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BEVEZETES

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 elmondhato, hogy az egymassal
kozeli rokonsagban allé 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, nemzetségszintii
filogenetikai vizsgalatra eddig kevés esetben volt példa, igy a rokonsagi kapcsolatok pontos

feltérképezése még nem tortént meg.

A rokonsdgi kapcsolatok megismerésének érdekében filogenetikai vizsgalatot
végeztiink 93 faj bevonasaval, melyek a teljes Aspergillus nemzetséget reprezentaljak. Az
elemzéshez 6 génszakaszt valasztottunk ki. Az RPB1 és RPB2 (RNS polimeraz alegységei), a
Tsrl (20S rRNS Gsszeszerelésében jatszik szerepet), illetve a Cct8 (dajkafehérje) 1okuszok
alkalmasnak bizonyultak az alnemzetség-szintli rokonsagi kapcsolatok megallapitasara a
Penicillium nemzetségen beliil, és elézetes vizsgalataink alapjan az 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 szekcidjaba tartozo fajokat fekete Aspergillus-oknak
nevezziik. Legismertebb képvisel6jiik az Aspergillus niger, melyet széles korben alkalmaznak
az ¢lelmiszeriparban citromsav és gliikonsav termeltetésére, tovabba szamos enzim, pl.
pektinaz, amilaz el6allitasara is hasznaljak. A fekete Aspergillus-ok opportunista human
betegségek okozoi is lehetnek, valamint egyes fajok gyakran élelmiszereinket 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 elészor. Hatasuk egyrészt abban nyilvanul meg, hogy

gatoljak a szfingolipid bioszinézist. Ennek oka, hogy szerkezetiik hasonld a szfingolipid



intermedierekéhez, ¢és a ceramid szintdz enzimhez kapcsolddnak. Ezen kiviil gatoljak a
folsavtranszportot is, melynek kovetkeztében a gerincveldcsé zarodasa nem lesz teljes az
embridban. Tovabba ezek a toxinok tehetdk feleldssé kiilonboz6, haszonallatainkat érintd
megbetegedésért, mint példaul lovak agylagyulasaért, valamint sertések tiidéodémajaért is. A
fekete Aspergillus-ok lehetséges fumonizin-termelése azért jelentds, mert sok élelmiszer- és

takarmanyndvényen el6fordulnak, igy azok fumonizint tartalmazhatnak.

Munkank soran kiilonb6z6 mezdgazdasagi termékekrdl gyljtottiink 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

hagymamintakrdl szamos fekete Aspergillus torzset sikeriilt izolalnunk.

A fekete Aspergillus-ok opportunista patogénként mikozisokat okozhatnak, és a modern
immunszupresszans terapiak elterjedésével az utobbi években megnétt az altaluk okozott
megbetegedések szama és jelentosége. A fert6zés leggyakrabban a 1égzdszervrendszerben
jelentkezik, de szemfert6zést (keratitisz) és fiilfertézést (otitisz) is okozhatnak. Human
fertézések esetén a korokozo pontos, fajszintli meghatarozasa rendkiviil fontos, mert a
kiilonb6z6 fajok eltérd mértékben lehetnek érzékenyek kiilonbozd antifungélis szerekre. A
gyakorlatban a fekete Aspergillus fajokat altalaban A. niger-ként azonositjak morfologiai

alapon, pedig mas kozeli rokon fajok is okozhatnak fertézéseket.

Vizsgalataink soran irani és magyarorszagi fulfert6zésekbdl szarmazo izolatumokat
azonositottunk a kalmodulin gén egy szakaszanak bazissorrendje alapjan. A vizsgalt
izolatumokat kivétel nélkiill A. niger-ként hataroztadk meg morfologiai karakterek
figyelembevételével. Teszteltiik tovabba néhany izolatum érzékenységét a klinikumban széles

korben hasznalt gombaellenes szerekkel szemben.



CELKITUZESEK

Munkank soran a kovetkezd célokat tliztik ki:

Az Aspergillus nemzetség atfogo filogenetikai elemzése a rokonsagi viszonyok
pontos feltérképezése érdekében. Filogenetikai analizis 93 torzs és 6 gén bevonasaval,

Maximum Likelihood és Bayes-i modszerekkel.

Két kozeli rokon faj, az A. niger és az A. welwitschiae genetikai variabilitasanak
vizsgalata. A két faj morfologiai alapon nem kiilonithetd el egymastol, de kalmodulin
szekvenciaik alapjan egyértelmiien elkiiloniilnek. Célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk,
vajon ez a kiilonbség kiterjed-e egyéb genomi régiokra is. A vizsgalat soran a UP-PCR
modszert alkalmaztuk, amely alkalmas kozeli rokonsagban 1év6 fajok genomszintii

variabilitdsanak vizsgalatara.

Fiilfert6zésekbol szarmazo fekete Aspergillus izolatumok azonositasa,
érzékenységiik  vizsgalata kiilonboz6 antifungalis szerekkel szemben.
Filfert6zésekbdl eddig csak A. niger-t azonositottak, de egyéb fekete Aspergillus fajok
is okozhatnak opportunista mikozisokat, azonban ezek morfoldgiai karakterek alapjan
nem mindig kiilonithetdk el egymastol. Ez azért nagy jelentdségli, mert a kiilonb6zo
fajok eltéré mértékben lehetnek érzékenyek antifungalis szerekre. Célul tiiztik ki
fiilfertdzésekbdl szarmazé izolatumok fajszintli azonositasat, €s az izolalt térzseknek a
klinikumban altaldnosan alkalmazott antifungélis szerekkel szembeni érzékenységének

megallapitasat mikrodiltcios modszerrel.

Elelmiszerekrl szarmazé fekete Aspergillus izolatumok azonositasa, az
izolatumok fumonizin-termelésének, valamint a vizsgalt élelmiszerek fumonizin-
tartalmanak vizsgalata. Fekete Aspergillus-ok szamos élelmiszerben el6fordulhatnak,
és potencidlis fumonizin termelésiik egészségiigyi kockazatot jelent. Célunk fekete
Aspergillus izolatumok gytijtése, fajszintli azonositasa, valamint a begyijtott torzsek
fumonizin-termel6 képességének vizsgalata volt. Ezen feliil elvégeztik a vizsgalt

¢élelmiszerek fumonizin tartalmanak megallapitasat HPLC-MS modszerrel.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Filogenetikai analizis

DNS-tisztitas

Polimeraz lancreakcié (PCR)
Agaroz gélelektroforézis
Kapillaris szekvenalas
Szekvencidk illesztése
Szekvencidk dsszeflizése kontigga
Maximum Likelihood analizis

Bayes-i analizis
Az A. niger és az A. welwitschiae testvérfajok kozotti kiilonbségek vizsgalata

Universally Primed (UP) — PCR

Neighbor-joining analizis
Fiilfert6zésekbol szarmazo fekete Aspergillus izolatumok azonositasa

Tiszta tenyészetek 1étrehozasa

Micélium felszaporitdsa, DNS izolalas

Molekularis azonositas kalmodulin szekvenciak alapjan
Torzsfa készitése Maximum Parszimdnia modszerrel

Antifungalis érzékenység meghatarozasa leveshigitasos modszerrel
Elelmiszereken eléfordulé fekete Aspergillus izolatumok vizsgalata

Penészgobdk izolalasa Dikloran-bengalrézsa-kloramfenikol tdplemezeken
Izolatumok azonositasa kalmodulin szekveniak alapjan

Torzsfa készitése Maximum Parszimonia modszerrel

Fumonizin extrakcid

Fumonizin-tartalom meghatarozasa reverz fazisi HPLC/ESI-IT-MS modszerrel



EREDMENYEK

1. Az Aspergillus nemzetség filogenetikai analizise.

Eredményeink alapjan az Aspergillus nemzetség 6 alnemzetségre és 23 szekciora
bonthat6. Az Aspergillus (bootstrap-érték: 100 / poszterior valdsziniség: 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 alapjan. A nemzetségen beliil a ML-analizis alapjan az Usti és Restricti
szekciok kivételével minden szekcidé monofiletikusnak bizonyult kozepes, vagy magas
tamogatottsagi értékek mellett. Mind a ML, mind a Bayes-i analizis alapjan az Usti szekcio két
csoportra kiiloniilt, ahol az A. amylovorus, A. subsessilis és A. egyptiacus fajok egy jol
elhatarol6do kladot alkotnak magas tamogatottsagi értékek mellett (92/1). A Polypaecilum és
Phialosimplex nemzetségekbe tartoz6 gombak az Aspergillus nemzetség Cremei és Aspergillus
szekcigjaba tartoz6 fajokkal mutatnak rokonsdgot, ennek kovetkeztében ezeket a fajokat az
Aspergillus nemzetség tagjainak tekintjiikk, ami a nevezéktanban is ennek megfeleld valtozast
von maga utdn. Igy a korabban Phialosimplex caninus, Phialosimplex clamydosporus,
Phialosimplex sclerotiales, Polypaecilum insolitum, Polypaecilum pisci neveket visel6 fajok az
Aspergillus nemzetségnevet kaptak. A Penicillium inflatum faj az Aspergillus nemzetségbe
sorolhato, 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 szekcioszinten. Eredményeink alapjan a Nigri szekcidé nem a
Flavi, hanem a Terrei, Flavipedes, Jani és Candidi szekciokkal alkot testvércsoportot. A Flavi
szekcio testvérkladja a Circumdati szekcio, a Cremei szekcio pedig a tavoli Polypaecili,
Restricti és Aspergillus szekciokkal mutat rokonsagot. A korabban a Sparsi szekcidba sorolt A.
funiculosus az A. ochraceorosei-vel mutat rokonsagot, igy inkabb tekintheté az Ochraceorosei

szekcio tagjanak.

Ezek az eredmények hozzajarultak az Aspergillus nemzetség nevezéktanaval
kapcsolatosan kialakult vita eldontéséhez. Véleményiink szerint nincs filogenetikai
megalapozottsiga annak a javaslatnak, hogy az Aspergillus nemzetséget nevezéktanilag
felosszuk, és kiilonbozd nemzetségneveket kapjanak az ide tartozé csoportok. A Nevezéktani

Bizottsag az altalunk is képviselt javaslatot fogadta el, mely szerint a nemzetség tagjai



megorizhetik az Aspergillus nevet, az idetartozdé egyéb fajok pedig, melyek eddig nem

rendelkeztek Aspergillus nemzetségnévvel, megkapjak azt.
2. Az A. niger és A. welwitschiae torzsek genetikai variabilitasanak vizsgalata.

Az egymassal nagyon kozeli rokonsagban allo fajok, az A. niger és A. welwitschiae
torzsek izolatumainak genetikai variabilitasait UP-PCR modszerrel vizsgaltuk. A 88 fragment
figyelembevételével készitett binomialis matrix alapjan létrehozott Neighbour-joining fan az
izolatumok két egyértelmiien elkiiloniilé csoportot alkotnak, igy elmondhatjuk, hogy az A.

niger és A. welwitschiae izolatumok UP-PCR modszerrel elkiilonithetdek egymastol.

3. Fiilfert6zésekbdl szarmazé fekete Aspergillus izolatumok azonositasa, érzékenységiik

antifungalis szerekkel szemben.

Munkénk soran 7 irani 4s 14 magyarorszagi flilfert6zésbdl szdrmazod izolatumot
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 fiilfertézéseket. 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 eltéré fajok
érzékenységében, de elmondhatjuk, hogy a terbinafin (MIC100: 0,25-1 ug/ml) és itrakonazol
(MIC1o0: 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

1zolatumok, ennek okat nem ismerjiik.

4. Fekete Aspergillus izolatumok eléfordulasa élelmiszereken, a torzsek fuminizin-
termelésének és az adott élelmiszerek fuminizin-tartalmanak vizsgalata

Fekete Aspergillus izolatumokat gyQjtottink mazsola-, datolya-, flige- ¢és
hagymamintakrdl, majd részleges kalmodulin génszekvencidik alapjan fajszinten azonositottuk
Oket. A vizsgalt mazsolamintak Torokorszagbol, Dél-Afrikabol, Gorogorszagbol, Iranbdl, az
Amerikai Egyesiilt Allamokbol, Kindbol és Indiabol szarmaztak. Az A. welwitschiae és A. niger
izolatumok 66%-a termelt fumonizineket atlagosan 5 mg/kg mennyiségben, két izolatum
azonban kiugrdan nagy, 15 és 17 mg/kg koncentracidban termelte ezeket a mikotoxinokat. A

mazsolamintak fumonizintartalmat vizsgalva megallapitottuk, hogy a mintak 4tlagosan 7 mg/kg



koncentracioban voltak szennyezettek, azonban egy minta esetében kiugroan magas, 35 mg/kg
koncentraciét tapasztaltunk. Osszehasonlitasképpen megemlitendd, hogy az Eurépai Uni6 altal
a fumonizin-szennyezettséget illetéen az elfogadott legmagasabb hatarérték 4 mg/kg, ami
feldolgozatlan kukoricara vonatkozik. Vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy az A. niger és
A. welwitschiae fajok felelések a mazsola fumonizin-szennyezettségéért vilagszerte, mely tényt
alatamasztja, hogy az A. niger és az A. welwitschiae izolatumok nagy része képes magas
cukortartalmi kozegben fumonizinek termelésére. Datolyamintakrol 35 fekete Aspergillus
torzset izolaltunk, a szekvenciaadatok alapjan ezek mindegyike az A. tubingensis fajba tartozott,
mely mikotoxinok termelésére nem képes. A fiigérdl szarmazo izolatumok tobbsége is az A.
tubingensis fajba tartozott, kivéve 6 izolatumot, melyek az A. niger fajba sorolhatoak. A
fligemintak koziil egy Iranbodl szarmazé mintaban tudtunk fumonizineket kimutatni: FB1, FBo,
FBs és FB4 izomereket detektaltunk, 0,16 mg/kg 6sszmennyiségben. Hagymar6l 35 fekete
Aspergillus torzset izolaltunk, mind a kiilsé szaraz, mind a bels6 husos levelekb6l. Részleges
kalmodulin génszekvenciaik alapjan az Osszes izolatum az A. niger-rel nagyon kozeli
rokonsagban allo A. welwitschiae fajba sorolhat6. Vizsgaltuk az izolatumok mikotoxintermeld
képességét, mely alapjan 15%-ukat talaltuk képesnek fumonizinek, 17%-ukat pedig ochratoxin
A termelésére. Két hagymamintaban talaltunk fumonizin-izomereket 0,32 és 0,33 mg/kg
mennyiségben. A fumonizin-izomerek kozott a FB2.4, 3-epi-FBs, iz0-FB1 (FBe) és izo-FB23
formakat azonositottuk. Kiilonb6z6 orszagokbol (Magyarorszag kiilonbozo teriiletel,
Lengyelorszag, Anglia, USA, India) szdrmaz6 hagymamintdkat gy{jtottiink, melyekrdl
osszesen 70 fekete Aspergillus torzset izolaltunk. Ezeket egy, a kutatocsoportunk altal tervezett
fajspecifikus primerpar segitségével azonositottuk. Az izolalt torzsek mindegyike A.
welwitschiae-nek bizonyult, igy elmondhatd, hogy ez a faj felelds a hagymandvények fekete

Aspergillus-os fertézéséért vilagszerte.



OSSZEFOGLALAS

Hat génen alapulé filogenetikai analizissel bizonyitottuk, hogy

az Usti szekcid két részre kiiloniil

- aVersicolores szekci6 a Nidulantes szekcioba agyazodik

- a Nigri szekcio nem a Flavi, hanem a Terrei és Candidi szekciokkal alkot
k6zos csoportot

- aFlavi szekcio testvérkladja a Circumdati szekcio

- a Polypaecilum és Phialosimplex nemzetségek az Aspergillus nemzetség
részei

- az A. funiculosus faj a Sparsi szekcidbol az Ochraceorosei szekcioba keriil

- a Penicillium inflatum az Aspergillus nemzetség Cremei szekciojanak tagja

(4 megnevezése: A. inflatus)

- az A. clavatoflavus és A. zonatus nem tagjai az Aspergillus nemzetségnek

Eredményeinkkel hozzajarultunk az Aspergillus nemzetséget érinté nevezéktani vita

eldontéséhez.

UP-PCR mddszerrel genom szintli kiilonbséget mutattunk ki az A. niger és az A.

welwitschiae fajok kozott.

Bizonyitottuk, hogy az A. niger mellett mas fekete Aspergillus fajok (A. welwitschiae, A.

tubingensis) is okozhatnak fiilfertézéseket.
Fumonizin termel6 fekete Aspergillus-okat izolaltunk mazsola, fiige és hagyma mintakrol.

Fekete Aspergillus-ok altal termelt fumonizineket mutattunk ki mazsola, fiige és hagyma

mintakban.

Els6ként mutattuk ki, hogy az A. niger és A. welwitschiae fajok képesek FB1, FB3, 3-epi-

FB3, 3-epi-FBas és izo-FB2 3 izomerek termelésére.

Vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy az A. niger és A. welwitschiae fajok felelések a

mazsola fumonizin-szennyezettségéért vilagszerte.

Bizonyitast nyert, hogy az A. welwitschiae faj felelés a hagymandvények fekete

Aspergillus-os fertézéséért vilagszerte.
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