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A KUTATASI TEMA ELOZMENYEINEK OSSZEFOGLALASA

Az Aspergillus fumigatus (tovabbiakban 4. fumigatus), melyet Fresenius irt le eldszor
1863-ban, a természetben elterjedten eldforduld, termotolerans fonalas gombafaj. Ez a
gombafaj fontos humén patogén szervezet, a leggyakoribb etiologiai dgense az emberi
aspergillosis  kiilonb5zd tipusainak. Szdmos betegséget okozhat, mint pl.
bronchopulmonéris aspergillosist, aspergillomat, illetve hematogén terjedéssel invaziv
aspergillosist, ami immunoldgiailag legyengiilt egyénekre haldlos lehet (Marsh és mitsi,
1979, Staib és mitsi, 1989). Igen sokféle mikotoxint termelnek a fajba tartozé térzsek;
ezek a toxinok veszélyesek lehetnek allatokra és emberekre egyarant. Ugyanakkor egyes
tdrzsekbdl antibiotikumként (pl. fumagillin, McCowen és mitsi, 1951), a rak terdpidjaban
alkalmazhato (pl. restrictocin, Miillbacher és Eichner, 1984), ill. a koleszterin szint
csbkkentésére hasznélhato (pyripyropének, Tomoda és mitsi, 1994) vegyiileteket izolltak.
A faj egyes extracellularis enzimaktivitasai (pl. protedzok, nukleinsavbonté enzimek,
glukozidazok, celluldzok) is kiemelkeddek a t6bbi fonalas gombaval sszehasonlitva.

Az A. fumigatus-t egy fajnak tartjék, de a torzsek jelentosen kiilsnbdzhetnek makro- és
mikromorfoldgiai sajatsagaikban (Leslie és mtsi., 1988). Az 4. fumigatus faj nagyfoku
variabilitdisa miatt kevert klinikai mintdkb6l tSrténd kimutatisa nehéz feladat. A
klinikumban a mikdzisok nagyardnyQ elterjedése fokozodo veszélyt jelent az
immunolégiailag szuppresszalt betegek, HIV-fertozdttek, ill. killsnbdzd szervatiiltetésen
atesett paciensek esetében. Ezekben az esetekben az A. fumigatus fajnak kiemelkedd a
fertdzési ratdja (Minamoto és mtsi, 1992, Arow és mtsi, 1991). A gomba fajszintii gyors
kimutatdsa akdr életmentd is lehet a beteg kezelésének mihamarabbi elkezdése érdekében,
ezért szitkséges egy olyan médszer kidolgozasa, mely sordn az 4. fumigatus fajt gyorsan
és kétséget kizdréan el lehet kiildniteni a mintdban lévo tobbi mikrobatdl, és tisztdzni
lehet a fertdzés eredetét is. ‘

Az A. fumigatus intraspecifikus variabilitasat szimos mddszerrel vizsgaltak.

Matsuda és mtsi (1992) az A. fumigatus torzseket a glutamat dehidrogenaz és gliikdz-
6-foszfat dehidrogenaz izoenzim mintézatok alapjdn kiildnbdztették meg mas Aspergillus
fajoktol.

A sejtmagi DNS és mitokondridlis DNS restrikciés enzim analizisével kordbban
sikeresen oldottak meg a fekete Aspergillus izolatumok karakterizaldsat (Varga és mitsi,
1993, 1994). A torzsek mtDNS-eit GC-gazdag felismerhellyel rendelkezd Haelll



(BspRI) restrikciés enzimmel vizsgaltak, mely enzim alkalmazisa lehetdséget teremtett
az mtDNS polimorfizmusok vizsgalatira pl. az Aspergillus nemzetség Nidulantes és
Circumdati szekcidinak tagjai esetében (Varga és mitsi, 1993; Varga és mitsi, nem
publikalt észlelések). A restrikcios enzimeket is sikerrel alkalmaztak 4. fumigatus torzsek
tipizdlasara is (Denning és mtsi, 1990, 1991).

Kordbbi vizsgilatok sordn a vizsgalt primerek kis szdzalékaval tudtak variabilitast
kimutatni 4. fumigatus térzsek kozott (Aufauvre-Brown és mtsi, 1992; Loudon és mitsi,
1993).

Az eldzoekben leirt, killonbozd modszerek Gsszehasonlitdsat eddig még nem végezték
el. i

CELKITUZESEK

Célunk az volt, hogy egyrészt olyan mddszert taliljunk, mely alkalmazhaté az 4.
Sumigatus térzsek mds fajoktdl valé gyors elkiilénitésére, masrészt hogy az 4. ﬁ;migalu;
fajba tartozd torzseket valamilyen médon tipizalni tudjuk. Tovabbi vizsgilataink az 4.
Jumigatus és rokon fajai kozdtti rokonsagi fok feltirasira iranyultak. Munkénk sorin
mintegy 60 A. fumigatus gyiijteményes térzset és klinikai izoldtumot, valamint mintegy
50, az Aspergillus nemzetség Fumigati szekcidjaba tartozd egyéb fajokat reprezentalé
torzset vizsgaltunk. A célkitlizések megvalositisdhoz a kovetkezd fenotipikus és
genotipikus (nukleinsav analizisen alapul6) médszerek alkalmazasa révén jutottunk el:

I. Fenotipikus médszerek

1. Morfolégiai vizsgélatok (ndvekedési sebesség killonbszd homérsékleteken, hotirés,
telepmorfoldgia, konidium alak és méret, vezikulum atmérdk vizsgalata);

2. Proteaz termelés vizsgalata;

3. Izoenzim analizis;

4, Szénforrashasznositési tesztek;

5. Mikotoxin termelés vizsgalata.

I1. Genotipikus médszerek

1. Mitokondrialis DNS RFLP-k vizsgilata;



2. Sejtmagi DNS RFLP-k vizsgélata;
3. Random amplifikalt polimorfikus DNS (RAPD) analizis.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

I. Az A. fumigatus faj intraspecifikus variabilitasanak vizsgilata

L1

1.2

L3.

Az A. fumigatus térzsek makromorfolégidja nagyon valtozatos. Szélsoséges
kiilonbségeket figyeltiink meg konidium termelésiik, pigmentaciojuk, és kiilénbdzo
homérsékleten mért novekedési sebességiik alapjan. A makromorfologiai
variabilitds magas foka ellenére a vizsgalt A. fumigatus torzsek egységes képet
mutattak mikromorfolégidjukban. Minden torzs konidium &atméréje 2,5-3,5 um
kozotti volt, ez a méret egyezik az irodalmi adatokkal (2,1-3,5 pm). Elliptikus
formaju konidiumokkal rendelkez torzseket, szeptalt fialidos, és akolumnaris feji
torzseket is észleltiink. A vizsgalatok soran a kiilonboz6 torzsgytjteményekbol
szarmazo torzsek mintegy 10%-ardl bebizonyosodott, hogy taxonémiai besorolasuk
nem megfeleld; egy Penicillium, egy A. terreus, egy A. flavus, két A. oryzae, és egy,
az A. fumigatus fajcsoportba, de nem az A. fumigatus fajba tartozé torzset tudtunk

azonositani.

A proteaztermelés vizsgalata soran az 4. fumigatus faj melanint nem termel6
szinmutansai mutattak a legkisebb enzimaktivitast. A patogén forrasbol szarmazd
torzseknek atlagosan magasabb volt a proteazaktivitdsa, mint a szaprofita forrasbol

izolalt torzseknek.

Az izoenzim profilokat tekintve polimorfizmust detektaltunk minden vizsgalt
izoenzimnél. A laktat dehidrogenaz, szuperoxid dizmutaz és NADP-fiiggd glutamat
dehidrogendz izoenzim mintdzatok a legtobb vizsgalt torzs esetében azonosak
voltak; a laktat dehidrogenaz és szuperoxid dizmutdz csak egy, mig a glutamat
dehidrogenaz esetében két térzs mutatott eltérd mintazatot. A katalaz és a gliik6z-6-
foszfat dehidrogenaz izoenzim mintazatok varidbilisebbek voltak, de az izoenzimek
polimorfizmusat foleg a savas foszfataz (PHO) és észteraz (EST) enzimek esetében
észleltiik. A PHO mintazatok esetében két tipust tudtunk elkiiloniteni, melyek az 4.



L4.

Jfumigatus torzsek csoportositasara hasznalhatok, bar ezek a mintdzatok nem
kiilonboznek eléggé ahhoz, hogy rutin tipizal6 technikaként alkalmazhassuk ezeket.
A PHO esetében a vizsgalt két elektroforetikus csoport nem felelt meg pontosan a
hérom észlelt EST csoport egyikének sem, bar a legtobb A tipusu észteraz
mintazattal rendelkezd térzs A tipusit PHO mintazata (19 torzs) és a B tipusu EST
mintdzati torzsek B tipusi PHO mintazatiak (16 torzs). Az EST és PHO profilok
alapjan a vizsgalt 61 A. fumigatus térzset 7 csoportba lehetett sorolni. Nem
észleltiink 6sszefliggést az adott torzs izoenzim mintdzatai, és a torzsek eredete
(szaprofita vagy patogén) kozott, sem névekedési ratajuk, makromorfolégidjuk és
izoenzim mintazataik kozott. Ezek az enzimpolimorfizmusok jol hasznalhatéak az
A. fumigatus torzsek csoportositasara.

A fenotipusos karakterek hatranya, hogy génexpressziotol fliggnek és nehéz
standardizalni a miiveleteket, mert pl. kiilonb6z0 tenyésztési feltételek kiilonbdzd
izoenzim mintdzatokat eredményezhetnek. A genotipuson (DNS-en) alapuld
modszerek alkalmazdsa esetében ezek a probléméak nem jelentkeznek. Eloszor a
sejtmagi DNS ¢és mitokondridlis DNS restrikciés enzim analizisét probaltuk
alkalmazni az 4. fumigatus torzsek osszehasonlitasara. Az Gsszes A. fumigatus torzs
EcoRI restrikciés enzimmel emésztett repetitiv DNS mintdzata megegyezett, az
FRR 1266 torzs kivételével. A Smal-generalt repetitiv DNS mintazatok két torzs, a
FRR 1266 és egy kontaminansként izolalt t6rzs (44b) kivételével szintén
megegyeztek, mig az rDNS hibdirizdciés mintézatok, melyek vizsgalata sordn a
Smal-generalt DNS-hez az 4. nidulans riboszdmalis repeat unitjat hibridizaltuk,
invaridbiliseknek bizonyultak, a FRR 1266 torzset kivéve. A torzsek mtDNS-eit
GC-gazdag felismerdhellyel rendelkezd Haelll (BspRI) restrikcios enzimmel
vizsgéltuk. A gélben megfigyelt repetitiv DNS fragmentek mitokondrialis eredetét
Haelll-mal emésztett, tisztitott mtDNS mintazatokkal val6 dsszehasonlitassal és a
tisztitott 6ssz-mtDNS hibridizacidjaval bizonyitottuk. Az A. fumigatus torzsek
Haelll generalt mtDNS mintazatai invariabilisak voltak, kivéve a FRR 1266 torzsét.
Nem észleltiik az mtDNS variabilitasait még abban az esetben sem, ha a Haelll
restrikcids enzimet mas enzimekkel kombindlva hasznaltunk (EcoRI, HindIll és
Bglll). A fentiek alapjan az rDNS és mtDNS RFLP moédszerek nem hasznalhatok az
A. fumigatus torzsek csoportokba sorolasara. Ez a megfigyelés nem mond ellent
annak a korabbi észlelésnek, miszerint a restrikcios enzimeket sikerrel alkalmaztdk



kiilonb6z0 tdrzsek tipizaldsira (Denning és mtsi, 1990, 1991). Azokban a
vizsgalatokban nagy méreti DNS molekuldkat (>50kb) izolaltak protoplaszt
technikéval, és a restrikciés emésztések utan nyert 10-50 kb mérettartomanyba esd
savok mobilitasbeli kiilonbségei alapjan soroltak csoportokba az izolatumokat.

L.5. Misik genotipikus médszerként a RAPD analizist alkalmaztuk. A legtdbb primer
esetén csak néhany tdrzsnél észleltiink eltérd RAPD mintazatot. Bar minden primer
esetén megfigyeltiink némi variabilitast az 4. fumigatus térzsek koézbtt, 12 primer
koziil csak 3-ndl (OPC-06, OPC-07, OPC-10) volt nagyfoku a variabilitis. Az
OPC-10 és OPC-07 primerek vizsgalataval a 61 4. fumigatus térzset 37 csoportba
osztottuk. Ez azt jelenti, hogy korlitozott szamil primer (2 vagy 3) alkalmazésa
elegendd lehet az A. fumigatus izolitumok megkiilénboztetésére. Az OPC-08
primer, melynek alkalmazisa sorin egy erds siv amplifiklédott minden 4.
fumigatus térzsben, mig mas fajokban eltérd méretii fragmentek amplifikalédtak,
megfeleld marker lehet az A. fumigatus izolitumok megkiilénboztetésére olyan més
potenciélisan patogén Aspergillus fajoktol, mint pl. az 4. flavus, az A. niger vagy az
A. terreus.

Megbeszélés:

A fenotipikus és genotipikus adatok alapjan két torzsfat alkottunk. Az adatmatrixok
kofenetikus korreldciés analizise Ssszefiiggést mutatott az izoenzim, ill. RAPD
adatokon alapulé dendogramok kozétt (a kofenetikus korrelacios koefficiens 0,9086
volt a killsnbdzd karakter készleteken alapulé két dendogram kozbtt). A két
dendogram hasonldsiga azt jelzi, hogy a kisérleteink sordn alkalmazott egymastol
fiiggetlen médszerek a tdrzsek genetikai variabilitisinak mérésére egymastdl
fiiggetleniil is hasznilhatéak. Az A. fumigatus torzsek jol elkilloniiltek a
Neosartorya fennelliae és Neosartorya pseudofischeri torzsektol, melyeket mint
kiilsd 8sszehasonlitokat vontunk be kisérleteinkbe. Mindkét dendogram az A.
fumigatus torzsek homogenitisit mutatja (legalabb 80% ‘az egyezés). Az 4.
fumigatus var. ellipticus és az A. fumigatus var. acolumnaris helye a dendogramon
azt jelzi, hogy ezek az A. fumigatus "alfajok” nem elégitik ki az alfaj értelmezés
kritériumait; e tSrzsek izoenzim, mtDNS és rDNS mintdzatai megegyeznek, ill. a
RAPD mintézataik is hasonléak mas A. fumigatus térzsekéihez. Ez a megfigyelés
dsszhangban van azzal a korabbi feltételezéssel, melyet az 4. fumigatus torzsek és
alfajaik ( 4. fumigatus var. ellipticus és A. fumigatus var.. acolumnaris)



antigénjeinek, mikromorfologiai és masodlagos metabolit profiljainak, ill. DNS
reasszocidcios kinetikdjanak vizsgdlatai tamasztanak ald, hogy ezek a tdrzsek
csupan morfolégiai varidnsai az A. fumigatus fajoknak (Frisvad és Samson, 1990;
Kim és Chaparas, 1979; Peterson, 1992). Ezen eredmények ismeretében nem értiink
egyet azzal a kordbbi megillapitissal, miszerint morfoldgiai és fiziologiai
kritériumok alapjdn az A. fumigatus var. ellipticus-t és az A. fumigatus var.
acolumnaris-t \j fajokként kéne leimi A. neoellipticus és A. acolumnaris néven
(Kozakiewicz, 1989; Varshney és Sarbhoy, 1981). Mindkét dendogram szerint
tavoli kapcsolat van az FRR 1266 jelii tdrzs és mas A. fumigatus torzsek kdzbtt,
Ezen térzs mtDNS és rDNS mintazatai is kiilonbdznek a Fumigati szekcié'minden
mds fajanak mintazatitol. Eredményeink azt mutatjak, hogy ez a tdrzs egy Uj fajt
reprezental a Fumigati szekcion beliil. Ez a torzs egy heterotallikus Neosartorya faj
egyik pérosodasi tipus torzse lehet, mivel ez a torzs morfolégidjaban néhany
Neosartorya faj anamorfjara emlékeztet, bar termétest- vagy aszkospora termelést
nem figyeltiink meg.

II. Az interspecifikus variabilitds vizsgilata az A. fumigatus és kozeli rokon fajok

IL 1.

IL 2.

kozott

A legtdbb faj jol definidlhaté csoportokat alkotott izoenzim és szénforrds
hasznositdsi mintdzata alapjan. Az A. fumigatus és Neosartorya fischeri fajok
vizsgalataink szerint azonos csoportba tartoztak. : :
Néhény ausztrél izoldtum - izoenzim és szénhasznositdsi mintazataik alapjan - az
ugyanazt a fajt képviseld mis tdrzsekkel tavoli rokonsagot mutatott. Erre példa a
Neosartorya glabra IMI 061450 és IMI 131700 és a t8bbi vizsgalt N. glabra torzs
kozott megfigyelt tdvoli rokonség, és az A. viridinutans IMI 306135, A. viridinutans
IMI 062875 és NRRL 576, és méas A. viridinutans tSrzsek kdzdtt megfigyelt
evolicids tavolsig. Ezen eredmények 8sszhangban vannak a tdrzsek mitokondridlis
DNS genomjénak vizsgélata sordn nyert eredményekkel, melyek szerint az ausztral
A. viridinutans és N. glabra izoldtumoknak a mas helyrdl szdrmazo izoldtumoktol
eltérd a restrikciés mintdzata. Ezek a megfigyelések vératlanok. Nagy a kisértés
annak a kdvetkeztetésnek a levondsira, hogy az ausztrdl torzsek mdis evolucids
ritdval fejlodnek a kontinens foldrajzi izoldltsdga miatt, mint az eltérd lokalizicidju
torzsek.



. 1L 3. Az A. fumigatus izolitumokat és négy A. viridinutans torzset a N. fischeri illetve a
N. glabra kdzeli rokonainak talaltuk, mely azt jelzi, hogy a szekcid evoliicidja sordn
tobbszdr is megtorténhetett a meiozis, azaz a szexudlis életciklus elvesztése.
Hasonlé kovetkeztetést vontak le LoBuglio és mtsi (1993), akik szexuilis
Talaromyces és aszexudlis Penicillium fajokat vizsgaltak.

II. 4. Munkank sordn két, a Fumigati szekciéba tartozo fajban, a N. hiratsukae
mindhdrom vizsgalt tdrzsében (NHL 3008, NHL 3009 és IMI 349860), és egy N.
quadricincta tdrzsben (NRRL 2154) mutattuk ki dsRNS molekuldk jelenlétét. A
vizsgalt Neosartorya térzsek az elsd szexualis ciklussal is rendelkezd Aspergillus
izoldtumok, melyekben sikeriilt mikovirust kimutatni. Ezen fajok tovabbi vizsgilata
lehetdséget adhat arra, hogy tisztdzzuk a mikovirusok szexudlis (aszkospérak) és
aszexualis spérak (konidiumok) tjan t8rténd terjedésének mechanizmusat.

IL. 5. Ochratoxint az IMI 306135 A. viridinutans tSrzs esetében, ELISA-n alapulé
vizsgalat sordn észleltiink, de ezt a mikotoxint mas moddszerekkel (TLC, HPLC)
valésziniileg a termelt ochratoxin igen kis mennyisége miatt nem tudtuk kimutatni.
A t5bbi vizsgalt térzsben nem észleltiink ochratoxin termelést.
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