tubingensis CBS 134.48
2/1-Iran

A. flavus CBS 100927

10

10. abra. Kalmodulin gén egy szakaszan alapul6 filogenetikai fa az irdni és magyarorszagi

fulfertozésekbodl szarmazod izolatumokkal

Fiilfertozésekbdl szarmazo fekete Aspergillus izolatumok antifungdlis szerekkel szembeni

érzékenysége

Az iréni izolatumok koziil harom torzs érzékenységét vizsgaltuk ot, a klintkumban
széles korben hasznalt gombaellenes szerrel (flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, terbinafin,
amfotericin B) szemben, leveshigitasos mikrodiliciés modszert alkalmazva. Az érzékenységet
a teljes gatlast okoz6 minimalis gatld koncentracio (MICi00) értékek alapjan hataroztuk meg (6.
tablazat). Mindharom izolatum rezisztensnek bizonyult flukonazollal szemben (MIC100>64

png/ml), igy ennek a szernek a hatdsat a Magyarorszagrdol szarmazo izoldtumokra mar nem
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vizsgaltuk. A hazai izolatumok koziil 4 A. welwitschiae ¢s 2 A. tubingensis izolatum
érzékenységét vizsgaltuk. A MICioo-értékek alapjan nem mutatkozott jelentds kiilonbség az
eltérd fajok érzékenységében, de elmondhatjuk, hogy a terbinafin (MIC100: 0.25-1 pg/ml) és
itrakonazol (MICygo: 0.5-1 pg/ml) hatasosabbnak bizonyultak, mint a ketokonazol (MIC1qo: 8-
16 pg/ml; 11. abra). Az amfotericin B-vel szemben a magyarorszagi izolatumok érzékenyebbek

voltak, mint az irani izolatumok, ennek okat nem ismerjiik.

6. tablazat: Fiilfertdzésekbdl szarmazo izolatumok antifungalis szerekkel szembeni

érzékenysége
MICioo-értékek (ug/ml)
Torzs Itrakonazol Ketokonazol Terbinafin Amfotericin B
A. wezlxésghlae 0.5 8 0,5 0,5
A weélf\;\ggsBchlae 0.5 8 0,25 1
A. Wesls\;\S(BSBChlae 05 8 0,25 0,5
A. w;l;v(;'%chlae 0.5 8 05 1
A ttﬂggjnms 0.5 8 1 0,5
Atu%gginms 0.5 16 1 0,5
A. V\/Iigllxlllt&c;hlae 2 16 1 8-16
A. niger
Iran (1) 2 % ' *
A. tubingensis
Iran (2/1) ! 8 ’ i
5 -
= 47
E 3-
:,3? 5 Ketokonazol
g | - Itrakonazol
= 0 A Terbinafin
g o
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11. abra. Fiilfertdzeésekbdl szarmazo izolatumok érzékenysége antifungalis szerekkel szemben
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Yenisehirli és munkatarsai (2009) otomikdzisbdl szarmazd izolatumok érzékenységét
vizsgaltak kiilonbozd azolokkal szemben, és hasonldan az ltalunk kapott eredményekhez, azt
tapasztaltak, hogy az 0Osszes vizsgalt Aspergillus izolatum rezisztens volt flukonazolra.
Ugyanezt figyelték meg Kredics és munkatarsai (2009) szemfert6zésekbdl szarmazo A.
tubingensis torzsek esetén is. Az altalunk vizsgalt izolatumok érzékenysége magas volt
terbinafinnel szemben. Korabbi munkak is megerdsitik, hogy a fekete Aspergillus izolatumok
érzékenyek terbinafinra (Alcazar-Fuoli és mtsai. 2009; Karaarslan és mtsai. 2004; Moore és
mtsai. 2001). Az itrakonazol esetében 0,5-2 pg/ml-es MICioo értékeket tapasztaltunk. A
szakirodalomban eltér6 informaciokat talalunk az A. niger itrakonazollal szembeni
érzékenységére vonatkozoan. Yenisehirli és munkatarsai (2009) MIC100 < 1 pg/ml értékeket
tapasztaltak ennek az antifungalis szernek az esetében. Karaarslan és munkatarsai (2004) 0,125-
1 pg/ml-es MICigo-értékeket allapitottak meg itrakonazol vonatkozésdban. Kaya és Kiraz
(2007) eredményei alapjan otomikozisbol szarmazé A. niger torzsek rezisztensnek bizonyultak
itrakonazollal szemben. Pagiotti és munkatarsai (2011) is alacsony antifungalis aktivitast
tulajdonitottak az itrakonazolnak A. niger-rel szemben (MICi0 > 16 pg/ml). A vizsgalt
izolatumok ketokonazollal szemben alacsony érzékenységet mutattak (MIC100 = 8-32 pg/ml).
Ezzel szemben Kredics és munkatarsai (2009) szemfert6zésekb6l szarmazo A. tubingensis
izolatumok vizsgalata soran alacsonyabb MIC-értékeket tapasztaltak (0,5-1 pg/ml). Aktas és
Yigit (2009) 0,25-4 pg/ml-es értékeket irtak le A. niger-ként azonositott izolatumoknal.

A magyarorszagi izolatumok esetében alacsony MICioo-értékeket tapasztaltunk
amfotericin B vonatkozasdban. Ez Osszhangban van tobb korabbi munkaban megfigyelt
eredménnyel is (Kaya és Kiraz 2007; Moore és mtsai. 2001). Alcazar-Fuoli és munkatarsai
(2009) 0,12-0,28 ug/ml MIC1oo-értékeket irtak le A. niger és A. tubingensis térzsekre, Pagiotti
és munkatarsai (2011) azonban MIC100 > 8 pg/ml értékeket figyeltek meg, mely eredmény az
altalunk mért, irdni izolatumoknal tapasztalt értékekkel all dsszhangban. Eredményeink és az
irodalmi adatok Osszevetése alapjan elmondhatd, hogy a fekete Aspergillus izolatumok
amfotericin  B-vel szembeni érzékenysége igen széles skalan mozog, mely nincs

Osszefiiggésben azzal, hogy az adott izolatum melyik fajhoz tartozik.
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Fekete Aspergillus-ok, mint potencialis fumonizintermelék el6fordulasa élelmiszerekben
Fekete Aspergillus-ok eldforduldsa és eloszlisa mazsolamintikon

Munkénk soran 13 mazsolaminta mikobiotdjat vizsgaltuk. Mintdink Torokorszagbol,
Dél-Afrikabol, Gorogorszagbol, Iranbol, az Amerikai Egyesiilt Allamokbol, Kinabol és
Indiabol szarmaztak. A 13 mintabol 11 erésen szennyezett volt fekete Aspergillus-okkal, és
ezekben az esetekben a szennyezettség jellemzd volt a mazsolaszemek felszinén. A mintakrol
Osszesen 72 fekete Aspergillus torzset izolaltunk. PCR-RFLP analizis soran el6szér PCR-
restrikcios endonukledzzal emésztettiik. A 72 izolatum kozil 35 tartozott a N tipushoz, mely
csoportba az A. niger fajkomplex tagjai tartoznak, a tobbi izolatum a T tipushoz tartozott, mely
az A. tubingensis-t és kozeli rokon fajait foglalja magaban. Jelenlegi ismereteink alapjan a T
tipushoz tartozo torzsek nem képesek mikotoxinok termelésére (Samson és mtsai. 2007), ezért
ezeket az izolatumokat nem vizsgaltuk tovabb. A 11 erdsen szennyezett mintabol 2-2 kinai és
torok, illetve 1-1 indiai és irdni minta esetében a T tipusba tartozé torzsek dominaltak (7.
tablazat). Az N tipushoz tartozo torzsek esetében a fajszintli azonositashoz felszaporitottuk a
kalmodulin gén egy szakaszat, meghataroztuk a kapott PCR-termékek bazissorrendjét, majd
Maximalis Parsziménia moddszer alkalmazasaval filogenetikai analizist végeztiink. Az
adatallomany 361 karakteréb6l 151 volt parszimdnia-informativ. Az analizis 197 maximalisan
parsziménikus fat eredményezett (hossz: 467, konziszteciaindex: 0,5967, retencids index:
0,8638), melyek koziil az egyiket az 12. dbra szemlélteti. Eredményeink alapjan az izolatumok
legnagyobb része (n=30) az A. niger és az A. welwitschiae fajhoz tartozott, melyek mikotoxinok
termelésére képesek lehetnek. A fennmarado 5 izolatum koziil 2 A. carbonarius-nak, 3 pedig
A. uvarum-nak bizonyult. Az A. uvarum fajt eddig kizarolag sz616bél, illetve sz616t tartalmazo

termékekbol sikertilt izolalni (Perrone és mtsai. 2008).
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7. tablazat: A vizsgalt mazsolamintak és a roluk izolalt fekete Aspergillus-ok

Fekete N tipushoz
Minta . kA s Aspergillus push Azonositott fajok (izolatumok
. Szarmazas (vasarlas) helye . " tartozo .
sorszama izolatumok . ", szama)
. izolatumok
szama

1 Kalifornia (Florida) 5 5 A. niger (5)
2 Kalifornia (Florida) 8 7 A. niger (7)
3 Nem ismert (Hollandia) 11 9 A. welwitschiae (6), A uvarum (2),

A. carbonarius (1)
4 Torokorszag (Hollandia) 7 3 A. welwitschiae (3)
5 Kina (Magyarorszag) 9 1 A. carbonarius (1)
6 Torokorszag (India) 8 6 A. welwitschiae (3), A. niger (2), A.

uvarum (1)

7 Torokorszag (Torokorszag) 10 3 A. welwitschiae (3)
8 India (India) 1 1 A. niger (1)
9 Kina (Magyarorszag) 3 - -
10 Iran (Magyarorszag) 6 - -
11 India (India) 4 - -
12 Dél-Afrika (Hollandia) - - -
13 Torokorszag (Hollandia) - - -
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12. abra. Kalmodulin gén egy szakaszan alapulé filogenetikai fa
Fekete Aspergillus-ok kdzé tartozo tipustdrzsekkel, valamint a mazsolamintakrol szarmazo
izolatumokkal. Az agakon lathatok a 70%-nal magasabb bootstrap értékek. Az abran a CBS 557.65

szamu torzs még a korabbi A. awamori nevet viseli, a torzs jelenlegi neve A. welwitschiae.
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Mazsolamintdik fumonizin-tartalmanak vizsgadlata

A mazsolamintak fumonizintartalmat RP-HPLC/ESI-ITMS-technika segitségével
mértiik. Hét mintat valasztottunk, melyek esetében elOzetesen tapasztaltuk Iehetséges
fumonizintermelé fekete Aspergillus-ok (A. niger vagy A. welwitschiae) jelenlétét. Minden
minta esetében sikeriilt detektalnunk fumonizineket. A mazsolamintdkban 10 kiilonb6zd
fumonizin izomer fordult eld, ezek a kdvetkezok: FB1, iz0-FB1, FB2, FB3, 3-epi-FB3, FB4, 3-
epi-FB4, iz0-FBy 3, FBs, iz0-FBs (8. tablazat). A mintak fumonizintartalma 4,55 és 35,49 mg/kg
kozott valtozott, az atlag 7,22 mg/kg volt.

Az Eur6pai Bizottsag 1126/2007/EK rendeletében a FBi- és FBo-tartalomra
vonatkozoan hatarértékeket allapitanak meg, azonban ezek a hatarértékek kizarolag kukorica-
alapt termékekre vonatkoznak. A rendelet a legmagasabb hatarértéket (4 mg/kg) feldolgozatlan
kukorica esetében allapitja meg, a legalacsonyabbat (0,2 mg/kg) pedig csecsemdk és
kisgyermekek szamara késziilt kukoricaalapu élelmiszerek esetében. A mazsoldra vonatkozdan
ugyan nincs megallapitott hatarérték a fumonizin-tartalomra, figyelmet érdemel az a tény, hogy
az altalunk vizsgalt mazsolamintdk atlagos fumonizintartalma a feldolgozatlan kukoricara
vonatkoz6 hatarérték kozel 2-szerese volt, az egyik Kaliforniabol szarmazd mintdban pedig a

hatarérték 9-szeresének megfeleld mennyiségli fumonizint detektaltunk.

8. tablazat: Mazsolamintak fumonizintartalma

Detektalt fumonizin izomerek mennyisége (pg/kg)

Minta 3-epi izo 3-epi izo izo Osszes
sorszama  FBi FBs FBa FB FB. FBs 2%  FB;  FB; FBp(l) FB
1 17321,5 3716,03 673,10 1483,92 1151578 11,99 43,80 489,93 68,08 163,40 354875
2 243,42 55,05 - 59,58 325,63 - - - - - 683,68
3 247,38 50,27 - - 157,14 - - - - - 454,79
4 358,18 106,84 48,46 84,50 424,60 - - - - - 1022,58
6 502,85 236,11 98,09 236,20 1055,95 - - - - - 2129,20
7 299,33 122,50 30,19 94,19 379,15 - - - - - 925,36
8 1491,18 489,95 179,22 425,61 2095,40 - - 62,38 - - 4755,74

Mazsolardl szarmazo fekete Aspergillus izolatumok fumonizintermeld képessége

Osszesen 30 A. niger és A. welwitschiae izolatum fumonizintermeld képességét
vizsgaltuk, melyek koziil 20 izolatum esetében tapasztaltuk kiilonb6z6 fumonizin izomerek
jelenlétét, ez az izolatumok 66%-anak felel meg (9. tablazat). Az A. niger izolatumok 80%-a,
mig az A. welwitschiae izolatumok 53.3%-a bizonyult képesnek fumonizinek termelésére.

Noonim és munkatarsai (2009) kavérol izolalt A. niger izolatumok vizsgalata soran azt
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tapasztaltdk, hogy az izoldtumok 76%-a volt képes fumonizineket eléallitani. Mogensen és
munkatarsai (2010) sz616rdl és mazsolarol izolaltak A. niger torzseket, melyeknek 77%-a
termelt fumonizineket. Az eddigi irodalmi adatok alapjan az A. niger faj FB2 (Frisvad és mtsai.
2007), FB4 (Noonim és mtsai. 2009) és izo-FB1 (FBs; Mansson és mtsai. 2010) termelésére valo
képessége nyert bizonyitast. A FB1, FB3, 3-epi-FB3, 3-epi-FBs és izo-FB>3 izomereket elsdként
azonositottuk, mint fekete Aspergillus-ok altal termelt fumonizinek (13. abra). Egyik izolatum
sem termelte az egyik mazsolamintaban detektalt FBs és 1zo-FBs izomereket. Ennek tobb oka
lehet. El6fordulhat, hogy az izomercket termelé Aspergillus térzset nem izolaltuk, vagy az
altalunk hasznalt taptalajon (CY A20S) nem termelte ezeket az izomereket. Annak a lehetdségét
sem zarhatjuk ki, hogy az emlitett izomereket tartalmazé mazsolaminta Fusarium-mal is
szennyezett volt. A vizsgalt izolatumok 0,017-19,6 mg/kg mennyiségii fumonizint termeltek,
atlagosan 5,16 mg/kg-t. Az A. welwitschiae izolatumok tekintetében az atlagos
fumonizintartalom 3,31 mg/kg, mig az A. niger izolatumok esetében 6,39 mg/kg volt.
Mogensen és munkatarsai (2010) sz6l6r6l és mazsolarél szarmazo A. niger izolatumok
fuminizintermeld képességének vizsgalata soran joval kisebb értékeket tapasztaltak (1-14
ng/kg). Szécsi és munkatarsai (2010) Magyarorszagon gyijtott F. verticillioides torzsek
fumonizintermel6 képességét vizsgaltak. Eredményeik alapjan a F. verticillioides térzsek joval
magasabb mennyiségli fumonizin termelésére képesek, mint az Aspergillus izolatumok, de a
szOloszemek szaritdsanak hatasdra a fumonizintartalom akkumuldlodhat. Frisvad és
munkatarsai (2007) azt tapasztaltdk, hogy az A. niger torzsek a F. verticillioides torzsekkel
ellentétben az alacsony vizaktivitasu kozegekben termelnek elsésorban fumonizineket. Ez a
tény eldrevetiti, hogy a mazsola kifejezetten jo taptalaj a fekete Aspergillus-ok fumonizin-
termeléséhez. Az A. niger borsz6l6n gyakran el6fordul (Varga és mtsai. 2004), ezért felteheto,
hogy a fekete Aspergillus-ok mar a szaritast megel6z6en jelen vannak a sz6lészemeken.
Logrieco és munkatarsai (2009) fekete Aspergillus-ok altal termelt fumonizin altali

szennyezettséget tapasztaltak sz6l0mintak vizsgalata sordn.
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9. tablazat: Mazsolarol szarmazo A. niger és A. welwitschiae izolatumok fumonizintermeld

képessége
Detektalt fumonizin izomerek mennyisége (ng/kg)
Izolatum izo- izo- 3-epi- 3-epi- izo- Osszes
FB1 FB2  ERys(l)  FB2a(2) FEFSJ4 FB4 FBs FEIS)3 FB1 FB

11 - 4908,33 196,34 70,07 91,52 366,47 - - 260,75 5893,48
1.2 - 3109,12 98,52 37,38 161,77 335,63 - - 181,48 3923,90
13 23,03 331045 113,90 34,16 168,05 291,03 - - 189,57  4130,19
14 28,39 246,57 - - - - - - 19,81 294,77
15 17,63 715352 226,08 69,68 143,22 418,71 - - 458,22  8487,06
2.1 22,30 6572,47 226,45 82,87 71,79 461,02 - - 333,82 7770,72
2.2 13,10 6689,70 417,95 105,96 63,69 594,05 - - 296,64 8181,09
24 1411 1562,46 63,46 21,11 26,81 153,16 - - 89,33 1930,44
25 12,57 2971,50 92,76 32,73 35,23 140,20 - - 221,17  3506,16
2.7 17,90 4816,58 154,19 81,34 38,48 382,27 - - 389,28 5880,04
34 17,41 - - - - - - - - 17,41
3.6 56,43 26,89 - - - - - - - 83,32
4.3 19,44 24,66 - - - - - - - 44,10
4.4 29,21 2239,33 118,50 50,15 102,87 474,78 - - 85,65  3100,42
6.2 27,87 7102,55 269,88 86,16 505,10 698,28 - - 318,38  9008,22
6.4 15,72 14350,36 458,21 133,04 832,33  1237,79 - - 643,51 17670,96
6.6 21,55 18,52 - - - - - - - 40,07
6.7 2481,39 11649,00 593,79 183,08 154156 215548 538,49 73,36 379,49 19595,64
6.8 25,62 17,47 - - - - - - - 43,09
7.8 12,44 3239,09 21,80 12,44 4,32 27,17 - - 267,49  3584,75
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13. abra. RP-HPLC/ESI-ITMS kromatogram a 6.7-es A. welwitschiae izolatum altal termelt

fumonizin-izomerekkel
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Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy az A. niger és A. welwitschiae fajok feleldsek
a mazsola fumonizin-szennyezettségéért vilagszerte, mely tényt alatimasztja, hogy az A. niger
és az A. welwitschiae izolatumok nagy része képes magas cukortartalmu kézegben fumonizinek

termelésére.
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Fekete Aspergillus izoldatumok fiigérdl és datolydrol

Munkénk soran vizsgéltuk egyéb aszalt gylimolcsokon eléforduld potencidlisan
mikotoxin termelé fekete Aspergillus torzsek el6fordulasat. Munkankba 5 datolya- és 4
fligemintat vontunk be. A Magyarorszagon vasarolt gyiimoélcsok Tunéziabol és Iranbol
szarmaztak (10. tablazat). Mind az 6t datolyamintarol, valamint a harom fiigemintardl sikeriilt
fekete Aspergillus torzseket izolalnunk. Az izolatumok fajszintii azonositdsahoz a kalmodulin
gén egy szakaszat felszaporitottuk, majd a szekvenciakat az NCBI GenBank adatbazisaban 1évé
szekvenciakkal vetettiik 6ssze. A datolyamintakon kizarolag A. tubingensis fordult ¢lé. Ez a faj
eddigi ismereteink alapjan mikotoxinok termelésére nem képes. A fligemintak esetében is az A.
tubingensis faj dominalt, de A. niger jelenlétét is kimutattuk. Mivel ez a faj képes lehet
fumonizinek termelésére, ezért ebben az esetben felmeriil a fligemintak A. niger altali
fumonizin-szennyezettségének lehet6sége. A vizsgalt 3 fligemintabol 1 mintaban tudtuk
fumonizinek jelenlétét kimutatni (14. abra): Négy kiilonbozé fumonizin-izomer volt jelen a
mintdban, és joval kisebb koncentracidoban, mint azt a mazsolamintdk esetében tapasztaltuk

(6sszesen 0,16 mg/kg; 11. tablazat).

10. tablazat: Datolyarol és fiigér6l szarmazo fekete Aspergillus izolatumok

Minta Szarmazas helye (mintik szama) !:ek?te ASperglrllus Azonositott fa,Jok (izolatumok
izolatumok szama $zama)
Datolya Tunézia (2), Iran (3) 35 A. tubingensis (35)
Flige Tunézia (2), Iran (2) 23 A. tubingensis (17), A. niger (6)

11. tablazat: A fligeminta fumonizintartalma

Detektalt fumonizin izomerek mennyisége (ng/kg)

Minta ..
FB1 FB: FBs3 FB4 Osszes FB

Fiige (Iran) 82,41 56,78 19,09 7,94 166,22
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14. abra. A fiigemintaban detektalt fumonizin-izomerek
Hagymdadn eldfordulo fekete Aspergillus-ok

Fekete Aspergillus-ok igen gyakran fordulnak elé hagymén, és a novény fekete
rothadassal jaro megbetegedését eredményezik (Varga és mtsai. 2008). Ezen ténybdl kiindulva
kezdtiik el hagymamintdk vizsgéalatat, potencialisan fumonizintermeld térzsek azonositasa
céljabol. Hat db Magyarorszagon véasarolt hagymamintat vontunk be vizsgalatainkba. Egyetlen
kivétellel minden mintardl sikeresen izolaltunk fekete Aspergillus torzseket. A fertézottség
jellemzd volt mind a belsé htsos, mind a kiilsd szaraz leveleken. A fert6zés tiinetmentes lehet
a teljes érettség eléréséig, ami azt jelzi, hogy a gomba endofitaként jelen van a novényi
szOovetekben, de nem okoz megbetegedést a fiatal novényben (Lorbeer 2002). Tapasztalataink
alapjan is elmondhaté, hogy a fekete Aspergillus-ok jelenléte a hagymamintakban akkor is
feltételezhetd, ha a fertdzottség szemmel nem lathatod. A lathato tiinetek a tarolas soran jelennek

meg, és jelentds karokat okozhatnak.

Az izolatumok fajszintli azonositasahoz felszaporitottuk a kalmodulin gén egy
szakaszat, meghataroztuk a kapott PCR-termékek bazissorrendjét, majd Maximalis

Parszimonia mddszer alkalmazasaval filogenetikai analizist végeztiink. Az adatallomany 250
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karakterébdl 26 volt parszimoénia-informativ. Az analizis 653 maximalisan parszimonikus fat
eredményezett (hossz: 81, konzisztecia index: 0,74419, retencids index: 0,9052), melyek koziil
az egyiket az 15. abra szemlélteti. Eredményeink alapjan mind a 35 izolatum az A. welwitschiae

fajhoz tartozott.

Kiilonboz6 orszagokbol (Magyarorszag kiillonbozo teriiletei, Lengyelorszag, Anglia,
USA, India) szarmaz6 hagymamintakat gyjtottiink, melyekrdl sszesen 70 fekete Aspergillus
torzset izolaltunk. Ezeket egy, a kutatécsoportunk altal tervezett fajspecifikus primerpar
segitségével azonositottuk, mely egyértelmiien alkalmas az A. niger és A. welwitschiae torzsek
elkiilonitésére (Gherbawy és mtsai. 2015). Az izolalt torzsek mindegyike A. welwitschiae-nek
bizonyult. Szamos korabbi munkaban emlitést tesznek arr6l, hogy a hagyman leggyakrabban
eléforduld penészgombafaj az A. niger (Walker és Lindegren 1924; Curtis és mtsai. 1974,
Tyson és Fullerton 2004), azonban ezekben az esetekben a fajazonositas morfoldgiai karakterek
alapjan tortént. Mivel az A. niger és A. welwitschiae torzsek morfologiai alapon nem
kiilonithetéek el egymastol, igy valdszinisithetd, hogy ezek az izolatumok is az A. welwitschiae
fajhoz tartoztak. Gherbawy és munkatarsai (2015) 40 hagymamintarol izolaltak 60
penészgombatorzset. Harminchét hagymar6l fekete Aspergillus-okat (6sszesen 37 torzset),
melyek azonositdsat a kalmodulin génszekvenciak alapjan végezték, és hasonldan az altalunk
megfigyelt eredményekhez, azt tapasztaltak, hogy a hagymarol szarmazé fekete Aspergillus
izolatumok kivétel nélkiil az A. welwitschiae fajhoz tartoztak. Hagymabol készitett kivonatok
novekedésgatlo hatasat figyeltilk meg az A. niger torzsek esetében, mig ez a gatld hatas az A.

welwitschiae torzsek esetében nem mutatkozott (nem publikalt adat).
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o7 | V27

100

V10
A. awamori CBS 557 65

A. higer CBS 554.65
B 14, lacticoffeatus CBS 1101883

A tubingensis CBS 134.48
iLA. acidus CBS 564,65
A. pipens CBS 112811

A. costaricensig CBS 115574
A. vadensis CBS 113365

A. brasiiensis CBS 101740

4. carbonarius CBS 111.26

15. abra. Kalmodulin gén egy szakaszan alapul6 filogenetikai fa
Fekete Aspergillus-ok koz¢é tartozo tipustorzsek, valamint a hagymamintakrol szarmazo
izolatumok. Az agakon lathatok a 70%-nal magasabb bootstrap-értékek. Az abran a CBS
557.65 szamu torzs még a korabbi A. awamori nevet viseli, a torzs jelenlegi neve A.

welwitschiae.
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Hagymardl izoldlt A. welwitschiae torzsek mikotoxintermeld képessége

Osszesen 59 izolatum fumonizin- és ochratoxintermeld képességét vizsgaltuk. A térzsek
15%-a (9/59) volt képes fumonizinek, mig 17%-a (10/59) OTA termelésére (12. tablazat). Ezek

koziil 6sszesen egy olyan torzs volt, amelyik fumonizineket és OTA-t egyrant termelt.

12. tablazat: Hagymamintakrol szarmazo A. welwitschiae torzsek mikotoxintermeld képessége

FumonizinB OTA

(ng/kg) (ng/kg)
V1 - -

V2 - -
V3 - -
V4 11586,6 -
V5 - -
V6 - -
V8 - -
V9 - -
V10 - 356,232
V11 13134,1 -
V12 - -
V13 - -
V14 - -
V15 - -
V16 - -
V17 - 153,914
V18 8634 -
V19 - -
V20 - -
V21 - -
V23 - -
V24 - -
V24 - -
V25 - -
V26 - 602,946
V27 - -
V28 - -
V29 - -
V30 - -
V3l - -
V32 - -
V33 - -
V34 - -
V35 6986,7 -
V36 - -
V37 - -
V38 - -
V39 - -
11a 28445 -
11b - 163,696
Jla - 21,664
Jic - 28,08

Torzs
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FumonizinB OTA

Torzs
(ng/kg) (ng/kg)

J2a - -
J2c 378,3 -
M1ib 77 -
M3b 5478,5 20,44
Md4a - 281,845
Mba - -
M5b - -
Pla - -
P1b - -
Pic - -
P2a - -
Sib - 39,584
Sic - 28,31
S2b - -
S2c - -
Spla - -
Sp2a 1145,7 -

Hagymamintdk fumonizin-szennyezettsége

A hagymamintak fumonizintartalmat RP-HPLC/ESI-ITMS-technikaval

mértuk.

Fumonizineket két hagymamintaban detektaltunk, ezekben kis mennyiségben (0,32 ¢és 0,33

mg/kg) FB2, FB3, FBa4, 3-epi-FB4, izo-FB1 izomereket mutattunk ki (13. tablazat, 16. abra).

13. tdblazat: Hagymamintak fumonizintartalma

Detektalt fumonizin-izomerek mennyisége (ng/kg)

Minta

izo-

FB, FB, FB, SepiFB  i20FBi g% Ossres FB
A 203.75 9.50 4846 5858 6.21 16,14 32464
C 16,73 25,06 288,22 - - - 330,01
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16. abra. Az ,,A” és ,,C” hagymamintakban kimutatott fumonizin-izomerek

A hagymandvényt, a benne talalhato alliin és egyéb antimikrobidlis vegyiiletek miatt
csak kevés penészgomba képes kolonizalni, kovetkezésképpen mikotoxinok jelenlétére is kicsi
az esély. Filtenborg és munkatarsai (1996) hagymamintak OTA-tartalmat vizsgaltak, de nem
talaltak kimutathat6 mennyiségli mikotoxint. Frank (1977) munkdja sordn mesterségesen
fertézott meg hagymamintdkat patulintermelé Penicillium expansum, P. urticae és
Byssochlamys nivea torzsekkel, de ennek ellenére sem tapasztalt patulin-szennyezettséget a
vizsgalt mintakban. Az A. niger altal termelt malformin masodlagos metabolitot mar kimutattak
hagymamintak kiils6 levelébdl (Curtis és mtsai. 1974). Seefelder és munkatarsai (2002) F.
proliferatum-mal fertézott fokhagymaban detektaltak fumonizin Bi-et. Az eddigi irodalmi
adatok alapjan voroshagymaban fumonizint még nem mutattak ki. Frisvad és munkatarsai
(2007) azt tapasztaltak, hogy a fumonizinek termelésére képes fekete Aspergillus-ok (A. niger
és A. welwitschiae) a kis vizaktivitast, magas so6-, vagy cukortartalmu tapkozegekben
termelnek elsésorban fumonizineket, ezért feltételezhetd, hogy — a szdraz kiilsd leveleket
leszamitva - nagy viztartalmi hagymandvény nem segiti el a fekete Aspergillus torzsek

fumonizin-termelését.
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Osszefoglalas

Az Aspergillus nemzetség a fonalasgombak egy nagyon valtozatos csoportjat foglalja
magaba, mely gazdasagilag is nagy jelentGséggel rendelkezik. Az egész Aspergillus
nemzetségre vonatkozoan elmondhatd, hogy az egymassal kozeli rokonsagban allo fajok
morfologiai alapon torténd elkiilonitése igen nehéz, néhany esetben nem is lehetséges. Erre a
célra a genomi szekvenciak (pl. a kalmodulin €s B-tubulin gének szekvenciai) alapjan torténd
fajelkiilonités sokkal jobban alkalmazhatd. Szamos tanulmany sziiletett mar az Aspergillus
nemzetség filogenetikai kapcsolatainak feltérképezése érdekében, azonban az eddigi munkak
altalaban valamelyik alcsoportra (szekciora, alnemzetségre) fokuszalnak, nemzetség szintii

attekintasre kevés példat talalunk (Samson és mtsai. 2014).

A fekete Aspergillus-oknak a nemzetség Nigri szekcidjaban elhelyezkedé fajokat
nevezziik, az ide tartozo legismertebb faj az A. niger (Gams és mtsai. 1985). Ismertségét annak
koszonheti, hogy igen széles korben elterjedt a biotechnoldgiai alkalmazasa. ElsOsorban
citromsav, gliikkonsav ipari mértékii eldallitasara hasznaljak, de emellett szamos enzim, pl.:
pektindz, amilaz gazdasagos eldallitasa is lehetséges altaluk (Varga és mtsai. 2000). Hasznos
tulajdonsagaik ellenére karokat is okozhatnak, mert human megbetegedéseket valthatnak ki,
valamint egyes fajok mikotoxinok el6allitasara is képesek, melyek el6fordulhatnak
¢lelmiszereinkben, és elfogyasztasuk hosszli tavon karos hatast fejt ki egészségiinkre. Az egyik
ilyen mikotoxin-csoport a fumonizinek csoportja. Ezek karcinogén mikotoxinok, melyek

szamos betegséggel hozhatok osszefliggésbe mind emberek, mind allatok esetén.

Fekete Aspergillus-ok kiilonb6z6 megbetegedések okozoi lehetnek. Opportunista
patogének 1évén, olyan esetekben okoz fert6zést, amelyekben az immunrendszer valamilyen
okbol nem megfelel6en miikddik. A modern immunoszupresszans terapiak napjainkban egyre
elterjedtebbé valnak, ezért az ilyen jellegli fertézéseknek a szama és jelentdsége egyre
novekszik (Cohen és mtsai. 1993). A fekete Aspergillus-ok elsdsorban a 1égzdszervrendszerben
szaporodnak el, de szemfertézést (keratitisz) és fiilfertézést (otitisz) is okozhatnak. A
légzbszervrendszerben jelentkezé fertézés sok esetben halalos kimenetelil lehet, ezért ezekben
az esetekben nagyon fontos, hogy a lehetd leghatékonyabb terapiat lehessen alkalmazni, és
ezzel csokkenteni a gomba szaporodasanak lehetdségét. Ehhez elengedhetetle, hogy pontosan
tudjuk, melyik faj okozta a megbetegedést, mert a kiilonb6zd fajok eltéré mértékben lehetnek
érzékenyek antifungalis szerekkel szemben (Balajee ¢s mtsai. 2005). Az eddigi gyakorlat azt

mutatja, hogy a Klinikai fekete Aspergillus izolatumokat altalaban A. niger-ként azonositjak
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morfologiai alapon, azonban tobb olyan, egymassal kozeli rokonsagban allo fekete Aspergillus
faj is okozhatnak human fertézéseket, amelyek morfologiai karakterek alapjan nem

kiilonithetdek el egymastol.
Munkam fébb eredményeit az alabbiakban foglalom Gssze:
1. Az Aspergillus nemzetség filogenetikai analizise.

A teljes Aspergillus nemzetséget reprezentativan mintazé filogenetikai vizsgalatot
végeztiink 93 faj bevonasaval. Az elemzés soran 6 génszakaszt szaporitottunk fel, majd
bazissorrendjiiket meghataroztuk. A felszaporitott génszakaszok a kovetkezok voltak: RPB1,
RPB2 (RNS polimeraz II alegységei), Tsrl (20S rRNS 0Osszeszerelésében szerepet jatszo
fehérje), illetve a Cct8 (dajkafehérje), Acll (ATP citrat-liaz) és MCM7 (minikromoszomak
fenntartasaért felelés). A filogenetikai analizist Maximum Likelihood ¢és MrBayes
modszerekkel végeztiik el. Eredményeink alapjan az Aspergillus nemzetség 6 alnemzetségre és
23 szekciora bonthatd. Az Aspergillus (bootstrap-érték: 100 / poszterior valosziniiség: 1),
Polypaecili (100/1), Cremei (90/1), Fumigati (100/1) és Nidulantes (100/1) alnemzetségek
magas tamogatottsagi értékekkel rendelkeznek, a Circumdati (47/1) alnemzetség
tamogatottsaga kisebb a ML-analizis alapjdn. A nemzetségen beliil a ML-analizis alapjan az
Usti és Restricti szekciok kivételével minden szekcid monofiletikusnak bizonyult kdzepes,
vagy magas tdmogatottsagi értékek mellett. Mind a ML, mind a MrBayes analizis alapjan az
Usti szekcio két csoportra kiiloniilt, ahol az A. amylovorus, A. subsessilis és A. egyptiacus fajok
egy jol elhatarolodo kladot alkotnak magas tamogatottsagi értékek mellett (92/1). A Restricti
szekcio képviseldi nem alkotnak elkiilonilé kladot. A Polypaecilum és Phialosimplex
nemzetségekbe tartozo gombak az Aspergillus nemzetség Cremei és Aspergillus szekcidjaba
tartozo fajokkal mutatnak rokonsagot, ennek kovetkeztében ezeket a fajokat az Aspergillus
nemzetség tagjainak tekintjiik, ami a nevezéktanban is ennek megfeleld valtozast von maga
utan. Igy a korabban Phialosimplex caninus, Phialosimplex clamydosporus, Phialosimplex
sclerotiales, Polypaecilum insolitum, Polypaecilum pisci neveket viselé fajok az Aspergillus
nemzetségnevet kaptak. A Penicillium inflatum faj az Aspergillus nemzetségbe sorolhat6, ezért
az Aspergillus inflatus nevet kapta. Az altalunk tapasztalt eredmények szerint a Versicolores,
Nidulantes, Aenei, Raperi, Usti, Bispori, Ochraceorosei és Sparsi szekciok egy nagy csoportot
alkotnak, melyen beliil a Nidulantes és Versicolores szekciok ugyan elkiiloniilnek egymastol,
de nem szekcidszinten. Eredményeink alapjan a Nigri szekcié nem a Flavi, hanem a Terrei,

Flavipedes, Jani és Candidi szekciokkal alkot testvércsoportot. A Flavi szekcio testvérkladja a
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Circumdati szekcio, a Cremei szekcio pedig a tavoli Polypaecili, Restricti és Aspergillus
szekciokkal mutat rokonsagot. A korabban a Sparsi szekcioba sorolt A. funiculosus az A.

ochraceorosei-vel mutat rokonsagot, igy inkabb tekintheté az Ochraceorosei szekcié tagjanak.
2. Az A. niger és A. welwitschiae torzsek genetikai variabilitasanak vizsgalata.

Két nagyon kozeli csoport, az A. niger és A. welwitschiae torzsek izolatumainak
genetikai variabilitasait UP-PCR modszerrel vizsgaltuk. A 88 fragment figyelembe vételével
készitett binomialis matrix alapjan létrehozott Neighbour-joining fan az izoldtumok két
egyértelmiien elkiiloniilé csoportot alkotnak, igy elmondhatjuk, hogy az A. niger és A.

welwitschiae izolatumok UP-PCR mddszerrel elkiilonithetéek egymastol.

3. Fiilfert6zésekbdl szarmazé fekete Aspergillus izolatumok azonositasa, érzékenységiik

antifungalis szerekkel szemben.

Munkank soran 7 irdni 4s 14 magyarorszagi flilfert6zésbdl szarmazd izoldtumot
vizsgaltunk, melyeket kivétel nélkiil A. niger-ként azonositottak a hagyomanyos, morfologian
alapuld6 modszerrel. A kalmodulin gén egy szakaszanak szekvencidi alapjan elvégeztiik az
izolatumok fajszintli besorolasat. Eredményeink alapjan az A. niger-en kiviil mas fekete
Aspergillus fajok (A. welwitschiae és A. tubingensis) is okozhatnak fiilfert6zéseket. Az
izolatumok érzékenységét a klinikumban széles korben hasznalt gombaellenes szerekkel
(flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, terbinafin, amfotericin B) szemben vizsgalatuk. A
MICioo-értékek alapjan nem mutatkozott szignifikans kiilonbség az eltérd fajok
érzékenységében, de elmondhatjuk, hogy a terbinafin (MICi00: 0,25-1 pg/ml) és itrakonazol
(MIC100: 0,5-1 pg/ml) hatasosabbnak bizonyultak, mint a ketokonazol (MIC1g0: 8-16 pg/ml).
Az amfotericin B-vel szemben a magyarorszagi izolatumok érzékenyebbek, mint az irani

izolatumok, ennek okat nem ismerjiik.

4. Fekete Aspergillus izolatumok eléfordulasa élelmiszereken, a torzsek fuminizin-

termelésének és az adott élelmiszerek fuminizin-tartalmanak vizsgalata

Fekete Aspergillus izolatumokat gytjtottink mazsola-, datolya-, fiige- ¢és
hagymamintakrol, majd részleges kalmodulin génszekvencidik alapjan fajszinten azonositottuk
Oket. A mazsolamintakrdl szarmazo izolatumok koziil 16 A. welwitschiae-nek, 16 pedig A.
niger-nek bizonyult. Az izolatumok 66%-a termelt fumonizineket atlagosan 5 mg/kg

mennyiségben, két izolatum azonban kiugrdan nagy, 15 és 17 mg/kg koncentracidban termelte
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ezeket a mikotoxinokat. A mazsolamintak fumonizintartalmat vizsgalva megallapitottuk, hogy
a mintak atlagosan 7 mg/kg koncentracioban voltak szennyezettek, azonban egy minta esetében
kiugroan magas, 35 mg/kg koncentraciot tapasztaltunk. Osszehasonlitasképpen megemlitendd,
hogy az Eurdpai Uni6 altal a fumonizin-szennyezettséget illetden az elfogadott legmagasabb
hatarérték 4 mg/kg, ami feldolgozatlan kukoricara vonatkozik. Datolyamintdkrol 35 fekete
Aspergillus torzset izolaltunk, a szekvenciaadatok alapjan ezek mindegyike az A. tubingensis
fajba tartozott, mely mikotoxinok termelésére nem képes. A fligér6l szarmazo izolatumok
tobbsége is az A. tubingensis fajba tartozott, kivéve 6 izolatumot, melyek az A. niger fajba
sorolhatdéak. A fiigemintdk koziil egy Irdnbol szdrmazd mintdban tudtunk fumonizineket
Kimutatni: FB1, FB,, FB3 és FB4 izomereket detektaltunk, 0,16 mg kg &sszmennyiségben.
Hagymarol 35 fekete Aspergillus torzset izolaltunk, mind a kiils6 szaraz, mind a bels6 husos
levelekb6l. Részleges kalmodulin génszekvenciaik alapjan az Gsszes izolatum az A. niger-rel
nagyon kozeli rokonsagban allo A. welwitschiae fajba sorolhatd. Vizsgaltuk az izolatumok
mikotoxintermel6 képességét, mely alapjan 15%-ukat talaltuk képesnek fumonizinek, 17%-
ukat pedig ochratoxin A termelésére. A vizsgalt 5 hagymaminta esetében két mintaban talaltunk
fumonizin-izomereket 0,32 és 0,33 mg kg* mennyiségben. A fumonizin-izomerek kdzott a FBo-

4, 3-epi-FBs, 1z0-FB1 (FBs) ¢s iz0-FB»,3 formakat azonositottuk.
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Summary

Aspergillus is a diverse genus with high economic and social impact. Several closely
related species cannot be reliably distinguished on the basis of morphological criteria alone.
Molecular tools have been developed to solve this issue, with sequence-based methods being
the most valuable for species delimitation. Partial sequences of the calmodulin or B-tubulin
genes are suitable to discriminate species within the genus Aspergillus. Aspergillus has been
the subject of a large number of taxonomic studies using DNA sequence data. Many of these
studies focused on specific groups (species, sections, subgenera) within Aspergillus and the
number of phylogenetic studies at the genus level and above are limited (Samson et al. 2014).
The black aspergilli (Aspergillus section Nigri) is an important group of species in food
mycology, medical mycology and biotechnology. A. niger is used in the fermentation industry
to produce hydrolytic enzymes, such as amylases or lipases, and organic acids, such as citric
acid and gluconic acid (Varga et al. 2000). Besides their economic importance, black aspergilli
are also important as opportunistic human pathogens and many species cause food spoilage and
are potential producers of mycotoxins (fumonisins, ochratoxin A) which contaminate several

agricultural products.

Black aspergilli are opportunistic human pathogens, but the importance of these diseases
is growing with the spreading of immunosuppressive therapy (Cohen et al. 1993). The disease
usually occurs in the respiratory system, but they can also cause keratitis and otitis. In order to
select the appropriate treatment, the correct identification of these clinical isolates is essential,
as not all species have the same susceptibility patterns against several antifungal drugs (Balajee
et al. 2005). Clinical black Aspergilli are usually identified as A. niger using conventional
morphological methods. However, recent molecular analyses showed that, apart from A. niger
other black Aspergilli are also important as potential opportunistic pathogens in human
infections (Munguia and Daniel 2008).

The objectives of the present study were:
e Production of a robustm genus-wide phylogeny to get insight into the evolutionary
relationships of this economically important genus.
e Analysis of the genetic variability of the two closely related black Aspergillus species
A. niger and A. welwitschiae.
o Identification of black Aspergillus isolates from otomycosis cases, and investigation of

their susceptibility against several antifungal drugs.
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o ldentification of black Aspergillus isolates from food samples, and analysis of their

fumonisin producing ability and the fumonisin content of the investigated food samples.

Our main results were the following:
1. Phylogenetic analysis of the genus Aspergillus

Ninety-three species had been involved in the analysis, which represent the genus
properly. The Acll (ATP citrate lyase), MCM7 (mini-chromosome maintenance complex
component 7), RPB1, RPB2 (RNA Polymerase Il largest and second largest subunit), Tsrl
(ribosome maturation factor) and Cct8 (chaperonin containing TCP1 subunit) genes were
amplified and sequenced. Combined sequence data were created and the phylogenetic analysis
was carried out by Maximum Likelihood and MrBayes methods. According to our data the
genus Aspergillus can be divided into 6 subgenera and 22 sections. The Aspergillus (bootstrap
value: 100/ posterior probability: 1), Polypaecili (100/1), Cremei (90/1), Fumigati (97/1) and
Nidulantes (100/1) subgenera have high support values, however the subgenus Circumdati has
lower bootstrap value (47/1). Except Usti, all the sections are monophyletic according to the
ML analysis with moderate or high bootstrap values. The section Usti is divided into two
groups, and A. amylovorus and A. egypticus represent a separate clade with high support values
(92/1). Fungi belonging to Polypaecilum and Phialosimplex seem to be in relation with
members of sections Cremei and Aspergillus, thus the former Phialosimplex caninus,
Phialosimplex clamydosporus, Phialosimplex sclerotiales, Polypaecilum insolitum and
Polypaecilum pisci species get the genus name Aspergillus. Penicillium inflatum is related to
genus Aspergillus, consequently this species is transferred to genus Aspergillus under the name
A. inflatus. According to our data, sections Versicolores, Nidulantes, Aenei, Raperi, Usti,
Bispori, Ochraceorosei and Sparsi belong to one group. Species of Versicolores and Nidulantes
are divided, but not at the section level. Section Nigri is the sister group of Candidi and Terrei,
not Flavi. The sister group of Flavi is section Circumdati. Section Cremei is related to sections
Polypaecili, Restricti and Aspergillus. A. funiculosus has been classified to section Sparsi, but

this speies is related to A. ochraceoroseus, thus belongs to section Ochraceorosei.

2. Intvestigation of the genetic variability of two closely related black Aspergillus species,

A. niger and A. welwitschiae

The genetic variability of A. niger and A. welwitschiae was studied by the UP-PCR

method. A Neighbour-joining tree was generated based on a binomial matrix which contains
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the data of 88 fragments. On this tree the two species appear in separated clades, thus these
closely related species can be distinguished from each other with this method.

3. ldentification of black Aspergillus isolates from otomycosis cases, and their

susceptibility to different antifungal drugs

Seven samples from Iran and 14 samples from Hungary were investigated. According
to the clinical implication, all of them were identified as A. niger on the basis of conventional
morphological methods. However, based on sequence analysis of a part of the calmodulin gene,
our data showed that apart from A. niger, other Aspergillus species (A. welwitschiae and A.
tubingensis) can also cause otomycosis. The susceptibilities of the isolates to commonly used
antifungal agents (amphotericin B, itraconazole, fluconazole, ketoconazole and terbinafine)
were tested in vitro. Based on the MIC1o0 values there were no significant differences among
the susceptibilities of the different species. Terbinafine (MIC1o0: 0.25-1 pg/ml) and itraconazole
(MIC100: 0.5-1 pg/ml) were more effective than ketoconazole (MICip: 8-16 pg/ml).
Amphotericin B was more effective against the isolates from Hungary, than against the isolates

from Iran.

4. Presence of black Aspergilli on food samples and their ability to produce fumonisins,

fumonisin content of food samples contaminated by black Aspergillus strains.

Black Aspergillus strains were isolated from raisin, date, fig and onion samples. The
isolates were identified based on partial calmodulin gene sequences. Among 32 black
Aspergillus isolates from raisins, 16 were found to belong to A. niger and 16 to A. welwitschiae.
Sixty-six % of the isolates were found to be able to produce fumonisins. Several isomers of
fumonisins were identified in the extracts of the isolates. The average production of fumonisins
by the toxinogenic species was around 5 mg/kg, but two of the isolates produced fumonisins in
a very high concentration (15 and 17 mg/kg, respectively). The average fumonisin content of
the raisin samples was around 7 mg/kg, but in the case of one sample we could detect 35 mg/kg
(for comparison, the EU limit for unprocessed maize is 4 mg/kg). Regulations do not exist for

the fumonisin content of raisins.

All of the 35 black Aspergillus strains isolated from dates were found to belong to A.

tubingensis based on calmodulin sequence data. This species is not able to produce mycotoxins.
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The majority of the isolates originated from figs were also belonging to A. tubingensis,
but 6 A. niger isolates were also detected. One fig sample was contaminated by fumonisins at

a low concentration (0.16 mg/kg).

All of the 35 black Aspergillus strains isolated from onion samples were found to belong
to A. welwitschiae based on calmodulin sequence data. Fifteen % of the isolates were able to
produce fumonisins, while 17% produced ochratoxin A. Two of the onion samples were

contaminated by fumonisins at low concentrations (0.32 and 0.33 mg/kg).
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