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1. BEVEZETES

1.1. ALTALANOS ATTEKINTES

Napjainkban az Aspergillus fajok egyre gyakrabban okoznak opportunista mikozisokat
immunszupresszalt betegekben. Ennek f6 okai a modern immunoszupresszans terapidk
terjedése, és a szervatiiltetések novekvo szdma évrdl évre (Cohen és mtsi 1993). A fertzés
leggyakrabban a 1égzdszervrendszerben jelentkezik, de szemfertdzést (keratitisz) ¢és
fiilfert6zést (otitisz) is okozhatnak. Leggyakrabban az 4. fumigatus okoz megbetegedést, de
mas Aspergillus fajok, mint példaul A. flavus, A. terreus, és az A. niger fajkomplex tagjai is
jelentések, mint opportunista humén patogének (Latgé 1999). Nagyon fontos a klinikai
Aspergillus 1zolatumok fajszintli meghatarozasa, mert a kiilonb6z6 fajok eltéré mértékben
lehetnek érzékenyek gombaellenes szerekre. A faj ismerete segithet a megfelelé gombaellenes
terapia kivalasztasaban. Az Aspergillus fajok elkiilonitésére kiillonbozd modszerek léteznek,
de pusztan morfoldgiai karakterek alapjan a pontos meghatdrozasuk csak néhany faj esetén
lehetséges. Molekularis modszerekkel a fajok meghatarozdsa biztosabb. A B-tubulin vagy
kalmodulin gének szekvencidi megfelelének bizonyultak a fajszintl elkiilonitéshez.

Munkank soran az Aravind Szemklinikan (Coimbatore, Tamil Nadu, India) 2010-ben
illetve 2011-ben keratitiszbdl 1zolalt, morfoldgiai jellemzdik alapjan az Aspergillus nemzetség
Flavi szekciojaba sorolt izolatumokat vizsgaltuk. Elvégeztiik az izolatumok szekvencia alapt
fajszintli meghatarozésat, és vizsgaltuk genetikai variabilitdsukat és mikotoxin termeld

képességiiket is.
1.2. ASZEM GOMBAS MEGBETEGEDESEI

Kiilonféle mikroorganizmusok altal okozott fertézések érinthetik a szem barmelyik
részét, de leggyakoribb a szaruhartya megbetegedése (Srinivasan és mtsi 1991). A szaruhartya
gyulladasat nevezziik keratitisznek. Nem ritka, hogy a fertdzés a szaruhartyan kivil kiterjed a
szemhéjra, kotohartyara, inhartyara, konnyszervekre, a szemgolyo bels6 strukturdira vagy a
szemiiregre. A szem belsejében kialakuld, fertdz6 adgens okozta, altaldban gennyes gyulladés
az endoftalmitisz. A megbetegedést a legkiilonbozobb mikrobak valthatjak ki. A virusok ¢és
baktériumok mellett kiillondsen a tropusi-szubtropusi orszagokban a gombak igen jelentds

korokozoi a keratitisznek. Leggyakrabban Candida, Fusarium és Aspergillus fajok



mutathatok ki. Ha a kornea fertdzését gombak okozzék, akkor mikotikus keratitiszrdl, vagy
keratomikozisrol beszéliink. Az Aspergillus fajok elsdsorban Azsia és Afrika fejlédd
orszagaiban okoznak egészségligyi, illetve szocidlis problémakat. Ezekben az orszédgokban,
ahol a kétkezi munka ¢€s a kevésbé modern eszkozok a jellemzdek, az emberek fokozottan ki
vannak téve a keratitisz betegségnek. Fontos megjegyezni, hogy ezek a fonalasgombak
opportunista patogének, azaz sériilés vagy nem megfelelden miikodé immunrendszer esetén
okoznak betegséget. Ep immunrendszerii, megfeleld higiénias koriilmények kozott élo
populécioban minimalis a fertézés eléforduldsa. Szaruhartya-sériilést szamos tényezd
kivalthat, példaul a fadgak, a homok, a sar vagy akar a takarmanynovények magjai is
Osszefiiggésbe hozhatok a keratitisz fertézésekkel (Bharathi és mtsi 2002, 2003, 2006, Singh
€s mtsi 2006, Srinivasan és mtsi 1997, Thomas 2003).

Az Aspergillus nemzetségen beliil szdmos fajt azonositottak, melyek képesek keratomikozist
kivaltani. Ezek koziil az A. fumigatus (Balakrishnan 1961), a fekete Aspergillus fajok (Kredics

¢és mtsi 2008) és a Flavi szekcid tagjai (Manikandan és mtsi 2012) kiemelkedd jelentdségliek.

1.3. AZ ASPERGILLUS NEMZETSEG FLAVI SZEKCIOJA

Az ide tartozo fajok konidiumainak szine taptalajtol fliggden valtozik a sargaszoldtol
egészen a barndig, szklerociumaik sotét szintiek. Tobb Flavi szekcidba tartozd faj termel
aflatoxint, melyek koziil az aflatoxin Bl a legmérgezobb a gombak altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek koziil. Aflatoxin termeld fajokat azonositottak mar az Ugynevezett
héziasitott fajok kozil is, pl 4. oryzae, A. tamarii, A. sojae, melyeket a keleti élelmiszer
fermentacids folyamatokhoz és a heteroldg génexpresszids folyamatokban is hasznositanak
(Campbell-Platt and Cook 1989). Aflatoxint termeld torzsek: 4. flavus, A. parasiticus (Codner
¢s mtsi 1963; Schroeder 1966), A. nomius (Kurtzman és mtsi 1987), A. pseudotamarii (Ito és
mtsi 2001), A. bombycis (Peterson és mtsi 2001), 4. toxicarius (Murakami, 1971; Murakami
¢s mtsi 1982), A. parvisclerotigenus (Saito és Tsurota, 1993, Frisvad és mtsi 2005), 4.
zhaogingensis (Sun and Qi, 1991), A. flavus var. columnaris (Van Walbeek és mtsi 1968), 4.
minisclerotigenes €s A. arachidicola (Pildain és mtsi 2008), valamint az A. pseudonomius ¢€s
A. pseudocaelatus (Varga és mtsi 2011, 1. dbra). Ezen fajok koziil ez ideig az 4. flavus-t, A.
tamarii-t és A. nomius-t azonositottdk, mint human patogéneket (Hedayati és mtsi 2007,

Kredics és mtsi 2007, Manikandan és mtsi 2009).



A. flaws CBS 100926

A. oryzae CBS 100925

A. minisclerotigenes CBS 117635
A. arachidicola CBS 117610
A. parasiticus CBS 100926
A. sojae CBS 100928

— A. tamarii CBS 104.13

— A. pseudotamarii CBS 766.97

_[ A. pseudocaelatus CBS 117616
A. caelatus CBS 763.97
A. bombycis CBS 117187

A. nomius CBS 260.88
—[ A. pseudonomius CBS 119388
A. coremiiformis CBS 553.77
—; A. togoensis CBS 272.89
A. alliaceus CBS 542.65
4{% A. lanosus CBS 650.74
A. albertensis NRRL 13756

_| A. leporis CBS 151.66

A. avenaceus CBS 109.46

A. muricatus CBS 112808

i
0.05

1. abra. Az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjaba tartozo fajok kalmodulin szekvenciak

szomszédosszevond (neighbor-joining, NJ) analizisén alapulo torzstaja.

1.3.1. Aspergillus flavus

Ezen faj izoldtumai a meleg, paras, tropusi vagy szubtropusi teriileteken altalanosan
eléfordulnak.  Véltozatos elterjedésiiek, megtaldlhatok  kiilonféle mezdgazdasagi
haszonnovényeken, legyen az a kukorica, foldimogyoréd vagy akar gyapotmag. Gyakran
mutathatok ki kérhazi levegdbdl (Stevens és mtsi 2000) és kiilonb6z6 hasznalati targyakrol.
Telepei zoldesbarna szinliek, a konidiumfejek sargdk vagy olajzold szinliek, ezek mérete
altalaban 3-5um (2. 4bra). Szkler6ciumai, ha vannak, sététbarna szintiek. A konidioférok
durva felszintiek, kb. 800um hosszt és 15-20um széles. Egyszerli porusu, szeptalt hifai

vannak.



2. abra. Aspergillus flavus telepmorfologiaja CYA taptalajon, és egy konidiumtarto

mikroszkopos képe.

Az Aspergillus flavus a leggyakoribb aflatoxint termeld faj (Sargeant és mtsi 1961). Az A.
flavus torzsei nagyobb mennyiségben B,; tipust aflatoxint termelnek (ami a természetben
eléforduld aflatoxinok koziil a legmérgezdbb), kisebb mértékben pedig aflatoxin B,-t. Mivel kis
méretli sporakkal rendelkeznek és 37°C-on is képesek novekedni, emberre és allatra egyarant
patogének lehetnek. Az A. flavus 4&ltali fertézés a masodik legjellemzébb oka a humdén
aszpergillozisok kiilonbozé formainak (Pasqualotto €s Denning 2008; Hedayati és mtsi 2007;
Krishnan és mtsi 2009).

1.3.2. Aspergillus tamarii

Legujabb kutatadsok szerint az A. tamarii spérai az allergének fontos forrasai, ugyanis
jelen vannak a levegoben (Vermani és mtsi 2010). Legutobb az 4. tamarii is felvetodott, mint
human keratitiszt el6idézd faj Dél-Indidban (Kredics és mtsi 2007). Egy 32 éves nd 2005.
december 27-¢én a bal szemével a kovetkezd panaszokkal fordult orvosahoz: fajdalom, borpir,
homalyos latas 4 napja. A nd jelezte, hogy 4 nappal kordbban szemészeti beavatkozas tortént
nala, mivel kalapalas kozben egy darab vas keriilt a szemébe. A vizsgalatok gombas szélakat
mutattak ki. Kioltottdk burgonya dextr6z agarra és 25°C-on inkubaltak. Ezek alapjan a
megjelenése arra utal, hogy az izolatum az Aspergillus nemzetségbe sorolhatd. A betegnél
gombaellenes kezelés indult. 3 nap utdn a beteg bal szemének latasélessége javult, de a
szaruhartya még mindig nem volt tokéletes. A beteget felvették a fekvObetegek kozé és

folytattdk a kezelést, valamint korabbi tanulmanyok eredményei alapjan ketokonazolt ¢és



flukonazolt kapott. A betegnél a kovetkezd 3 hétben javulas volt megfigyelhetd, a beszivargas
fokozatosan csokkent, az eliilsé szegmentum gyulladdsa aldbbhagyott. Az utolsé
feliilvizsgalat sordn a bal szem eliilsé szegmensén nebular heg mutatkozott. A betegnek
védészemiiveget, valamint a kovetkezO 6 honapon keresztiil feliilvizsgalatot javasoltak. A
mikoldgiai vizsgalatok soran malata agar lemezre oltottdk a gombat és Aspergillus tamarii-t
azonositottak a telepmorfoldgia és a mikroszkopos jellemzok alapjan (3.4bra). A telepek
atmérdje 6-7 cm volt. Azonban a tipikus Aspergillus tamarii izolatumokkal ellentétben ennek
az izolatumnak a konidiumain nem észleltek szemolcsoket, felsziniik sima volt. Ez az

izolatum jol fejlédott 37°C-on, viszont malata agaron 42°C-on képtelen volt ndvekedni.

3. abra. A. tamarii telepmorfologidja kiilonbozo taptalajokon. Felsd sor: AFPA (bal), CYA
(jobb). Als6 sor: MEA (bal), YES (jobb)

Az A. nomius-t 2009-ben irtak le, mint humén patogént (Manikandan és mtsi 2009). Ez a faj
szintén Indidban idézett eld szaruhartya-gyulladast.



1.4. AFLATOXINOK

Az aflatoxinok dekaketid eredeti mésodlagos anyagcseretermékek, amik komplex
bioszintézis utjan jonnek létre. Az aflatoxinok gazdaséagilag a legfontosabb mikotoxinok (4.
abra). Az aflatoxin B} majkarosito tulajdonsagu és a legerdsebb rakkelté anyagként emlegetik.
Mind ez ideig 15 fajt azonositottak, mint aflatoxin termeldt, ezek az Aspergillus nemzetség
Flavi (A. flavus, A. parasiticus, A. minisclerotigenes, A. parvisclerotigenus, A. arachidicola,
A. pseudotamarii, A. pseudocaelatus, A. nomius, A. bombycis, A. pseudonomius), Nidulantes

(4. olivicola, A. venezuelensis, A. astellata) ¢és Ochraceorosei (A. ochraceoroseus, A.

rambellii) szekcidjaba tartoznak.

allxT
allx

O—O

Aflatoxm B1 Aflatoxm 82

Aflatoxin M, Sterigmatocystin

4. abra. A kiilonb6z6 tipusu aflatoxinok és a sterigmatocisztin szerkezeti képletei (Varga és
mtsi 2009)



A. flavus CBS 100927"
A. minisclerotigenes CBS 115635"
100 A. parvisclerotigenus CBS 121.62"
A. parasiticus CBS 1009267 Section Flavi
A. arachidicola CBS 1176107
A. pseudotamarii CBS 766.97"
o7 LTA. nomius CBS 260.88"
A. bombycis CBS 1171877
100 | A. ochraceoroseus CBS 550.77"
— | | A. rambellii CBS 1018877 Section Ochraceorosei
E. discophora CBS 469.88"
87 E. nidulans CBS 589.65"
A. versicolor CBS 583.65"
E. olivicola CBS 119.37"

=i 79

100

Section Nidulantes

o 99 [E. venezuelensis CBS 868.97"
E. astellata CBS 135.55"
100 — A. ustus CBS 261 677 ) )
LA puniceus CBS 756 747 SEER
Talaromyces flavus CBS 225.66"
T v T —

0.05

5. abra. Aflatoxin termeld fajok B-tubulin szekvencidk filogenetikai analizise révén nyert

torzsfaja. Az aflatoxin termeldk vastagon szedve (Varga és mtsi 2009)

Az aflatoxinok a legalaposabban vizsgalt mikotoxinok. Az 1960-as évek elején szennyezett
foldimogyord-darat tartalmazo mérgezd allati takarmany miatt tobb, mint 100.000 pulyka
pusztult el akut majkarosodasban (turkey X disease; Blout 1961; Sargeant és mtsi 1961;
Nesbitt és mtsi 1962; Van der Zijden és mtsi 1962). A toxikus darabol egy fonalas gombat is
izolaltak, mely szintetikus taptalajon is termelte a toxikus anyagokat. A toxint termeld gombat
Aspergillus flavus-ként €s a mérgez0 anyagot egy difuranokumarinokkal szerkezetileg rokon
vegyliletcsoportként azonositottak. A vegyiilet, utalva a termeld gombara az aflatoxin nevet
kapta. Az UV-fény alatt mutatott fluoreszcencidgjuk ¢és mobilitdsuk alapjan
megkiilonboztetiink aflatoxin Bi-et, B,,-t, G-t és Ga-t.

Az aflatoxin B; a leghat4dsosabb természetes rakkeltoként ismeretes (Squire 1981) és altalaban
a toxikus torzsek altal a leginkabb eldallitott aflatoxin. A fent emlitetteken kiviil tobb, mint
egy tucat egyéb aflatoxint is leirtak, melyek koziil az aflatoxin Py, Qi, B, €s Ga, mint emlds
sejtkultarak altal 1étrehozott biotranszformacids metabolitok ismertek (Heathcote és Hibbert
1978), mig az aflatoxin D; ammoniaval kezelt kukorican volt kimutathatd (Grove és mitsi
1984). Az aflatoxin Bj az A. flavus metabolitja (Heathcote és Dutton 1969). Az aflatoxin M,

egy hidroxilalt metabolit elsésorban allati szovetekben és folyadékokban (tej, vizelet) fordul



eld, az aflatoxin B; metabolikus termékeként. A legtobb szubsztrat tdmogatja a ndvekedést ¢és
az aflatoxigenikus formak aflatoxin termelését, természetes szennyezddés a gabonafélékkel, a
dioval, olajos magvakkal, fligével, dohannyal, stb. fordul el6 a leggyakrabban (Bennett és
Klich 2003).

Az aflatoxin B; hepatotoxikus és hepatokarcinogén hatasu, és a leghatasosabb a természetben
eléforduld karcinogén. Az International Agency for Research on Cancer az aflatoxin B,—et az
elsdszdmu karcinogének csoportjaba sorolta (IARC 1982). Az aflatoxin fogyasztds okozta
betegséget aflatoxikozisnak nevezik. Akut aflatoxikézis alakul ki mérsékelten magas aflatoxin
mennyiség elfogyasztdsa utdn. Akut esetben a betegség tiinetei lehetnek vérzés, akut
majkéarosodds, 6déma, emésztd szervrendszeri valtozasok, a tapanyagok felszivodasidban

és/vagy metabolizmusdban zavarok, egyes esetekben halalhoz is vezethet.

1.5. AZ ASPERGILLUS FAJOK SZAPORODASA

Az Aspergillus nemzetség, mely egyarant magéaba foglal aszexudlis és szexudlis
fajokat, kivalo genetikai alapja a szaporodasi moédok vizsgalatara gombakban. Az Aspergillus
fajok szaporodhatnak konidiumokkal ivartalan médon. Emellett mintegy 70 faj képes ivaros
uton is szaporodni, homotallikus, vagy heterotallikus mintak alapjan (Geiser és mtsi 1996).
Ezért kiilonosen fontos tanulmanyozni az ivaros szaporodast és az Aspergillus fajokban a

parosodasi tipus lokusz géneket (mating type — MAT gének).

1.5.1. Genomi bizonyitékok az aszexualis Aspergillus fajokban a parosodasi képességre

Ellentétben az A. nidulanssal, amely meghatarozott szexualis ciklussal rendelkezik,
bizonyos Aspergillus fajokat (A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A.oryzae és A. parasiticus)
hosszu 1d6n 4t csak aszexualis fejlddést mutatonak tartottak. Mindazonaltal bizonyitékok sora
tarta fel, hogy ezen fajok szexualis szaporodasra képesek, vagy ennek lehetdsége fennall.
El6szor is, tobb jol ismert aszexualis faj teljes genom szekvencidja (A. fumigatus, A. niger,
A.oryzae) azt mutatta, hogy azon gének egész sorat tartalmazzak, melyek az aszkuszos
gombak szexualis ciklusanak kiilonb6zd szakaszaival (parosodasi folyamat, feromon vélasz,
meidzis, termotest kialakitas) kapcsolatban allnak (Galagan és mtsi 2005, Machida és mtsi
2005, Nierman és mtsi 2005, Pel és mtsi 2007, Poggeler 2002)

Két kiilonbozd MAT gén funkcidja sziikséges a szexudlis folyamatokhoz ezekben a

gombakban: az egyik egy HMG (high-mobility group) domaint hordoz6 fehérjét, mig a masik
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egy alfa box domaint tartalmazo fehérjét kodol. A homotallikus gombak, pl.: 4. nidulans,
mindkét MAT génnel rendelkeznek, melyek kiilonb6z6 kromoszémakra lokalizaloédnak
(Kronstad 2007, Paoletti és mtsi 2007) Az A. nidulans sejteknek képeseknek kell lennitik
kifejezni mindkét, MATI1-1 és MATI-2 gént, hogy 6nmegtermékenyitok lehessenek. Paoletti
¢s mtsi szerint vagy a MATI-1 vagy a MATI1-2 génben torténd mutacid a termékeny
kleisztotéciumok kialakuldsdnak hibdjdhoz vezethet (Paoletti és mtsi 2007), tehat mindkét
allél sziikséges a homotallikus szexualis fejlddéshez.

A heterotallikus gombak izoldtumai csak az egyik MAT gént tartalmazzak, és sziikséges egy
partner, amely a masik gént hordozza. A teljes genom szekvenalas felfedett egy HMG
parosodasi tipus gént és egy alfa box parosodasi tipus gént a MAT lokuszba lokalizaldédva az
A. fumigatus-ban és A. oryzae-ban (Galagan és mtsi 2005). Ezen feliil tovabbi 215 gént
talaltak az A. fumigatus genomjiban, melyek potencidlis szerepet jatszanak a szexualis
fejlodés kialakitasaban (Galagan és mtsi 2005, Nierman és mtsi 2005). Ezen megallapitasokat
kombinalva a korabbi eredményekkel, megallapithatd, hogy az A. fumigatus és A. oryzae
izolatumok tartalmazzék vagy HMG vagy az alfa box parosodasi tipus gént, de sohasem az
¢s mtsi 2005).

A populaciok genetikai vizsgalata soran kidertilt, hogy a két parosodasi tipus egyenlden oszlik
el vilagszerte, amely a rekombinacid bizonyitékdul szolgalhat. Paoletti és mtsi (2005) az
egész vilagrol Osszegyjtott 290 A. fumigatus izolatumot vizsgalt parosodasi tipusuk
meghatarozasara és kozel 1:1 aranyt észleltek a MATI1-1 és MATI1-2 gének megoszlasaban.
Egy masik tanulmény is kozel 1:1 aranyt észlelt a két parosodasi tipusnal 91 Dublinbol
szarmazo izolatum esetén (O’Gorman és mtsi 2009). Az A. fumigatus izolatumok genetikai
variabilitds vizsgalata kiilonb6z6 modszerekkel tortént pl.: MLEE (multilocus enzyme
electrophoresis), RFLP, RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), SSDP (sequence-
specific  DNA polymorphism), MLP (microsatellite length polymorphism), és DNS
fingerprinting, melyek rekombinaciot mutattak ki az A. fumigatus természetes populacioi
kozott (Paoletti és mtsi 2005, Pringle és mtsi 2005, Varga ¢és Toth 2003.). Az A. flavus-ban és
A. parasiticus-ban a két MAT idiomorf (MATI1-1, MATI1-2) eléfordulasa kozel egyenld
aranyt a populaciokban, expresszidjukat Osszehasonlitva az mRNS szinttel kimutathaté a
parosodas tipusgének feltételezett funkcionalis szerepe ezen ndvénypatogén gombak szexualis
allapotdban (Ramirez-Prado és mtsi 2008). Ezen fajokban leirtdk a szexualis ciklust is a

koézelmultban (Horn és mtsi 2009, 2011).
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran célunk volt az 52 india1 szemfert6zésbol szarmazo,
morfologiai vizsgalatok alapjan az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjaba
sorolt izoldtum fajszintli azonositdsa a kalmodulin gén egy szakaszdnak
szekvencia analizise révén.

Vizsgaltuk az izolatumok genetikai variabilitasat, melyet UP-PCR technikéval
végeztiink el.

Meghataroztuk az izolatumokban a parosodasi tipusgének (MAT) eloszlésat.
Az izolatumok aflatoxin termeld képességét vékonyréteg kromatografiaval és

HPLC technikaval vizsgaltuk.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt torzsek

Munkank soran 52 Indidbol szarmazd klinikai izolatumot hasznaltunk fel, melyeket

keratitiszes esetekbdl izolaltak (1. tablazat).

Sorsza | Izolatum | Fajnév 39 864/10 | A. flavus
m Szam 40 1333/10 | A. flavus
1 1122/10 | A. flavus

41 1149/10 | A. flavus
2 1257/10 | A. flavus

42 457/11 | A. flavus
3 802/10 | A. flavus —

43 693/10 | A. tamarii
4 1303/10 | A. flavus

44 800/10 | 4. flavus
5 775/10 | A. flavus

45 1076/10 | A. flavus
6 702/10 | A. flavus

46 856/10 | A. flavus
7 792/10 | A. flavus

47 1251/10 | A. flavus
11 763/10 | A.

pseudotamarii 48 1083/10 | A. flavus

12 711/10 | A. flavus 50 1224/10 | A. flavus
14 - A. flavus 51 1382/10 | A. flavus
16 34/11 A. flavus 52 694/10 | A. tamarii
21 883/10 | A. flavus 54 243/11 | A. flavus
22 343/11 | A. flavus 55 811/10 | A. flavus
23 23/11 A. flavus 58 832/10 | A. flavus
25 656/10 | A. flavus 59 816/10 | A. flavus
27 40/11 A. flavus 60 881/10 | A. flavus
28 1065/10 | A. flavus 61 286/11 | A. terreus
29 1023/10 | A. flavus 65 1060/10 | A. flavus
30 17711 | A. flavus 66 889/10 | A. flavus
31 28/11 A. flavus 68 839/11 | A. flavus
32 929/10 | 4. flavus 70 309/10 | A. flavus
33 875/10 | A. flavus 71 613/10 | A. tamarii
35 67/11 A. flavus 72 670/10 | A. flavus
36 1022/10 | A. flavus 74 653/10 | A. tamarii
37 1084/10 | A. flavus 75 101/11 | A. flavus

1. tablazat Az 52 felhasznalt torzs
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3.2. Taptalajok, tapoldatok:

YPD tépoldat: 1%, élesztd kivonat, 1% pepton, 1% gliikkoz

YPD téptalaj: 1%, ¢leszt6 kivonat, 1% pepton, 1% gliikoz, 2% agar-agar

MEA (Malatas) taptalaj: 0,5% gliikoz, 0,5% élesztokivonat, 5 ml malata kivonat, 2% agar-
agar

YES tapoldat mikotoxin termeléshez: 2% élesztd, 20% szachar6z

YES taptalaj: 2% ¢lesztd, 20% szacharoz, 2% agar-agar

CYA (Czapek Yeast Extract Agar) taptalaj (Biolab)

AFPA (Aspergillus flavus and parasiticus Agar) taptalaj (Oxoid)

BHI (Brain Heart Infusion) tdpoldat (Oxoid)

RPMI-1640 Medium tapoldat (Sigma)

3.3. Tiszta tenyészet 1étrehozasa:

A mintakat malatas taptalajon tenyésztettiik 5 napig 25°C-on inkubatorban, majd YPD
ferde agarra oltottuk at, ezeket is 5 napig inkubaltuk 25°C-on, majd 4°C-on taroltuk.

3.4. DNS izolalas

A DNS kivonéshoz a micéliumot 1.5 ml-es mikrocentrifuga csévekben novesztettiik. 1
ml YPD tapoldatba 1 oltokacsnyi mintat tettiink a tiszta tenyészetekbdl, majd 3 napig 25°C-on
razattuk 120-150rpm-en. Az igy kapott micéliumtomeget sziiréssel vélasztottuk el a

tapoldattol.

3.4.1.Felhasznalt oldatok, eszkozok

Epicentre Biotechnologies” MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit

TAE (1000ml, 50X): 242 g Tris, 51,7 ml 96% ecetsav, 100 ml 0, SM Na,EDTA pH 8,0
Agaroz (SeaKem LE)

Mintafelvivé puffer: 6X DNA Loading Dye™ (Fermentas)

SYBR green

Steril bidesztillalt viz: Millipore Milli-Q plus 185
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A DNS kivonashoz az Epicentre Biotechnologies® MasterPure™ Yeast DNA
Purification készletet hasznéltuk. A protokollban (http://www.epibio.com/pdftechlit/
117pl086.pdf) javasoltaktol eltértiink abban, hogy a DNS-t nem TE pufferben, hanem 50ul

steril bidesztillalt vizben vettiik fel. Mint4inkat nem kezeltiik RNazzal. Kivonatainkat -20°C-
on taroltuk. A tdmény genomi DNS-t 1%-os agardéz gélen futtattuk meg horizontélis
gélelektroforézis késziilek segitségével. Az agardzt a higitott TAE pufferhez adtuk, és
mikrohulldmu siitében addig melegitettilk, amig az agar6z teljesen fel nem oldddott. A
fragmentek lathatéva tételéhez 10ul SYBR green festéket hasznaltunk 100ml gélhez. A
mintainkat 90 voltos fesziiltséggel futtattuk 15-20 percig. A gélfotok elkészitéséhez az UVP

cég BioDoc-It™ géldokumentacids berendezését hasznaltuk.

3.5. Az izolatumok molekularis azonositasa kalmodulin szekvenciak alapjan

3.5.1. Felhasznalt oldatok, eszkozok

Tizszeres toménységii Double-Taq"" puffer (ZenonBio)

25 mM MgCl, Double-Taq™ DNS polimerazhoz (ZenonBio)
Double-Taq™ DNS polimeraz (5u/pl, ZenonBio)

Steril bidesztillalt viz: Millipore Milli-Q plus 185

100 mM dNTP oldat (Sigma-Aldrich)

Fermentas GeneRuler'™ 100bp DNA Ladder

3.5.2. Cmd5 és Cmd6 indito szekvencidk (Hong és mtsi 2006)

Cmd5: 5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3’
Cmd6: 5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3’

3.5.3. A kalmodulin PCR reakcidelegy dsszetétele

4 ul ANTP oldat (0,2 mM)

4 pl Cmd5 primer

4 pl Cmd6 primer

2 pl Tizszeres toménységii Double-Taq"™ puffer (ZenonBio)

3 ul 25 mM MgCl, Double-Tag™ DNS polimerazhoz (ZenonBio)
0,2 ul Double-Taq™ DNS polimeraz (ZenonBio)

2 pl Steril bidesztillalt viz
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1 ul higitott templat DNS

3.5.4. A kalmodulin PCR program

A kivant génszakasz sokszorositasara a Bio-Rad cég MJ Mini Gradient Thermal cycler

késziilékét hasznaltuk. A reakciot 35 ciklusban hajtottuk végre, 1épései a kovetkezOk voltak:

1.) elédenaturacio: 2 perc, 94 °C

2.) denaturéci6: 30 masodperc, 94 °C
3.) hibridizécid: 40 masodperc, 56,5 °C
4.) polimerizacio: 45 masodperc, 72 °C

5.) utépolimerizacid: 1 perc, 72 °C

A szekvencia file-okat a GeneStudio SeqVerter™ 2.0.4.1 verziészamt valtozataval fiiztiik
egyetlen FASTA formatumu file-ba, majd ezt a BioEdit programmal szerkesztettiik. A
filogenetikai analizist a MEGA 4.0 (Tamura ¢és mtsi 2007) programmal végeztik. A
filogenetikai fakat neighbor joining (Saitou ¢és mtsi 1987) modszerrel készitettiik.

Kiilcsoportként egy A. nomius izolatum kalmodulin szekvenciajat alkalmaztuk.

3.6. UP-PCR (universally primed polymerase chain reaction) analizis

Az UP-PCR analizis a RAPD PCR moddszerhez hasonléan alkalmas a genetikai
variabilitas vizsgalatra. Itt is random primereket hasznéalnak, csak hosszabbakat, mint RAPD

esetén (16-21 nukleotid).

3.6.1. Az alkalmazott primerek (Bulat és mtsi 1994, 2000, Liibeck és mtsil998):

L45 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
AS15inv 5’-CATTGCTGGCGAATCGG-3’
L15/AS19  5-GAGGGTGGCGGCTAG-3’

L21 5’-GGATCCGAGGGTGGCGGTTCT-3’
AS4 5’-TGTGGGCGCTCGACAC-3’

AS15 5’-GGCTAAGCGGTCGTTAC-3’

Fokl 5’-GGATGACCCACCTCCTAC-3’

3.6.2. Az UP-PCR reakcioelegy osszetétele

2 ul Tizszeres toménységii Double-Taq™ puffer (ZenonBio)
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4 ul ANTP oldat (0,2 mM)

2 ul 25 mM-o0s MgCl, Double-Taq™ DNS polimerazhoz (ZenonBio)
5,6 pl primer

5,2 ul Steril bidesztillalt viz

0,2 ul Double-Taq™ DNS polimeraz (ZenonBio)

1 pl higitott templat DNS

3.6.3. Az UP-PCR program

A kivant génszakasz sokszorositadsara a Bio-Rad cég MJ Mini Gradient Thermal cycler

késziilékét hasznaltuk. A reakciot 35 ciklusban hajtottuk végre, 1épései a kovetkezOk voltak:

1.) elédenaturacio: 2 perc, 94 °C

2.) denaturéci6: 30 masodperc, 94 °C
3.) hibridizécio: 1 perc, 58 °C

4.) polimerizacid: 1 perc, 72 °C

5.) utopolimerizacid: 1 perc, 72 °C

3.7. Az izolatumok aflatoxin termeld képességének vizsgalata

3.7.1. Aflatoxin extrakcio

A vizsgalt torzseket 2ml YES tapoldatba oltottuk és 25°C-on, sotétben 5 napig
inkubaltuk. Az aflatoxin extrakciot 2ml diklor-metan hozzaadasaval végeztiik. A szerves fazist
mikrocentrifuga csébe mértiik €s beszaritottuk.

Az Aspergillus pseudotamarii izolatum esetében az emberi szervezethez hasonlo
koriilményeket biztositva is vizsgaltuk a toxintermeld képességet. 2-2ml BHI és RPMI
tapoldatba kioltottuk, melyek imitaljak az emberi testnedvek Osszetételét, majd 10 napig,

sOtétben, 35°C- on inkubaltuk. Az extrakciot az el6zoleg leirtak szerint végeztiik.

3.7.2. Vékonyréteg kromatografia (TLC)

A beszéaradt mintdkat 40ul kloroformban tjra felvettiik. Egyenként 10ul mintat vittiink
fel CAMAG Linomat 5 mintafelvivé berendezés segitségével a 20x20cm-es TLC szilikagél
60 lapokra (Merck, Darmstadt, Germany).
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Standard: Aflatoxin By (1pg/ml, Sigma)
Futtatéelegyként toluol: etil-acetat: hangyasav 6:3:1 aranyt keverékét hasznaltuk. A réteget
25-30 percig futtattuk az elegyben, majd né¢hany percig hagytuk széradni. UV fénnyel (365

nm) torténd megvilagitassal tettiik lathatova a savokat.
3.7.3. HPLC analizis

Az aflatoxin By, B,, G; és G; analizisét Shimadzu LC-10 modularis HPLC rendszerrel
végeztik, mely egy rendszervezérlébdl (SCL-10AVp), automata mintaadagolobol (SIL-
10ADVp), két LC-20ADVp pumpabol, egy eluens gaztalanitobol (DGU-14A), egy
oszloptermosztatbol (CTO-10ASVp) és egy fluorescens detektorbol (RF-20A) allt. Az
elvalasztast 35°C-on termosztalt reverz fazisi 250mm x 4,6mm-es Prodigy ODS3
(Phenomenex) Sum-es szemcseatmérdjii oszlopon, izokratikus eluensdrammal valositottuk
meg 1 ml/min dramlasi sebességgel. Az A eluens HPLC mindségili viz (Millipore), a B eluens
acetonitril és methanol 1:1 aranyu elegye volt, a négy mikotoxin elvalasztisara az A és B
eluens 47/53 aranya bizonyult megfeleldnek. A beparolt és acetonitrilben felvett
extraktumokbdl 5Sul injektaltunk €s a fluorescens detektalast 360 nm excitacidos €s 455nm

emisszios hulldmhosszaknal valositottuk meg.
3.8. Az Aspergillus izolatumok parosodasi tipus génjeinek vizsgalata

3.8.1. Felhasznalt oldatok, eszkozok

Tizszeres toménységli Double-Taq" ™ puffer (ZenonBio)

25 mM MgCl, Double-TaqTM DNS polimerazhoz (ZenonBio)
Double-Taq™ DNS polimeraz (5u/ul, ZenonBio)

Steril bidesztillalt viz: Millipore Milli-Q plus 185

100 mM dNTP oldat (Sigma-Aldrich)

Fermentas GeneRuler' ™ 100bp DNA Ladder

3.8.2. Felhasznalt indito szekvencidk (Ramirez-Prado és mtsi 2008)

MATI1 F 5’-ATTGCCCATTTGGCCTTGAA-3’
MAT1 R 5’-TTGATGACCATGCCACCAGA-3’
MAT2 F 5’-GCATTCATCCTTTATCGTCAGC-3’
MAT2 R 5’-GCTTCTTTTCGGATGGCTTGCG-3’
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3.8.3. A PCR reakcioelegy dsszetétele

10 ul Master Mix
4 pl forward primer
4 pl reverse primer

1 pl higitott templat DNS

3.8.4. A PCR program

A kivant génszakasz sokszorositasara a Bio-Rad cég MJ Mini Gradient Thermal cycler

késziilékét hasznaltuk. A reakciot 35 ciklusban hajtottuk végre, 1épései a kovetkezOk voltak:

MAT1-1 esetén:
1.) elédenaturacio: 3 perc, 94 °C
2.) denaturéci6: 30 masodperc, 94 °C
3.) hibridizécid: 15 masodperc, 50 °C
4.) polimerizacio: 25 masodperc, 72 °C

5.) utopolimerizacid: 1 perc, 72 °C

MATI-2 esetén:
1.) elédenaturacié: 3 perc, 94 °C
2.) denaturéci6: 30 masodperc, 94 °C
3.) hibridizécio: 15 masodperc, 70 °C
4.) polimerizacio: 25 masodperc, 72 °C

5.) utopolimerizacid: 1 perc, 72 °C
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELES

4.1. AZ IZOLATUMOK FAJSZINTU AZONOSITASA

Munkank soran 52 indiai szemfertdz¢ésbol szarmazo, morfologia alapjan A. flavus-ként
azonositott izolatumot vizsgéltunk. A kalmodulin gén egy szakaszdnak amplifikélasa és
szekvencia analizise révén végeztik el az izolatumok fajszintli azonositdsat. Ez a régiod
korabban megfeleldnek bizonyult a Flavi szekcid fajainak elkiilonitésére (Varga és mitsi
2011). A torzsfa készitésénél 493 nukleotidnyi DNA szakaszokat vontunk be, a filogenetikai
analizist a szomszéd-0sszevond (neighbor-joining) modszerrel végeztiik (6. abra). A vizsgalt
izolatumok kalmodulin szekvencia adatok alapjan 4 fajba tartoztak: 46 az A. flavus, 4 az A.
tamarii, mig 1-1 az A. pseudotamarii és A. terreus fajok tagjai. Az A. flavus és A. tamarii
izolatumok aranya hasonlo egy korabbi indiai tanulméanyban észleltekkel, ahol a 200 vizsgalt
izolatum koziil 150 az A4. flavus, mig 7 az A. tamarii fajba tartozott (Manikandan és mtsi

2012).

4.2. AZ ASPERGILLUS 1ZOLATUMOK PAROSODASI TiPUS GENJEINEK
VIZSGALATA

Az 52 indiai klinikai izoldtum pdarosodasi tipusanak meghatarozasat specifikus
primerparokkal végzett PCR reakcioval végeztiik el. A MATI-1 primerparral 396bp mérett
fragmentet vartunk, mig MAT1-2 primerparral 270bp méretlit (7. abra, Ramirez-Prado €és mtsi
2008). Az elvégzett kisérletek eredményeként megallapitottuk, hogy minden altalunk vizsgalt

izolatum csak a MAT1-1 idiomorfot hordozta.
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—1076/10
670/10
309/10
702/10
839/11
889/10
1060/10
881/10
775110
816/10
832/10
811/10
243/11
1382/10
1224/10
1303/10
1083/10
1251/10
856/10
457/11
1149/10

1133310

864/10

1084/10

1022/10

67/11

875/10

929/10

28/11

17711

1023/10

40/11

—1|656/10

23/11

343/11

883/10
1122/10

34/11
14

A. flavus CBS 100927

792/10

1065/10

711/10
1257/10
802/10
800/10
101/11

’— A. parasiticus CBS 100926
A. sojae CBS 100928

A. pseudotamarii CBS 766.97
l: A.pseudotamarii CBS 765.97
763/10

‘ 693/10
694/10
653/10
613/10
A. tamarii CBS 484.65
A. tamarii CBS 104.13
A. nomius CBS 260.88

0.005
6. abra. A szemfert6zésekbdl szarmazé izolatumok és a konspecifikus fajok tipustorzseinek
kalmodulin szekvencia adatok neighbor-joining analizise alapjan 1étrehozott torzsfaja.
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7. abra. A parosodasi tipus gének eléfordulédsa kiillonb6z6é Aspergillus torzsekben

(Ramirez-Prado és mtsi 2008)

4.3. AZ ASPERGILLUS PSEUDOTAMARII IZOLATUM JELLEMZOI

Els6ként azonositottuk az 4. pseudotamarii-t mint human kérokozot. Ezt a fajt Ito és
mtsi (2001) irtdk le mint aflatoxin termel6 fajt a Flavi szekcion beliil.
A faj morfologiai jellemzdi: A telepek CY A taptalajon 7 nap alatt 25°C-on 6-7cm atmérdjiiek
lettek, 42°C-on a sporak nem csirdztak. A kolonidk feliiletén bdségesen allo konidium fejek
talalhatok. A konidium fejek szine narancssargas barnatol a vilagosbarndig valtozik az érett
kultarédkban. A telepek halvany sargasbarndk, azonos szinii diffundaloé pigment lathat6 az agar
taptalajon. A szklerociumok sotétbarndk vagy feketék, gomb alakuak, 1-2mm atmérdjliek. A
konidiumfejek gomb alakuak, 500-770um atmérdjiek (9. abra). A telepek MEA taptalajon 6-
7cm  atmérdjiek, a konidium fejek olajzoldek. Az A. pseudotamarii izoldtum
telepmorfologidja taptalajtol fliggéen valtozik. Az errdl késziilt csészefotokat a 8. abra

mutatja.
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8. abra. Az A. pseudotamarii telepmorfologidja kiilonb6zd taptalajokon.
fels6 sor: YES taptalajon (balra), MEA taptalajon(jobbra)
als6 sor: CYA taptalajon (balra), AFPA taptalajon (jobbra)

9. abra. Az A. pseudotamarii konidiumtartok és konidiumok mikroszkopos képe.
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4.4. AZ 1IZOLATUMOK GENETIKAI VARIABILITASANAK VIZSGALATA

Az A. flavus izolatumok kismértéki valtozékonysagot mutattak Gsszevetve a korabban
vizsgalt kukoricarol szarmazo izolatumokkal (Torok 2011). A UP-PCR analizist 35 A. flavus
1zolatummal végeztiik, kiilcsoportként a 694/10 jelzésti A. tamarii-t alkalmaztuk. A 10. abran
egy UP-PCR reakcio eredményét bemutatd gélfotd lathato, a reakciot a 3-2 jelzésii primerrel

végeztiik el.

10. abra. UP-PCR gélfot6 a 3-2 jelzésti primerrel

A mintak sorrendje balrél jobbra: 100bp-os DNS Iétra, 1022/10, 1084/10, 864/10, 1333/10, 1149/10, 457/11,
800/10, 856/10, 1251/10, 1083/10, 1224/10, 1382/10, 243/11, 811/10, 832/10, 816/10, 1060/10, 694/10, 100bp-
0s DNS Iétra.

4.5.AZ 1IZOLATUMOK AFLATOXIN TERMELO KEPESSEGENEK VIZSGALATA

Az Aspergillus pseudotamarii izoldtum aflatoxin termeld képességének vizsgalatat
harom kiilonb6z6 tapkozegben végeztiik el. Mivel klinikai izolatum, ezért a YES t4poldat
mellett, megprobaltunk az emberi szervezethez hasonld kériilményeket teremteni. fgy RPMI
¢s BHI tapkozegben is elvégeztiik a tenyésztést, 35°C-os inkubacidos homérsékleten. Ennek
eredményeként megallapitottuk, hogy az izolatum csak YES tapoldatban termelt aflatoxin B;-
et és B,-t, 0sszhangban az irodalmi adatokkal (Varga és mtsi 2009). Az extraktumokat
elézetesen vékonyrétegen futtattuk, majd az eredményeket HPLC- vel ellendriztiik (11. abra).

Az izolatum 2.6ng/ml aflatoxin B,-t, és mintegy 1002 ng/ml aflatoxin B,-et termelt.
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11. abra. Az Aspergillus pseudotamarii izolatum altal YES tapoldaton termelt aflatoxinok

HPLC kromatogramja

Az Aspergillus flavus izolatumok aflatoxin termeld képességét csak YES tapoldaton

vizsgaltuk. Az extraktumok aflatoxin tartalmat ebben az esetben is eldzetesen vékonyréteg

kromatografiaval ellendriztiik. Azokat az izolatumokat,

amelyek

toxintermeldnek

bizonyultak, vizsgéaltuk tovabb HPLC-vel ¢és megallapitottuk a termelt aflatoxinok

mennyiségét (2. tablazat).
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Mintaszam Izolatum szam Aflatoxin B, Aflatoxin B;
(ng/ml) (ng/ml)
I 1122/10 34,8 59,2
, 1257/10 . .
4 1303/10 492 437
5 775/10 67,6 1584.2
6 702/10 34 83,6
7 792/10 52,8 7152
12 711710 23572 75330,8
14 14 0 0
16 34/11 34,4 50,2
21 883/10 186.4 4674,2
2 343/11 58,4 8688
23 23/11 352 147662
28 1065/10 35 63,8
30 17711 39.4 68,6
35 67/11 378 245
41 1149710 64 11352
45 1076/10 35.4 75,8
46 856/10 2314 5406,6
47 1251/10 108,6 1352,4
50 1224/10 210,2 2996.,8
51 1382/10 48 7434
55 811710 35 65,4
58 832/10 63,6 2966.,8
65 1060/10 105 2029
7 670/10 50 442.8

2. tablazat Az A. flavus izoldtumokban mért aflatoxin értékek
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5. OSSZEFOGLALAS

Kiilonféle mikroorganizmusok altal okozott fertézések érinthetik a szem barmelyik
részét, de leggyakoribb a szaruhartya megbetegedése. A szaruhartya gyulladasat keratitisznek
nevezzik. Ilyen megbetegedést szdmos mikroorganizmusok kivalthatnak, példaul az
Aspergillus fajok is. Leggyakrabban az 4. fumigatus okoz megbetegedést, de mas Aspergillus
fajok, mint példaul A. flavus, A. terreus, és az A. niger fajkomplex tagjai is jelentdsek, mint
opportunista human patogének. Nagyon fontos a klinikai Aspergillus izolatumok fajszinti
meghatarozasa, mert a kiilonb6zo fajok eltérd mértékben lehetnek érzékenyek gombaellenes
szerekre. Az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjanak tagjai aflatoxin termeld képességiik
mellett klinikai szempontbdl is jelentések. Munkéank soran 52 Indidbdl szarmazd, eldzetes
morfoldgiai vizsgéalatok alapjan az A. flavus fajba sorolt, szemfertézésekbdl szdrmaz6 klinikai
izolatum fajmeghatarozasat végeztiik el a kalmodulin gén egy szakaszdnak PCR technikdval
torténd amplifikalasa, majd szekvencidjanak meghatarozasa révén. Ennek eredményeként a
kovetkezd fajeloszlast kaptuk: 46 izolatum az A. flavus, 4 az A. tamarii, mig 1-1 izolatum az
A. terreus és A. pseudotamarii fajba tartoztak. Az A. pseudotamarii-t els6ként sikeriilt
azonositanunk mint human patogén szervezetet. Vizsgaltuk az izoldtumok genetikai
variabilitdsat UP-PCR technikaval. Az A. flavus 1zolatumok kis mértékii valtozékonysagot
mutattak Osszevetve a kordbban vizsgalt kukoricar6l szarmazo izolatumokkal. Vizsgaltuk az
Aspergillus izolatumok parosodasi tipus génjeit (MAT) is. Valamennyi A. flavus, A. tamarii és
A. pseudotamarii izolatum a MAT-1 idiomorfot hordozta. Az izolatumok aflatoxin termeld
képességét vékonyréteg kromatografias, illetve HPLC modszerrel vizsgaltuk. A legtobb A.
flavus izolatum és az A. pseudotamarii izolatum termelt mind aflatoxin B;-et, mind B,-t YES
tapoldatban. Az izolatumok antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata

folyamatban van.
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