Erdei Annal? Kocsubé Sandof,
Lehoczkiné Torna Judit,® Varga Jano$

TEAROL IZOLALT FEKETE ASPERGILLUS
TORZSEK FAJSZINT JELLEMZESE

1 SZTE E6tvos Lorand Kollégium
2 SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszék
3BCE Elelmiszertudomanyi Kar, Mégazdasagi és
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gjteménye

Bevezetés

A feketeAspergillusnemzetséget 1729-ben Pier AntoNl@heli, egy firenze
lelkész és mikolégus jegyezte felogtdr. A nemzetségenét a jellegzete
konidiumtarto képletét kapta, mivel formaja a liturgiaban hasznélatosnselt-
viz hintére (latinul aspergillum) emlékeztet a leginkabh [1]

Az Aspergillus nemzetségNigri szekcidjaba jelenleg 26 fajt sorolnak |
amelyeket szinte kizadlag csak molekularis modszerekkel lehet elki&imjtés
amelyeket gyakran a kétarcUsag jellemez. Enneléraligztasara az egyik leg-
jobb példa a:Aspergillus niger amely citromsavtermelése révén az élelmisze
iparban ma mar nélkulézhetetlenné valt, ugyanakkais elmondhatédta, hogy
fontos mikotoxin termél és huméan patogeén.

A fekete Aspergillusokvagy kannapenészek kdzott szamos fajrél elmond
hogy olyan gombatoxinokat termelnek, mint az oaxiatok vagy a fumonizine
[3], melyek kozvetlen vagy kozvetetett Uton a seeetbe kerilve az egészsé
sulyosan karosithatjak.

Az ochratoxinok kozil a legtoxikusabb hatassal elzratoxin A (OTA) bir
melyet a legnagyobb mennyiségbenfapergillus ochraceuallit els. A fekete
Aspergillus fajok kozul azA, carbonarius A. sclerotioniger A. niger és azA.
welwitschiaeis képes még jelefs mennyiségben OTA-t termelni [2,4]. A kan-
napenészek mellettRenicillium verrucosum, és P. nordicida) OTA-termelési
sem elhanyagolhat6. Aefrotoxikus és karcinogén tulajdonsaggal rendélkez
OTA-t [5] mar kimutattak talajbdl, zoldség- és gyumoélcsféelékigabonafélék-
bél, kavé- és kakadbabbdl, olajos magvakbdl, &rhiszerekil, chilibol, fi-
szerpaprikabdl, széjababbdl, féldimogyorobdl, ridstkukoricabdl, verbl és
anyatejibl is.
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Az OTA az emberi és allati szervezetekben a vesébeveevidllik aktivva. /
proximalis tubulusokon megkédve, a vesében egy allandéan magas OT/
szintet tart fenn, ami nefropatia kialakulasahozetieet. Az OTA vélhéen sze-
repet jatszik a balkani endémikus nefropatiabdf]is

A fuminizinek, melyek koézll a legjelefgebb a fumonizin Bés B, elsisor-
ban aFusariumfajokhoz kothetek (F. verticilloides)[7], azonban a#. niger
genomjaban is megtalalhaté az a gén kluszter, amebxin eballitasaért fele
[8,9]. Tovabba az elmult években Azwelwitschiagdl is bebizonyosodott, hot
az OTA mellett a masodlagos anyagcseretermékeitkéZdmonizinek is megta-
lalhatoak.

Jollehet a fumonizinek altal okozott toxikozis ktkeztében minden els-
ben majkarosodas is egyarant megfigyélhar egyes éllati és emberi szerveze
tekben a toxin eltér tineteket produkal. Lovakban agylagyulas, sertsese
tudéddéma, kisérleti egerekben és patkanyokban hepato&ima, emberekn
nyelbcsirak volt megfigyelhdt, megjelenédiért bizonyithatéan ugyanaz a to
tehet feleléssé [6].

Ahogy a legtobb élelmiszer és fogyasztasi cikk, agga is kontaminalodr
kilonbo® toxintermned penészgombakkal. Mivel bizonyos teafajtak erjessd
is fekete Aspergillus fajokkal végzik, és ggombamérgek egy bizonyos fol
héstabilak, igy kiulonésen fontos annak kideritésgyham konzorciumban &for-
dulhatnake olyan gombék, amelyek az egészségre karos mitédiermelésér
is képesek lehetnek. Kordbbi vizsgélatok mar féeyttettek arrahogy a Puerh
és a fekete teadkon szinte kizarélaghaduchuensigordul e, amelynek anyag-
cseretermékei kozt sem az OTA, sem a fumonizinén talalhaté meg [10]. Ez-
zel szemben, példaul a herbateakrél Az niger és az A. welwitschiae
(= A. awamor) fajok is azonositasra kerultek [11].

Ezen ismeretek fényében céliiktilk ki a hazai boltokban beszerezhkti-
Ionféle teaflivek vizsgalatat, hogy valaszt kaphalssura a kérdésre, hogy a ki-
l16nb6 2 tedk fogyasztasa milyen rizikot rejthet magaban.

Anyagok és mbdszerek

A vizsgélat soran 6sszesen 39 kulonféle tearélimktmintat, és ezelr 6sz-
szesen 43 feket&spergillustdrzset azonositottunk. A kapott izolatumokat DF
lemezeken tenyésztettik 4 napig, majd ismét Rosgyde lemezekre oltottu
Ezt kbveben YPD ferde agarra oltottuk at, 4-5 napig 28¥Cinkubaltuk, maj
4°C-on taroltuk.

A micélium felszaporitadsat a DNS kivonashoz mikradéuga csévekben ve-
geztuk. A tiszta tenyészetekbl ml YPD tdpoldatba egy kacsnyi mintat oltot-
tunk, amit 3 napig 25°C-on inkubaltunk. 10 perc&pQ0 rpmes fordulatszamc
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centrifugaltuk. A fellliszot eltavolitottuk, és U steril bidesztillalt vizzel 1
percig 3000 rpres fordulatszamon ismét centrifugéltuk. A feltlidedntés:
utan 300 pl 3%-0s N-Lauryl-sarcosin ésvks steril homok hozzaadéasa
mikropisztillus segitségével szétroncsoltuk a &ejteEzutan 20 percre 706
vizfurdébe tettik, majd 10 percig 4°C-on tartottuk. 1501 proteir
immunoprecipitacios reagens (5 M Na-acetat) hozrseaditan vortexeltiik és
13000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk. A felUlusalbB50 plt atpipettaztun
egy steril mikrocentrifuga ébe. Ehhez 45@l izopropanolt adtunk és 10 per
13000 rpm-en, majd a fellliszo ledntése utan k&sliéen 450 pl 70%-os etanol-
lal 5 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk. Az etanebntottik és a DNS-t besza-
ritottuk, majd 30 pl bidesztillalt vizben vettiK #&s —20 °C-on taroltuk. A to-
mény genomi DNS-t horizontélis gélelektroforézisi@ék segitségével 1%s
agarOz gélen futtattuk meg. A kalmdidugén egy szakaszanak amplifikaciéja

a cmd5éscmd6indité primereket alkalmaztuk [13]. A filogenetikanalizist :
szomszéddsszevond (neighbor-joining) modszerredztég, illetve a szekvenci-
akat 6sszevetettik a Genbahkg://www.ncbi.nim.nih.goyadatbazissal és a sa-
jat adatainkka

Eredmények és értékelés

Munkank soran olyan, a hazai boltokban is beszetézbamintdkrdl szarma-
206 feketeAspergillusizolatumok fajszinfi azonositasat végeztik el, amelye
Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszeduthnyi Kar, Me#gazdasagi és Ip:
Mikroorganizmusok Nemzeti Gijteményéldl szarmaznak.

Osszesen 12 zold-, 16 gyiimélcs-, 6 fekete-, ésrdateibol, valamint 1 tea-
keverékidl vettink mintat; ezekdl 6sszesen 43 feketespergillustérzset azono-
sitottunk (. tAblazal. A gombak fajszint azonositashoz a kalmodulin gén
szakaszat amplifikaltuk és szekvenaltuk meg.
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1. tAblazat:A kalmodulin szekvenciak alapjan azonositott iantddk.

Sorszam Laboratoriumi szam Fajnév
1. TZJ7-3 A. welwitschiae
2. TGYJ 26-4 A. welwitschiae
3. TZ238-1B A. luchuensis
4, TZJ 10-1 A. neoniger
5. TZJ 111 A. luchuensis
6. THJ 22-2 A. welwitschiae
7. TGYJ18-1 A A. niger
8. TFJ1-1 A. luchuensis
9. TZJ5-1A A. luchuensis
10. TFUJ/TFJ 2-5 A. luchuensis
11. TZJ9-2 A. luchuensis
12. TZJ 11 A. luchuensis
13. TZJ5-1B A. welwitschiae
14. THJ 8-2 A. luchuensis
15. TGYJ 7-1 A. luchuensis
16. TGYJ 27-2 A. luchuensis
17. TFJ 14 A. luchuensis
18. TGYJ 21-1 A. luchuensis
19. TGYJ 30-2 A. luchuensis
20. TMIX 1 A. luchuensis
21. TGYJ 6-1 A. luchuensis
22. TZ2J 12-2 A. luchuensis
23. TZJ 2-3 A. luchuensis
24. TZJ 1-2 A. luchuensis
25. TZ38-1C A. welwitschiae
26. TGYJ 4-2 A. luchuensis
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Sorszam Laboratoriumi szam Fajnév
27. TGYJ 14-3 A. niger
28. TGYJ18-1B A. luchuensis
29. TGYJ 29-4 A. luchuensis
30. TFUJ/TFJ 8-2 A. luchuensis
31. THJ 2-2 A. luchuensis
32. THJ 18-2 A. luchuensis
33. TZJ 3-1 A. luchuensis
34. TGYJ 8-1 A. luchuensis
35. TFJ 8-1 A. neoniger
36. TGYJ 31-3 A. luchuensis
37. TZJ8-1A A. welwitschiae
38. TFJ 1-2 A. luchuensis
39. TGYJ 12-7 A. niger
40. TGYJ 25-1 A. welwitschiae
41. TGYJ 22-1 A. luchuensis
42. TGYJ 31-1 A. welwitschiae
43. TZ2J 4-1 A. luchuensis

ErdenAn

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy az izoldkurii6%-a azA.
luchuensis 19%-a azA. welwitschiad= A. awamor), 7%-a azA. nigerés 4% a
az A. neonigerfajba tartozott, amelynek ez az &lgléforduldsa hazankb:
(1. abrg. Az izolalt fekete Aspergillus fajok kozil az A. niger és azA.
welwitschiae(= A. awamor) fajokrdl irtak le, hogy ochratoxinokat, valarr

fumonizineket is termelnek [12].
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B 4 Juchuensis A niger WA welwitschiae W4 neoniger

1. &bra A kllonboz teakon talalhaté feketispergillusfajok szazalékos megoszlasa.

Mig azA. welwitschiag= A. awamor) a herba-, gyimoélc®s zoldteakbol i
egyarant kimutathato volt, addig Az neonigera fekete€s a zoldteakban fordi
els, illetve azA. nigercsak a gyimoélcsteakbdl volt izolalhatd. Az egyesktél
azonosithat6 feket@spergillusfajok eloszlasa is kilonbdzott egymastol. A feke
te teakon az izoldtumok 83%-at Azluchuensismig a fennmaradd 17%-ot Az
niger tette ki . abrg

B4 Juchuensis A. neoniger

2. dbra A fekete tedkon talalhat6 feketespergillusfajok szazalékos megoszlasa.
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A zOldtedk esetén az azonositott fajok 67%ka luchuensis 27%-a A.
welwitschiaeés 6%-a A.neonigervolt (3. 4brg. A gyimdlcstedkon éforduld
fekete Aspergilluok szazalékos eloszladsa a kovetkesppen alakult: A.
luchuensis 65%, A.welwitschiae 18% ésA. niger 17% @. abrg. A herbatea-
kon azA. luchuensig5%-ban és az Avelwitschiae25%-ban volt jelers. 4bra).

67%

W4 Juchuensis A neoniger WA welwitschiae

3. abra A z6ld tedkon talalhaté fekefespergillusfajok szazalékos megoszlasa.

Az A. luchuensisiz 6sszes teafajtan domindns mikroorganizmusnaht el
attol figgetlendl, hogy az @&llitas soran torténik-e fermentacié vagy sem. A fe
kete teakrol szarmazoé izolatumok 83%-at, zOldtesdtében 67%-at, mig a gyu-
molcstedkrol szarmazo mintédk 65%-at és a herbaike&klalt 6sszed\spergillus
faj 75%-at teszi ki§. abrg. A kisérletben szereplegy darab teakeverékrcsak
ez a faj volt azonosithato.

Munkank soran amellett, hogy sikerilt fényt deiigamna, hogy az egyes teafé-
leségeken milyen feketAspergillusfajok fordulnak eb, azt is megtudhattu
hogy a kulonféle tedkon taldlhatd toxinterthébrzsek milyen szézalékban van-
nak jelen, a nem terntidh6z képestq. abrg.

Osszegzés

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a fekeékrdl nem tudtunk mikotox
termeb fajokat kimutatni, ugyanakkor a z6ld-, a gyimélods a herbatean
egyarant megtalalhatdak voltak olyan toxintedm&spergillusfajok, amelyeksl
elmondhaté, hogy képesek mind a fumonizinek, mindcharatoxin A elallitasa-
ra.
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18%

17% |

B 4 luchuensis A niger m 4 welwitschiae

4. abra: A gyimolcsteakon talalhaté fekedspergillusfajok szazalékos megoszlasa.

B4 [uchuensis A welwitschiae

5. abra A herbateakon talalhat6 feketspergillusfajok szazalékos megoszlasa.

Azonban tovabbi vizsgalatok szikségesek annak megallapitaségy ¢
szennyezett teak milyen meértékben jelenthetnek éitsazok szaméra, ak
rendszeresen fogyasztjak ezeket. Emetlettsem téveszthetjik szendlehogy
jelen vizsgalatunkb: csak a feketéAspergillusokkerultek ebtérbe, azaz ne
vizsgaltuk sem masaspergillusfajok, sem mas penészgombak jelenlétét, am
lyek lehetséges toxinternieképességgel birhatnak. Ezek felderitésével, vak
a gombék toxintermél képességének, illetva tedban ténylegesen megjél
mikotoxin mennyiségének pontos meghatarozasavdidtapk csak teljes kég
arrol, hogy az egyes teak fogyasztadsa mennyibet k€tnos a szervezetiinkre.
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fekete teak zold teak
B4, luchuensis B4 luchuensis
Bagyéb fekete Aspergillus fajok Degyéb fekete Aspergillus fajok
gyumolesteak herbateak
B4, luchuensis 8.4 luchuensis
Degyéb ferete Aspergillus fajok O egyéb fekete Aspercilius fajok

6. abra Az A. luchuensisnegjelenése a kilonféle teakon.

zold teak gylimolcsteak

Wtoxint nem termels tdrzsek @ toxintermeld torzsek Etoxint nem termels térzsek DOtoxintarmels tdrzsek

herbateak

B toxint nem terme 5 torzsek toxintermeld torzsek

7. dbra A toxintermeb képességgel rendelkizlletve nem rendelkéz
Aspergillusfajok szazalékos megoszlasa.

ErdenAn
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