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Bu calismada, bolgesel (Adana atmosferi izolatz) kiiflerden deri delme (skin
prick) testinde kullanilmak amaciyla test materyali Gretilmis ve standart alerjenler
ile kiyaslanmustir.

Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarum ve Alternaria
alternata olarak tanilanmig ornekler PDA kati besiyerinde tek koloni dusecek
sekilde, saf kiltlrler ise Czapek Dox sivi besiyerinde 26°C’de 14 gun Uretilmistir.
Elde edilen miseller filtre kagid: ile toplanarak 1 gece kurutulup sivi azot, ultra
turrax, sonikatdr ve dondur-¢6z uygulamalarina tabi tutulmustur. Son olarak
liyofilizatérde 24 saat liyofilize edilmistir. Ekstraktlarin protein miktar1 Bradford
yontemi ile tayin edilmistir. Her susa ait ekstraktlar kolon kromatografisi ile
fraksiyonlarina ayrilmistir. Total ekstraktlar ve fraksiyonlarin protein bantlar ile
molekuler agirliklart %210’luk SDS-PAGE analizi ile saptanmstir.

Uretilen test materyalleri Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk
Immanoloji ve Alerji Hastaliklar: Bilim Dali Klinigi’nde 37 hastaya uygulanmistir.
Cladosporium cladosporioides icin 5 hastada, Cladosporium herbarum igin 9
hastada, Alternaria alternata igin 35 hastada hem standart hem de Uretilen test
materyali ile test sonucu pozitif sonuclar alinmigtir. Bulgulara gore Uretilen test
materyalinin klinikte teshis amacl kullanilabilecegi 6nerilebilir.

Anahtar sozcukler: Cladosporium sp., Alternaria sp., Deri Delme Testi, Alerji
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In this study, test material was produced of regional molds for use in skin
prick test and compared with standard allergens. Samples identified as
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarum and Alternaria alternata
were cultured on PDA solid medium for the production of single colonies and the
pure colonies were produced on Czapek Dox liquid medium at 26°C for 14 days.
The obtained mycelium was collected with filter paper and dried for 24 h and
subjected to liquid nitrogen, ultra turrax, sonicator, freeze-thaw applications.
Finally, the extracts were lyophilized for 24 h. The protein content of the extracts
was determined by the Bradford Method. Extracts of each strain was fractionated
by Column Chromatography. Protein bands and molecular weights of total extracts
and fractions were determined by 10% SDS-PAGE analysis.

The test materials produced were applied to 37 patients at the Department of
Pediatric Immunology and Allergic Dieases Clinic of Cukurova University
Medicine Faculty. In 5 patients for Cladosporium cladosporioides, test results were
positive with both standard and produced test material, 9 patients for Cladosporium
herbarum; positive with standard and test material, for Alternaria alternata in 35
patients; positive with standard and test material. It can be suggested that the test
material produced according to the findings may be used clinically for diagnostic
purposes.

Keywords: Cladosporium sp., Alternaria sp., Skin Prick Test, Allergy



GENISLETILMIS OZET

Dinya nifusunun %20-30’u alerjik hastaliklardan muzdariptir. Kdfler
alerjiye sebep olan en 6nemli kaynaklardan biridir. Bunlar yiizeyde Ureyen aerobik
mikroorganizmalardir.  18-32°C’lerde  (reyebilseler de 6-60°C arasinda
canliliklarint koruyabilirler. Kif sporlari ve konidialar1 susuzluga ve kurakliga
kars1 dayaniklidir. Bu sartlar altinda 1 yil canli kalabilirler.

Alternaria ve Cladosporium en yaygin dis ortam kiifleridir. Bunlara en fazla
maruz kahinan donem; Cladosporium icin Mayis-Agustos, Alternaria igin
Temmuz-Eylul araligidir. Adana’da her iki tire de en ¢ok Mayis-Agustos
déneminde maruz kalindigi saptanmustir.

Mikroorganizmalar arasinda bir takim biyolojik, fizyolojik ve ekolojik
farkliliklar vardir. Dolayisiyla alerjik reaksiyona sebep olan lokal kiiflerden test
materyali Uretimi teshiste daha dogru sonuglar verecektir. Bu disinceden yola
cikarak Adana atmosferinde en yaygin bulunan 2 tiir; Cladosporium ve Alternaria
Uretimi ve bunlart fraksiyonlarina ayirarak, hem total alerjen hem de
fraksiyonlarindan test materyali Uretmek ve klinikte standart alerjenler ile
karsilagtirmak amaglanmigtir.

Cladoporium cladosporioides, Cladosporium herbarum ve Alternaria
alternata olarak tanilanmig ornekler PDA Kkati besiyerinde tek koloni dusecek
sekilde, saf kulturler ise Czapek Dox sivi besiyerinde 26°C’de 14 gun Uretilmistir.
Elde edilen miseller filtre kagid: ile toplanarak 1 gece kurutulup sivi azot, ultra
turrax, sonikatér, dondur-¢6z uygulamalarina tabi tutulmustur. Son olarak
liyofilizatérde 24 saat liyofilize edilmistir. Ekstraktlarin protein miktar1 Bradford
yontemi ile tayin edilmistir. Protein miktarlar: sirasiyla; C.c: 0,84 mg/mL, C.h.:
1,826 mg/mL, A.a: 2,883 mg/mL olarak hesaplanmistir. Her susa ait ekstraktlar
kolon kromatografisi (Sephadex G-100) ile fraksiyonlarina ayrilmistir. 5’er mL’lik
fraksiyonlar toplam 7 tupte toplanmis ve 280 nm’de spektrofotometrede protein

miktarlar1 absorbans olarak dl¢ulmustir. Sonuglara gére C.c drneginde ilk 4 (C.c-
il



1: 257 pg/mL, C.c-2: 130 pg/mL, C.c-3: 69,2 pug/mL, C.c-4: 43,2 pg/mL) C.h
orneginde ilk 4 (C.h-1: 563,6 pg/mL, C.h-2: 464,8 pg/mL, C.h-3: 470 pg/mL, C.h-
4: 508,2 pg/mL), A. a orneginde ilk 5 fraksiyonda (A.a-1: 723,8 pg/mL, A.a-2:
716,8 ug/mL, A.a-3: 472,6 ug/mL, A.a-4: 500 pg/mL, A.a-5: 507,2 pg/mL) farkl
diuizeylerde protein saptanmustir. Total ekstraktlar ve fraksiyonlarin protein bantlar:
ile molekiler agirliklart %10’luk SDS-PAGE analizi ile saptanmistir. Sonuglara
gore; C.c; 147, 112, 100, 82, 76, 68, 62, 50, 24, 13, 10 kDa buykluginde 11 bant,
C.c-1, C.c-2, C.c-3, C.c-4; 67, 62, 57 kDa buyukligunde 3 bant, C.h; 156, 128, 80,
75, 71, 67, 34, 17 kDa buyukluginde 8 bant, C.h-1, C.h-2, C.h-3, C.h-4; 80, 72
kDa biyuklugliinde 2 bant, A.a; 123, 107, 84, 73, 67, 60, 54, 50, 25, 14 kDa
blyukligiunde 10 bant, A.a-1, A.a-2, A.a-3, A.a-4; 80, 74, 67 kDa buyukliglnde 3
bant, A.a-5; 13 kDa buyukltginde 1 bant gozlenmistir. 3 kif susu ve onlardan elde
edilen 13 fraksiyondan hazirlanan test materyalleri 6zel damlalikli steril siselere
ahnmistir. C.U. Tip Fakiltesi Cocuk Imminoloji ve Alerji Hastaliklari Bilim
Dali’nda kuf alerji testi pozitif olan hastalara klinikte kullanilan alerjenlere paralel
olarak uygulanmustir. Test sonucunun degerlendirilmesi amaciyla pozitif kontrol
olarak histamin, negatif kontrol olarak serum fizyolojik (SF) uygulanmis, sonuglar
15 dk sonra degerlendirilmistir. Kaynaklara gore hiperemi ve kabariklik 2 mm ve
tizeri oldugunda test sonucu pozitif olarak degerlendirilmektedir.

Uretilen test materyalleri Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk
Immanoloji ve Alerji Hastaliklar: Bilim Dali Kliniginde 37 hastaya uygulanmustir
(6 aylik surede klinige gelen).

Cladosporium cladosporioides i¢in 5 hastada hem standart hem de Uretilen
test materyali ile test sonucu pozitif, 5 hastada test materyali ile negatif,
Cladosporium herbarum igin 9 hastada hem standart hem de Uretilen test materyali
ile test sonucu pozitif, 2 hastada test materyali ile negatif, Alternaria alternata igin
35 hastada hem standart hem de Uretilen test materyali ile test sonucu pozitif, 2
hastada test materyali ile negatif sonuclar ahinmistir. Fraksiyonlarda ise

Cladosporium orneklerinde genellikle negatif, Alternaria 6rneginde ise daha ¢ok
v



ilk iki fraksiyonda pozitif sonuglar elde edilmistir. Bulgulara gore uretilen test
materyalinin klinikte teshis amacli kullanilabilecegi sonucuna varilmastar.

Uretilen test materyallerinin baz: hastalarda negatif sonug vermesi, alerjen
konsantrasyonunun esik degerin altinda olmasindan kaynaklanmaktadir. Satisa
sunulmus alerjenlerin standardizasyonu bilinmediginden, bu calismadan sonraki
basamak, test materyallerinin konsantrasyonunu artirarak, lkemizde bolgesel hava
kaynakli kifler, gidalar ve diger alerjenlerden test materyali Ureterek klinik

kullanima sunmak olacaktir.
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1. GIRIS Deniz TANRISEVER

1. GIRIS

Atmosfer; su damlaciklari, polen mikroskobik ve sub-mikroskobik
partikilleri, mantar sporlari, toz, bakteri ve virlsler dahil olmak Uzere cesitli
mikroorganizmalar1 icerir (Bhattacharjee ve ark, 2012). Biyolojik orijinli
partikiller havayla tasinirken tek bir hiicre ya da mikroorganizma kimeleri
seklinde olabilirler (Kasprzyk, 2008). Biyoaerosoller olarak isimlendirilen,
atmosferde bulunan biyolojik materyaller; fungus sporlari, bakteriler, virisler,
polenler, cesitli hayvan ve bitki pargalarindan olusur (Jones ve Harrison, 2004;
Bonetta ve ark, 2010). Havayla tasinan mikrorganizmalar bir ekosistemdeki esas
biyolojik bilesenler olup, ekolojik denge ile direkt bir iligki icindedirler ve dogadaki
diger bir¢cok yasam formlar1 Uzerinde cesitli fonksiyonlara sahiptirler (Fang ve ark,
2005). Diinya atmosferinin ¢ok fazla miktarda mikroorganizma ihtiva ettigi
bilinmektedir. Bunlarin ¢ogu toprak, goéller, hayvan ve insanlar gibi dogal
ortamlardan kaynaklanmaktadir (Giorgio ve ark, 1996; Stepalska ve Wolek, 2009).

Atmosferde mevcut olan cesitli biyolojik parcaciklarin arasinda, mantar
sporlarinin, ¢ok onemli bir yeri vardir. Bu hava kaynakli mantarlar ile ilgili
calismalar, neden oldugu cesitli hastaliklardan dolayr biylk énem tasimaktadir.
Bunlar hafif tahristen ciddi hastaliklara kadar insan saghg: (zerinde olumsuz
etkiler yapabilirler. Havadaki mikroorganizmalarin varligindan kaynaklanabilen
enfeksiyon ornekleri tiberkiloz, kizamik, lejyoner, histoplazmoz, c¢esitli mantar
enfeksiyonlar: ve toksikozdur (Bhattacharjee ve ark, 2012).

Bitkiler aleminin “Mycota” béliminde Myxomycotina ve Eumycotina
olmak (zere iki alt boliimde yer alan mantarlar, daha sonralar: “Protista” aleminin
bir bolumi olarak kabul edilmistir. Glinlimuzde ise ayr: bir alem “Fungi” olarak ele
alinmaktadir. Her ne kadar mantarlar bir zamanlar bitkilerle gruplandirilmiglarsa da
genel olarak beslenme sekilleri, yapisal organizasyonlari, blyime ve (reme
acisindan diger Okaryotlardan farkhdirlar. Gergekten de molekiler calismalar,

mantarlarin en yakin akrabalarinin bitkiler degil hayvanlar oldugunu gostermistir
1
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(Alexopoulos ve Mims 1979; Campbell ve Reece, 2010). Funguslar Eucaryota
domaini icerisinde yer alan Okaryotik mikroorganizmalardir (Madigan ve
Martinko, 2010).

1.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Funguslar nemli yerleri sevmelerine karsin, degisik habitat ve substratlarda
da gelisebilme 6zelligindedir. Bu nedenle diinyanin bir¢ok yerinde; havada, karada,
suda, bitkiler, hayvanlar ve insanlarin tzerinde bulunabilirler. Baz: funguslar
mikroskobik, bazilar: ise makroskobiktir (Asan ve ark, 2010).

Mantarlar Okaryotik canlilar olup Klorofil icermeyen, spor olusturan ve
heterotrof yasayan organizmalardir. Saprofit, parazit veya mikorizal olarak
yasarlar. Daglar, ovalar, denizler, sulak alanlar, orman alanlari, tarim alanlari, ¢ayir
ve meralar bilhassa topraklarin Ust tabakalari cesitli canl turleriyle iskan edilmis
durumdadir. Biyosfer denilen dinyanin bu alanlarinda yaklasik 1.7 milyon canh
thrd oldugu bilinmektedir.

Mantarlar, bitkiler ve bunlarla birlikte diger tim canlilar arasinda karsilikl
iliskiler, insanin midahalelerine ragmen, buglnin flora ve faunasinin var
olmasinda 6nemli katkilar saglamistir. Ozellikle floranin evriminde mantarlardan
mikorizal tlrlerin dahil oldugu Glomeromycota mensubu tirler ile Basidiomycota
ve az da olsa Ascomycota’ya ait turler 6nemli rol oynamslardir. Bu ag¢idan
bakildiginda mantarlar, bircok aktivitesi yaninda Ozellikle cirikeil beslenme
bicimleri ile yerkurede besin donglsunin devamini saglamakta olup, yasamin
devamlilig: icin oldukca dnemlidir. Toprakta yasayan mantar turleri, bitkilerin ve
birlikte yasadiklar1 hayvanlarin tiplerini belirlemistir (Liang, 2005). Mikorizal
mantar cesitliligi bitki cesitliligini, ekosistem cesitliligini ve Uretkenligini belirler
(Song ve ark, 2010).

1.1.1. Mantarlarin Anatomisi

Mantarlar; kifler, mayalar, basidiomycetes (sapkalh mantarlar) olmak
2
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Uzere 3 temel gruba ayrilirlar. Cogu mantarin vejetatif (beslenme agisindan aktif)
govdesi, cogunlukla, besin kaynaklarinin dokular: iginde ve gevresinde yaygin bir
sekilde organize olarak saklanmis durumdadir. Bir hicreli mayalar haric,
mantarlarin hucreleri 3-10 um genisliginde hif (tekil, hypa) olarak isimlendirilen
ince dallanma iplikciklerden olusmustur. Hifler, seliloz veya kitinle takviye
edilmis, iyi tammlanmis duvarlara ve agik olmayan cekirdeklere sahip, plazma zar
ve sitoplazmayi kusatan tlpsu ¢eperlerden olusmustur. Hifsel iplikgikler siklikla
aralikli septalar gosterirken Zygomycetes gibi diger formlarda sitoplazmanin
serbestce akmasina izin veren capraz duvarlar ¢ok azdir veya hi¢ yoktur. Bir
miselyum bir hif toplulugudur. Miselyum, bir mantarin “beslenme” sebekesidir.
Bunlarin bazilari sirayla tomurcuk (retse de dogrusal bir psddo-miselyum
olustururlar. Hifler bircok mantarin Greme bolimlerini tasiyacak ve ayni zamanda
"etli mantar"larin (Orn. mantar, kurtmantari) yapisal dokularini olusturacak sekilde
modifiye edilmistir. Onemli olan su ki, misellerin dogal cevrelerinde tek bir
fizyolojik ve ekolojik birimi var gibi gérinmesine ragmen gercekte genetik bir
mozaiktir.

Mantarlarin gogu ¢ok hucreli olup, hifleri ortak geperler ya da septa (tekil,
septum) ile hicrelere bélinmustiir. Septumlar, genel olarak ribozom, mitokondri
ve cekirdeklerin hiicreden hicreye gegisine izin verecek buyukliikte deliklere
sahiptir. Mantarlarin hiicre ceperi, bitkilerin seliiloz c¢eperlerinden farklidur.
Mantarlarin cogunun geperleri esas olarak Kitinden yapilmustir; bu kitin, bdceklerin
ve diger eklembacaklilarin dis iskeletlerinde bulunan kitine benzeyen, azotlu ve
dayanikli, fakat esnek olan bir polisakkarittir. Bazi1 mantarlar septumsuzdur; yani,
bu tir mantarlarin hifleri ortak ¢eperlerle hicrelere ayrilmamistir. Senositik olarak
bilinen mantarlar, yizlerce ya da binlerce ¢ekirdek iceren ve sureklilik gosteren bir
sitoplazma kutlesinden olusmustur. Senositik durum, sitoplazma bdlinmesi
olmaksizin gekirdek boliinmesinin tekrarlanmasindan kaynaklanmaktadir. Parazitik
mantarlarin hiflerinin bir kismi, ¢ogunlukla emec olarak degisime ugramustir.

Haustoria, konukcunun dokusuna giren ve besin maddelerini absorblayan hif
3
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uclardir. Hatta hifleri, hayvanlar Uzerinde beslenmeye uyum saglamis mantarlar
bile vardir.

Yap1 ve islev arasindaki iliski biyolojinin temel konusudur. Miselyumun
ipliksi yapisi, mantara genis bir yizey alam saglar. Bu 0zellik absorbsiyonla
beslenmeyi uygun hale getirir. Organik maddece zengin olan on santimetrekiip
blyuklikteki bir toprak, 1 km uzunlugunda hif icerebilir. Bu, mantar yzeyinin,
300 cm?den fazla bir toprakla temas ettigi anlamina gelir.

Bir mantarin miselyumu ¢ok hizli blyir. Miselyum bir besin kaynaginin her
yaninda dallanarak her gun bir kilometre hifin ilave olmasini saglar. Bu tir hizli bir
blyume olasidir; ¢inki tim miselyum tarafindan sentezlenen proteinler ve diger
mineraller sitoplazmik akiskanlik yoluyla genisleyen hifin uclarina gonderilir.
Mantar enerjisini ve kaynaklarini, enine blyumek igin degil hifin boyuna uzamasi
ve boylece toplam absorblayici yizey alanimin artirilmas: icin harcar. Mantarlar
hareketsiz organizmalardir; besin bulmak ya da ciftlesmek igin hareket edemezler,
yizemezler ya da ucamazlar. Fakat miselyum, hareketin eksikligini gidermek igin
hif uglarini stiratle yeni alanlara uzatir (Adkinson ve ark, 2009; Campbell ve Reece,
2010).

1.1.2. Spor Yapsi ve Gelisimi

Mantarlar sekstiel ve aseksuel sporlarla cogalirlar (her ne kadar hifal
fragmentleri de cogalabilirse de) ve spor tasiyan kisimlar funguslarin
stniflandirilmas: igin bir temel olusturur. Eseysiz sporlarin iki temel tirQ
tanimlanir: Cogu konidya, hifler veya konidiosporlar izerinde olusur; digerleri ise
ayrismamis hiflerden kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak, bircok mantar, interkaler
hifal segmentlerin yuvarlanmasi ve yogunlagsmasi sonucunda kalin duvarl
klamidoforlar dretir. Konidial olusum sekilleri incelenmis ve bir dizi kategori
aciklanmigtir. Basit bolinme ve hiflerin duvar olusumu ile artrosporlarin olusumu
gibi islemlerin bazilar1 gozleme aciktir. Olgun sporlar, renkleri, boyutlari, sekilleri

ve ylzey dokular: ile tammlanir. Diger septasyon kategorileri; septasi olmayan
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(amerospor), bir septumlu (didymospores), iki veya daha fazla enine septal:
(fragmospor) ve enine ve boyuna septali (dictyospores) olarak tanimlar (Adkinson
ve ark, 2009).

1.1.3. Funguslarin Beslenme Sekli

Funguslar besinlerini diger canlilarin organik bilesiklerinden elde ederler,
yani heterotrofturlar. Fotosentez yapamazlar. Bazi funguslar glbre gibi diger
organizma atiklann ve 06l0 organizma kalintilari Uzerinde saprofitik olarak
beslenirler. Bir kismu ise bitki, hayvan ve diger funguslarin canli hiicreleri Uizerinde
veya hiicrelerin iginde parazitik olarak yasarlar. Parazitik mantarlar, besinlerini
canli konukgusunun hicrelerinden absorblar. Parazitik mantarlarin bazilari hastalik
yapicidir. Ornegin insan akcigerlerini enfekte eden belirli tiirler bunlar arasindadr.
Patojenik mantarlar bitki hastaliklarinin yaklasik %80’inden sorumludurlar.
Mutualistik mantarlar da besinlerini konukcu bir organizmadan absorblamakla
birlikte, mutualistik iliski kurduklar1 organizmaya bazi yollarla yarar saglarlar.
Ornegin, topraktan mineralleri almas: icin bitkilere yardim ederler. Mutualizmin
son derece Onemli bir diger 6rnegi de, bazi mantarlarin bitki kokleriyle ortak
yasayarak olusturduklari “mikoriza”lardir. Cok yaygin olan bu olusum, bitkilerin
yaklasik % 90’inda gortlmektedir. Bu birliktelik sonucunda hem mantar hem de
bitki karsilikli fayda saglar. (Graham ve ark, 2008; Tamer ve ark, 2008; Campbell
ve Reece, 2010).

Funguslar besinlerini disaridan absorbsiyonla alirlar. Bu beslenme seklinde,
kicuk organik molekiller ortamdan absorbe edilir. Bu durum monosakkaritler,
aminoasitler gibi basit bilesikler icin gecerlidir. Polimerler gibi kompleks
bilesikleri ise hucre disinda sindirir. Mantarlar ¢ok cesitli hidrolitik enzim
sentezleme yetenekleri sayesinde, besinleri pargalayabilirler. Ekzoenzim olarak
isimlendirilen bu enzimler; kompleks molekdlleri, mantarlarin absorblayabilecegi
ve kullanabilecegi daha basit bilesiklere parcalar. Bu bilesikler daha sonra 0zmoz

veya Ozellesmis tasiim mekanizmalariyla hiicre igine alinirlar (Tamer ve ark,
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2008; Campbell ve Reece, 2010).

1.1.4. Fungal Ureme

Funguslar eseyli ve eseysiz ¢ogalirlar. Her iki durumda da spor olustururlar
(Tamer ve ark, 2008). Sporlar cok bilyiik miktarlarda Cretilir. Ornegin, kif
mantarlar1 gibi bazi mantarlarin reme yapilari, trilyonlarca spor igeren toz
bulutunu gevreye yayar. Ruzgarla ya da su ile tasinan sporlar, besin igeren nemli
ortamlara yerlesince misel olusturmak icin c¢imlenirler. Bdylece yayilma islevi
goren bu sporlar, pek ¢cok mantar tiriniin genis yayilisindan sorumludur. Havaya
sacilan mantar sporlarinin yeryizinden 160 km yikseklikte bile bulunabildikleri
saptanmustir (Campbell ve Reece, 2010).

Farkli morfoloji ve buylklukteki fungus sporlari atmosferde ¢ok uzun siire
asilh kalip ruzgarla uzak mesafelere (4000 m yikseklige, 1450 km uzaga)
tasinabilir. Baz1 sporlar atmosferde yaklasik 5 yil canliligint koruyabilmektedir.
Sporlarin canh kalmasi reme ve patojenite yoniinden énem tasirken, canliligin
yitirmis sporlar bile insanlar icin oldukga alerjen ozellik gosterebilmektedir.
Funguslar Gremeyi garantiye almak i¢in bol miktarda spor Uretirler. Penicillium
tirlerinin 2,5 cm capindaki kolonileri giinde ortalama 400 milyon spor Uretebilir.
Bu durum funguslarin ¢ogalmasi, patojenitesi ve alerjik etkileri agisindan énem
tasir. Bunun bir sonucu olarak atmosferdeki sayisi metrekip basina 20000-2
milyon olan mikroskobik mantar sporlari deri ve solunum yolu hastaliklarinin
onemli bir nedeni olarak karsimiza gikmaktadir. Dolayisiyla atmosferdeki spor
konsantrasyonu ozellikle alerjik duyarliligi olan bireylerin saghgini olumsuz
etkilemektedir (Ceter ve Pinar, 2009; Gelisken, 2008).

1.1.5. Mantar Sistematigi
Mantarlar arasindaki filogenetik iliskiler yakin zamana kadar belirsizdi.
Siniflandirma, cinsel durum morfolojisine dayaniyordu, bu nedenle agik cinsel bir

asamadan yoksun olan mantarlar, Deuteromycetes veya Fungi Imperfecti ad:
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verilen yapay, artik eskimis bir kategoriye alindi. Son 20 yilda, 3'G 6&nemli
aeroalerjenlerin tretimi ile iliskili olmak tzere 8 fungus subesinin DNA dizilimi
ortaya konmustur (Sekil 1). Sonu¢ olarak, Deuteromycetes kategorisi atilmis ve
civik kifler (miksomycetes) ve su kifleri (oomycetes) gibi diger mantar benzeri
organizmalar diger alemlere taginmustir.

Mantarlarin simiflandiriimasindaki gelismeler, tamdik bazi taksonlar igin
isim degisiklikleri yapilmasim gerektirir. Ornegin, Penicillium notatum artik eski
adi1 degil ve eskiden bu isimle bilinen izolatlar artik P. chrysogenum ve P. rubens
gibi yakindan iligkili torler olarak taninmaktadir. Duzenleyici kisitlamalar
nedeniyle, bircok fungal alerjen 6zutl eski isimlerini korumustur.

Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota subeleri havadaki mantar
alerjenleri Ureten mantarlarin cogunu igerir (Sekil 2). Bu yeniden yapilandirmadan
elde edilen en buylk fayda, mantarlara duyarli hale gelen bireylerde 6zgul
immunoglobulin  E  (IgE) duzeylerinin  filogenetik iliskileriyle yakindan
oOrttismesidir. Molekiler mantar sistematigi ve mantar tirlerine karsi IgE duyarlilig:
arasindaki bu yakin iliski, capraz reaktiviteye bakmak igin sistematik bir yol saglar
ve her bir taksonun temsilcisinin gruba IgE icin bir vekil gorevi gérmesine izin
verir,

Asagida tamimlanan fungal cinslerin her biri, insanlar1 olumsuz y6nde
etkileyebilecek, diger bozukluklar arasinda alerjik rinit ve astima neden olan
maddeler Ureten turlere sahiptirler. Bu trlerden bir dizi fungal turevli alerjen tespit

edilmistir (Sekil 3, Tablo E1, www.jaci-inpractice.org adresindeki bu Cevrimici

Repository'de mevcuttur) ve Uluslararast immiinoloji Dernekleri Birligi (1UIS)
terminolojisinde listelenmistir (bkz. 1UIS, Alerjen Proteinlerin Yapisal veritabani,

AllFam veritaban: ve Allergome veritabani) (Levetin ve ark, 2016).
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Sekil 1.2. Yaygin Alerjenik Funguslar A) Hava 6rneginde Cladosporium conidia,
B) Alternaria conidia, C) Hava drnekleminde Bipolaris conidium, D)
Curvularia conidium, E) Hava numunesinde Epicoccum conidium, F)
Kultirden Aspergillus fumigatus conidiophore, G) Penicillium solitum
kilturden konidiofor, H) Karisik basidiosporlar ve 1) Ustilago maydis
teliosporlari.
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1.2. Atmosferik Funguslar

Yiiksek 1s1k siddeti, asir1 sicaklik degisimi, diistik organik madde icerigi ve
kullanilabilir suyun ¢ok az miktarda olmasindan dolay: atmosfer mikrobiyal Greme
acisindan aslinda uygun bir ortam degildir (Sen ve Asan, 2009). Ancak, atmosferde
cesitli organizmalar ve bunlara ait sporlar degisik oranlarda bulunmaktadir.
Atmosferdeki fungal spor sayilari, bolgeden bdlgeye degisiklik gostermektedir
(Boyacioglu ve ark, 2007). Farkli ortamlarda funguslarin fazla miktarda
olmalarinin sebebi, kiglk boyutlara sahip olmalar1 ve propagullerin dagihm
kolaylhig: sayesindedir. Boylece hem kapali hem de agik ortamlarda fungal sporlar
yuksek konsantrasyonda var olabilirler.

Funguslar, hemen hemen tiim karbon kaynaklarini kullanma yetenegindedir.
Uygun bir besin kaynaginin olmasinin yaninda, Uremeyi ve spor salinimini
etkileyen diger faktorler nem, sicaklik, pH ve oksijen durumudur (Aringoli ve ark,
2008; Sen ve Asan, 2009). Fungal sporlarin yogunlugu, cografik alanin
Ozelliklerine, mevsimsel degisikliklere, rakim ve vejetasyon tipi, biyotik-abiyotik
faktorlere bagh olarak degisir. Ayrica, sicaklik, glines, nem, yags, kar, riizgar hizi
gibi iklim kosullar1 da bir bdlgenin atmosferinde bulunan funguslarin nitelik ve
niceligini etkilemektedir (Aringoli ve ark, 2008; Kili¢ ve ark, 2010).

1.3. Fungal Alerjenler

Alerjik hastaliklar 21. yuzyihin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir.
Ozellikle gelismis ulkelerde, alerjik rinit ve astim vakalarinin gériilme sikhiginda
artis gozlenmistir. Bircok calismaya ragmen, cevrenin alerjilerin klinik bulgular:
tizerindeki etkisi konusunda bir bosluk s6z konusudur. Onerilen hijyen hipotezine
gore, bazi viral veya bakteriyel enfeksiyonlarda azalma, asilama ve antibiyotik
kullanimz, alerjik hastaliklarin gelisimine katkida bulunan Th2 bagisiklik yanitini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu hipotez, erken yasta alerjenlere azaltilmis maruz
kalmanin yalnizca alerji duyarliligi arttirma egilimi ile iliskili oldugunu

belirtmektedir. Hipotezin dnemli unsurlar: arasinda endotoksinlere maruz kalma,
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evcil hayvanlara maruz kalma ve bir ciftlikte yetisme sayilabilir. Bununla birlikte,
hijyen hipotezi tek basina alerjik hastaligin gozlenen artisi igin yeterli bir agiklama
saglamamaktadir. ikincisinin pato-mekanizmas: hakkinda hala birgok soru vardir.
Bunun bir érnegi, ev tozu akari veya polen gibi taminmis alerjenlere ek olarak,
alerjik hastahiklart induklemedeki rollerini belirlemek igin hala bircok alerjen
arastirilmakta ve test edilmektedir. Bunlara mantarlar ve onlara kars: alerjilerin
klinik belirtileri de dahildir (Bozek ve Pyrkosz, 2017).

Yaklasik 1,5 milyon fungus turt oldugu tahmin edilse de yalnizca 80.000
kadar1 tammlanmistir. Bunlardan 15.000-20.000°i makrofungus, 60.000-65.000’i
ise  mikrofungustur. Yerylzindeki 80.000 fungustan 112 fungusun alerjik
reaksiyona neden oldugu saptanmis olup, bunlardan 50’sine atmosferik
caligmalarda daha fazla rastlanmistir (Acremonium, Agrocybe, Alternaria,
Ascobolus,  Aspergillus, Boletus, Botrytis, Cercospora, Chaetomium,
Cladosporium,  Coprinus, Curvularia, Cylindrocladium,  Dictyosporium,
Didymella, Drechslera, Epicoccum, Exosporium, Fusarium, Ganoderma,
Helminthosporium, Leptosphaeria, Melanomma, Melanospora, Monilia, Mucor,
Mycelia, Myrothecium, Nigrospora, Oidium, Paraphaeosphaeria, Penicillium,
Periconia, Peronospora, Pithomyces, Pleospora, Puccinia, Rhizopus, Rhodotorula,
Scopulariopsis,  Sporormiella,  Stemphylium,  Tetracoccosporium, Torula,
Trichoderma, Ulocladium, Ustilago, Venturia ve Xylaria).

Bu funguslardan Turkiye’de; Adana’da 34, Samsun’da 29, Kastamonu ve
Ankara’da 35 tanesi saptanmustir (Agrocybe, Alternaria, Ascobolus, Boletus,
Botrytis, Chaetomium, Cladosporium, Coprinus, Curvularia, Dictyosporium,
Didymella, Drechslera, Epicoccum, Exosporium, Fusarium, Ganoderma,
Leptosphaeria, Melanomma, Melanospora, Nigrospora, Oidium,
Paraphaeosphaeria, Periconia, Peronospora, Pithomyces, Pleospora, Puccinia,
Sporormiella, Stemphylium, Tetracoccosporium, Torula, Ustilago, Venturia,

Xylaria, 1-septal: askospor) (Ceter ve ark, 2008).
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Funguslar i¢ ve dis ortamda oldukga fazla biyolojik cesitlilige sahiptir. Her
tarld iklimde ve cografik bolgede yaygin olarak bulunurlar ve havada asili duran
biyopartikillerin blyuk bir bolimiinde paylar: vardir. Bunlar duyarli insanlarda
asirt duyarlihga sebep olan ajanlardir. Diinya nifusunun yaklasik %20-30’unun
alerjik rahatsizliklardan muzdarip oldugu saptanmistir (Kochar ve ark, 2014;
Gofron ve ark, 2016).

Aeroalerjenler arasinda fungal sporlar hava kaynakli biyopartikllerin ¢ok
sayidaki fraksiyonlarini kapsarlar. Polen taneciklerinden sayica bir hayli
fazladirlar. Bu yiizden de Diinya Saghk Orgutii hava kaynakli funguslara maruz
kalmayi halk icin énemli bir saglik riski olarak ifade etmistir (Katotomichelakis ve
ark, 2016).

Mantarlar cevrede oldukca yaygindir ve gerek sporlari gerekse miselyum
parcalart birer alerjen kaynagi olabilir. Bitkilerden farkliliklari nedeniyle
“mantarlar” olarak bilinen ayr1 bir alem igindedirler. Alerjik hastaliklar agisindan,
onemli tipler Ascomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes ve Basidomycetes'dir
(Bozek ve Pyrkosz, 2017). Bugine kadar yapilan ¢alismalar gdstermektedir Ki
Aspergillus i¢ ortamda bulunan tipik bir kif tiri iken, Cladosporium ve Alternaria
dis ortamda bulunan en yaygin kiiflerdir. Ote yandan Alternaria ve Cladosporium
oldukca fazla alerjiye neden oldugu icin klinik olarak en fazla &neme sahip
tirlerdir (Katotomichelakis ve ark, 2016).

Bilinen 100.000 fungus turtinden yalmzca birka¢ yuz tanesi insanlarda
hastaliga sebep olan firsat¢i patojenler olarak tanimlanmistir. Bunu (¢ spesifik

mekanizma ile gerceklestirirler:
1. Konaga direk infeksiyonla,

2. Bagisiklik sisteminin zayiflamasi/baskilanmasi sonucu,

3. Sekonder metabolitlere bagl toksik etki ile.

13
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Bunlar arasinda 80 kadar kif cinsinin atopik bireylerde tip | alerjik
reaksiyonu indukledigi gosterilmistir. En onemli alerjik mantarlar Alternaria,
Aspergillus ve Cladosporium cinslerine aittir. Ote yandan Candida, Penicillium,
Clavularia ve farkl cinsler tarafindan da alerji gelistigi gérilmektedir. Literatiirde
tanimlanmis 1g E’ye baglanabilen fungal protein sayisi 200 alerjeni ge¢cmektedir ve
tamamlanmak Uzeredir. Clnkl alerjenlerin  ¢ogunlugu pulmoner ve deri
hastaliklarina sebep olan en énemli fungal turlerden elde edilmektedir. Bunlarin 23
tanesi Aspergillus fumigatus, 11 tanesi Alternaria alternata, 8 tanesi Cladosporium
herbarum kufunden dretilmektedir. Bu alerjenlerin cogu diger fungal tirlerde
bulunan homolog proteinler ile ¢apraz aktivite gosterir (Crameri, 2015; Gofron ve
ark, 2016).

Mantar sporlari, alerji, astim, deri ve sistemik mantar enfeksiyonlarinda gok
onemli bir rol oynar ve bagisiklik sisteminde kolayca gelisebilen invaziv
aspergilloz  durumunda oldugu gibi zaman icerisinde o6lumcil olabilir
(Bhattacharjee ve ark, 2012).

Adana’da solunum yolu alerjisi gésteren ¢ocuklarin %11,6’sinda funguslara
duyarlihik saptanmistir (inal ve ark, 2008). Avrupa Ulkelerinde Cladosporium ve
Alternaria duyarliliginin %3-30 oldugu saptanmistir. Ankara’da Cladosporium ve
Alternaria’ya duyarlilik eriskinlerde %14,8’dir (Bavbek ve ark, 2006).

Kapali mekanlardaki fazla miktardaki hava kaynakli mantar spor
konsantrasyonlari, hasta bina sendromu gibi saglhk sorunlart ve fungal
rahatsizliklarla baglantili olmasi sebebiyle dikkat c¢ekmektedir. Alerjenlerin,
iritantlarin ve mikotoksinlerin tretiminden ortaya ¢ikan mantarlarin sebep oldugu
olumsuz saglik etkileri bas agrisi, 6kslrik ve dermatit gibi belirtiler gosterir.
Belirli firsat¢t mantar tlrlerine maruz kalan kisilerde, bagisiklik yetmezligi ile
sonuglanan ciddi mantar enfeksiyonlar1 gortlebilir (Torpy ve ark, 2013).

Mantarlar 6zellikle sicak ve nemli evlerde tiim yil boyunca Ureme
yetenegine sahiptirler. Ev icinde yil boyu bulunabilirlerse de, miktarlar1 yaz ve

sonbahar aylarinda daha fazladir. ic ortam mantar diizeyi dis ortam mantar
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duizeyinden etkilenmektedir. ic ortam mantar diizeyi hem i¢ hem de dis ortam
mantar diizeyinin karisimi olarak degerlendirilir (Dickerson ve Li, 1998).

Yapilan ¢alismalar havada bulunan kuflerin konsantrasyonlarinin mevsimsel
Ozelliklere gore degistigini gostermektedir (Adhikari ve ark, 2006).

Toprakta bol bulunan, hatta organik madde ve su iceren tim ylzeylerde
hizla gelisip ¢ogalabilme yetenegine sahip olan funguslar, degisik hava
hareketleriyle genis alanlara yayilirlar. Kiifler her zaman ve her yerde bulunabilir,
bircok maddeyi substrat olarak kullanarak Greyip ortam istila edebilirler (Ozyaral
ve ark, 2007). Son zamanlarda havanin kimyasal ve fiziksel kirlenmesiyle fungal
sporlar da artmstir (Cetinkaya ve ark, 2005). Hem kapali hem de acik mekanlarda
bulunmalar: nedeniyle fungus sporlari aeroalerjenler arasinda 6nemli bir yere
sahiptir. Vicuda solunum yoluyla giren bu alerjenler en ¢ok rinite, konjunktivite ve
astima yol acarlar, bazen ¢ok nadir olarak Grtiker ve sistemik anaflaksiye neden
olabilirler (Ren ve ark, 2001; Cetinkaya ve ark, 2005).

Kaf alerjileri tim dinyada énemli bir sorundur. Kifler genis bir alerjen
kaynagidir. Mantar alerjenlerine maruz kalma ve hassaslasma, alerjik hastaliklarin
gelismesine ve kotulesmesine neden olabilir. Literatirde birgok mantar tiiri alerjik
hastaliklarla iligkili olmasina ragmen, Alternaria, Cladosporium, Penicillium ve
Aspergillus kuflerinin 6énemi iyi agiklanmigtir. Alerjik hastaliklarin tedavisi igin
cesitli yontemler arasinda alerjen spesifik immiunoterapi (allergen-specific
immunotherapy: AIT) 6zellikle 6nemlidir. Ornegin; immunoterapinin, alerjik riniti
olan ¢ocuklarda astim gelisme riskini azalttigi gosterilmistir (Bozek ve Pyrkosz,
2017).

1.3.1. Kufler

Kfler hiicre duvar olan, klorofil ihtiva etmeyen (inorganik maddelerden
organik bilesik sentezleme yetenekleri yoktur), sporlar: sayesinde sekstel veya
asekstiel olarak yayilan Okaryotik organizmalardir. Organik maddelerin kaynag:

canli organizmalar ise parazit olarak degerlendirilirler. Bunun yaninda odun, kagit,
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boya, toz, yemek artiklari, deri gibi cansiz, nemli organik materyallar veya
substratlardan bilesikler elde ediyorlarsa saprofitler olarak degerlendirilirler.

Diinyadaki biyokutle igerisinde kiflerin pay1 %25tir. Tim mantarlar havada
var olan veya suda ¢ozunmis olan oksijene ihtiya¢ duyarlar. Kufler igerisinde
mutlak anaerob olani yoktur. Smith ve Nadim’in 1983’te yaptiklari calismada
kuflerin, parmak izlerinin oldugu renksiz diiz cam Uzerinde bile 2-3 haftada
gelisebilme yeteneginde olduklar: bildirilmistir. Uremek ve gelismek igin
ihtiyaclari azdir, bu da onlarin organik materyal agisindan oldukca zayif oyuklarda
bile kolonize olmalarina izin verir. Ote yandan bina materyalleri veya boya gibi
organik madde agisindan zengin materyaller kiflerin gelisimi agisindan muhtesem
substratlardir. Kiifler yerlesim yerleri ve is yerlerinde yaygin olarak bulunurlar ve
literatir bilgilerine gore yerlesim binalarinin icinde 400’den fazla fungus tiri
olustugu bilinmektedir. Bu nedenle i¢c mekan havasi siklikla asiri derecede kiif
sporu ile kontamine olmaktadir (Zukiewicz-Sobczak ve ark, 2013).

Evlerde nem ve buna bagli olarak kif gelisimi artan bir siklikla solunum
sistemi semptomlar: ile iliskilendirilmistir. Alerjen, toksin ve ugucu bilesenlerin
tretimi ile astimin ve kif hiicre duvari Grlnlerine maruz kalma ile desteklenen
diger spesifik olmayan inflamatuvar mekanizmalarin gelisiminde kufln etkisi
olabilir. Nem; toz, mayt ve kiiflere karsi hassasiyete bagli olarak solunum sistemi
semptomlarwyla iligkilidir. Dlinya ¢apinda sayisiz ¢alisma yuritulmis ve 80°den
fazla cevresel kif cinsi solunum sistemi bozukluklar: ile iliskilendirilmistir.
Cladosporium spp., Aspergillus spp. ve Penicillium spp. en sik tanimlanan
tirlerdir. Sporlardaki alerjen etkinin varligindan dolayr buttn kuflerin duyarh
insanlarda alerjiye yol acabilecek potansiyele sahip oldugu disiinilmektedir. Artan
konsantrasyonlar: ile solunan mantar sporlar1 arasindaki iliski, kif antijenleri ve
solunum sistemi alerjilerinin (rinit ve astim) tetiklenmesi iyi bir sekilde
anlasilmasina ragmen bu hastaliklarin patojenitesindeki roli hala net degildir
(Galante ve ark, 2006).
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1.3.1.1. Kiflerin Karakteristik Ozellikleri

Kflerin gelisiminde optimum kosullar yiuksek nem ve mantar Uremesine
uygun besi ortamudir. Buna ragmen Aspergillus ve Penicillium’un kserofilik
tirlerinin cogu oldukga kuru ortamlarda hayatta kalmay: basarmaktadir. Kuf
sporlar1 ve konidialar su yokluguna ve kurakliga karsi direnclidir ve bu kosullar
alinda 1 yil canh kalabilirler. Kifler cogunlukla yuzeyde (reyen aerobik
mikroorganizmalardir. Bu organizmalar icin karbon kaynagi farkli bilesikler
olabilir. Kuflerin Ureyebilecegi sicaklik araligi 18-32°C olmasina ragmen 6-60°C
araliginda canl kalabilirler.

Kifler binlerce kilometre yayilabilen ve stratosferde bile rastlanabilen
oldukca fazla sayida spor Uretirler. Cok kicuk boyuttaki (3-10 pum) spor bile
brongiyal bolgeye derin bir sekilde niifuz edebilir ve bdylece kuf alerjisinin
baslangicina neden olabilir. Sporun yayilimi fungusun tipine baglh oldugu kadar
hava kosullarina da baghdir. Disg ortamdaki spor miktar: arttikca evsel ortamdaki
konsantrasyon da artar. Birgok calisma artan diizeydeki fungal sporlar ve antijenler
ile alerji semptomlarimin varligi arasinda belirgin  bir iliski oldugunu
gostermektedir (Zukiewicz-Sobczak ve ark, 2013).

Kifler tarafindan ortaya cikarilan hipersensitivite reaksiyonlarinin klinik
spektrumu ¢ok genistir. IgE aracihi tip | alerjilere ek olarak, II, Il ve IV tipi
reaksiyonlar mevcuttur. Klinik olarak, kuf alerjenlerine IgE aracili sensitizasyon,
alerjik rinit ve rinosinuzit, atopik dermatit ve alerjik astim olarak ortaya ¢ikabilir
(Bozek ve Pyrkosz, 2017).

Arastirmalara gore; en alerjen olanlar miselyum ve mikotoksinlerin sekonder
metabolitlerce zengin sporlardir. Miselyumlarin yiizeyindeki su damlalar1 en
yiksek konsantrasyondaki patojenik metabolitlerin kaynagidir. Bazi kifler gok
sayida toksin Uretirler ve bazi toksinler de birden fazla fungus tirl tarafindan
uretilir. Ana toksinler; aflatoksin (AF), okratoksin A (OT), zearalenon (ZEN),
trikotesen ve fumonisin (F)’dir. Mikotoksinler ¢ok yonll aktiviteler ile

karakterizedir: mutajenik, nérotoksik, immiinosupresif ve karsinojenik. insanlar ve
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hayvanlar icin en buylk risk tasiyan filamentli fungus cinsleri; Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Stachybotrys, Alternaria ve Cladosporium’dur. Bugun,
insan saglig: tizerinde yan etki olusturan minimum mikotoksin konsantrasyonu ve
minimum maruz kalma siiresi hala bilinmemektedir (Zukiewicz-Sobczak ve ark,
2013).

Alternaria, Cladosporium, Botrytis, Epicoccum ve Fusarium, dis ortamda
yaygin olan mantarlardir. Havadaki varliklarina ek olarak, toprakta, bitkilerde ve
besinlerde, 6zellikle sebze ve meyvelerde bulunurlar. Dis ortamda Alternaria ve
Cladosporium cinsleri egemendir. En fazla maruz kalindiklar: dénem ilkbahardan
yaza veya sonbahara kadar olan donemdir. Mayis-Agustos aylari 0Ozellikle
Cladosporium sporlarina, Temmuz-Eylil aylar: ise Alternaria sporlarina yiksek
maruz kalinan zamanlardir. Ornegin, bu doénemde orta Avrupa'da, alerjik
hastalarda, teneffis ettikten sonra rinit ve konjonktivit ve / veya astim seklinde
alerjilere neden olabilirler (Gofron ve ark, 2016; Bozek ve Pyrkosz, 2017).

Aspergillus ve Penicillium tipik i¢ ortam kifleridir. Ylksek nem varliginda,
iyi aydinlanma ve iyi havalandirma olmadiginda yogun urerler. Ev ortaminda, yil
boyunca alerji kaynagi olan Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Mucor ve
digerleri gibi yuksek oranda alerjen icerigi s6z konusudur. Astim ve alerjik rinitin
yan sira, kuflere alerjik hastalar alerjik bronsiyal pulmoner aspergilloz, alerjik
alveolit, kronik alerjik sinuzit ve hatta alerjik dermatitten muzdarip olabilir.
Bazilari, 6zellikle bazi peynir, sarap, et, meyve sulari vb. bazi besinlerde bulunan
mantar alerjenlerinin alimindan sonra anafilaktik reaksiyonlar gibi sistemik
reaksiyonlar: da tetikler. Kuf, prevalansi nedeniyle, kontakt dermatit, mesleki astim
veya daha once bahsedilen solunum yolu alerjisi gibi ciftciler, bahcivanlar,
ormancilart ve diger meslekleri etkileyebilecek mesleki hastaliklardan sorumlu
olabilir. Buna ek olarak, Candida veya Trihophyton cinsi bazi mantar turleri,
insanlarda uzun silreli tedavi gerektiren bulasici hastaliklar: tetikleyebilir.
Literatlire gore, Alternatia, Cladosporium ve Aspergillus'a kars: olan alerjiler en

yaygin olanlardir. Alerjik rinit ve brongiyal astim, alerji hastalar: arasinda ¢ok sik
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karsilagilan hastaliklardir. Dahasi, kiife alerjisi olan hastalarin daha siddetli astima
sahip oldugunu gosteren veriler vardir (Bozek ve Pyrkosz, 2017).

Kif alerjileri, insan ndfusunun 9%3-401m1 etkiler ve bu seviye, (lkeye,
bolgeye, cinsiyete, yasa ve diger faktorlere bagli olarak degisir. Su ana kadar, 18
kif turinden izole edilen 78 alerjen, kimyasal yapi, nikleotid dizilimi ve hiicresel
islev agisindan karakterize edilmistir (Uluslararast Bagisiklik Dernekleri Birligi
(DSO / 1UIS) Alerjen Isimlendirme Alt Komitesi). Bu 18 tiir su cinslere aittir:
Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Curvularia, Epicoccum,
Stachybotrys ve Trichophyton (Skéra ve ark, 2015).

Cladosporium herbarum ve Alternaria alternata turleri alerjiye neden olan
mikrofunguslarin basinda gelmektedir. Simdiye kadar tespit edilmis alerjenlerin

blyuk bir kismi C. herbarum’un hiicre igi proteinleridir (Breitenbach, 2002).

1.3.1.2. Alternaria sp.
Alternaria Nees eski Wallroth cinsi Ascomycota filumuna aittir

(www.mycobank.org). Tum iklim bolgelerinde bulunan Dothideomycetes sinifinin

kozmopolit koyu renkli mantarlarint igerir. Turlerin Gyeleri genis bir sicaklik
araligin tolere eder, ancak en bol spor Gretimi ve miselyum gelisimi 22-28 °C'de
goralirken, blyume ve gelisme 0°C'nin altindaki sicakliklarda neredeyse hig
gorilmez. Laboratuvar kosullarinda, sporilasyon 8-24°C'de gergeklesir ve
konidyalar, baslangiclarinin 14-24. saatlerinde tamamen olgunlasirlar. Simmons
(2008) sadece morfolojiye dayanilarak, Alternaria cinsini, kimlik kilavuzunda
ayrintili olarak tanimlanan 276 tirle ifade etmistir. Son zamanlarda, Woudenberg
ve arkadaslar1 (2013), cins icindeki tlr tanimlamasini yeniden tanimlamak igin 18S
niikleer DNA, 28S nukleer DNA, i¢ transkripsiyonlu ayirici, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz, RNA polimeraz Il (RPB2) ve translasyon uzatma faktéri 1 alfa
(TEF-1a) gen bolgelerinin fragmanlarindan niikleotid dizisi verilerini kullanmustir.
Bu temelde, Alternaria tur kompleksi bolumler olarak adlandirilan 24 i¢ tabaka ve

alti monotip cizgi icermektedir. Bu ¢alismanin sonucunda Allewia, Brachycladium,
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Chalastospora, Chmelia, Crivellia, Embellisia, Lewia, Nimbya, Sinomyces,
Teretispora, Ulocladium, Undifilum ve Ybotromyces cinsleri Alternaria’nin
esanlamhisi olarak Onerilmis ve bdylece Hoog ve Horre (2002)'nin sadece ITS
dizilerine dayanan sonuclari daha da genisletilmistir. Cogu durumda, Alternaria
tarleri zorunlu ya da fakdltatif patojendir. Ayrica saprofitler veya endofitler olarak
blyiyebilir ve toprak, bitkiler, organik maddeler, tekstil, siva veya ahsap gibi su ve
substratlardan izole edilebilirler (Kasprzyk ve ark, 2015).

Alternaria spp. cesitli sekonder metabolitlerin, 6zellikle toksinlerin en
taninmig Oreticileri arasindadir. Alternaria'ya ait 70'den fazla kucuk molekiil
bilesigi bildirilmistir. Bu metabolitlerden bazilari, mutajenik ve teratojenik
ozelliklere sahip guicli mikotoksinlerdir (Orn., Alternariol, alternariol metil eter,
tenuazonik asit vb.) ve bazi kanser formlariyla baglantilidir. Gida ve gida
urunlerinde potansiyel olarak zararli Alternaria metabolitlerinin gorilmesi gittikce
artan bir cevre kaygisi haline gelmektedir. Diger toksinler, konaga 6zgu veya
konaga 0zgu olmayan fitotoksinlerdir ve bitki patogenezinde 6nemli virulans
faktorleridir. Bugiine kadar, bu 6zel metabolitlerin tretilmesinden sorumlu genlerin
bircogu bilinmemekle birlikte, kisa suire 6nce, A. alternata'daki toksin Alternariol
ve Alternariol metil eterin yam sira, A. brassicicolada HDAC inhibitori
depudesin'in uretilmesinden sorumlu genler agiklanmistir. Agiklanan genom dizisi
bilgileri bu bulgular icin kritiktir (Dang ve ark, 2015).

Bitki patojen turleri ve saprofitleri ciddi ekonomik tarimsal kayiplara neden
olur. Enfekte patatesler, yagli tohum posalar: veya tahillar daha az yumru kok veya
tohum uretirler. Ilgili Alternaria tiirlerinin sporulasyonu, tiriin kalitesini diisurir ve
tasima ve depolama sirasinda tarim Grlnlerinin yani sira gida bozulmasina neden
olur. Alternaria tirleri insan saghgini da olumsuz yonde etkileyebilir. Atopik
insanlarin % 12-42'sinin kiife duyarh oldugu ve hastalarin yaklasik %70'inin hava
orneklerinde Alternaria sporlarinin varhgina tepki verdigi tahmin edilmektedir. 10

tlr Alternaria alerjeni tantmlanmis olsa da, en zararli olan: ve sik bildirileni, Alt al

20



1. GIRIS Deniz TANRISEVER

olarak adlandirilan 31 kDa'luk bir glikoproteindir (Kasprzyk ve ark, 2015; Dang ve
ark, 2015).

Alternaria konidialari, bircok Avrupa ulkesinin uzun sureli fungal hava
sporlarinda goze carpan dzelliktedir. Cografi konum, nem, denizden uzaklik, iklim
bolgesi (enlem) ve jeobotanik kosullarin hava kaynakli fungal sporlarin gunlik
konsantrasyonlar: (zerine etkisinin yani sira bu sporlarin siresi, tarihleri ve
dalgalanmalarinda da dikkat cekici farkliiklar gozlenmistir. isve¢ ve
Danimarka'da, Alternaria sporlarinin havada yiksek konsantrasyonda bulunduklar:
slire kisadir. En yogun konsantrasyon Agustos’un ilk yarisindan Eylil’in ortasina
kadar olan doénemdir. Orta ve bati Avrupa'da spor konsantrasyonlari Kuzey
Avrupa'dakinden daha yuksektir ve Nisan ay: ortasindan itibaren kademeli olarak
yukselme gostermistir. Eylul sonuna kadar yiksek veya nisbeten yiksek
seviyelerde kalmistir. En yiksek konsantrasyonlar genellikle Temmuz ve Agustos
aylarinda kaydedilmistir (Kasprzyk ve ark, 2015).

Genellikle saprofitik kirleticiler olarak kabul edilse de, Alternaria cesitli
hastaliklardan sorumlu tutulmaktadir. Astim gelisimi ve alevlenmesinde Alternaria
kaynakli alerjilerin roli daha sik gdzlenmektedir. (Kustrzeba-Wdjcicka ve ark,
2014).

Alternaria alternata: Alternaria cinsinin daha yaygin turt olan Alternaria
alternata, sporlart diinya genelinde gértlen bir mantar tirtiddr. Yil boyunca sporlar
topraktaki organik bilesenlerde bulunabilir. ilkbahardan sonbahara kadar hava
yoluyla tasinirlar ve bu nedenle daha yaygin olarak bulunurlar (Kustrzeba-
Wajcicka ve ark, 2014).

Onceki calismalar, Alternaria alternata'mn simdiye kadar incelenenler
arasinda en alerjik tlr oldugunu gostermistir. Bu tlrin yiksek alerjenitesinin, bu
kif tarafindan Uretilen proteolitik enzimlerin bir sonucu olan solunum yolu
epitelindeki morfolojik degisikliklerden kaynaklandigi one sirilmistir. 1 m®

havada 100 cesit Alternaria alternata varliginin, bu tire duyarl: hastalarda alerjik
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belirtilerin ortaya ¢iktig1 esik konsantrasyonu oldugu tahmin edilmektedir (Skora
ve ark, 2015).

Taksonomi

Kingdom: Fungi

Phylum: Ascomycota

Class: Dothideomycetes

Order: Pleosporales

Family: Pleosporaceae

Genus: Alternaria

Species: Alternaria alternata

Tarihi: Alternaria alternata 6nce bilim diinyasinda Alternaria tenuis ad:
altinda bilinmekteydi. 1817'de, Christian Gottfried Daniel Nees von Esenbeck
(1776-1858), Alternaria cinsini belirlemis ve A. tenuis'i tir olarak tanimlamistir
(Kustrzeba-Wodjcicka ve ark, 2014).

Morfoloji: Siyah pigmentli (melanin nedeniyle) kuf ailesine ait A. alternata,
gri ile zeytin veya kahverengi arasinda degisen koyu renklerde hizli blyuyen
koloniler olusturur. Olgun kolonilerin yiizeyleri ¢ok sayida hifin varligina bagh
olarak "bulanik”, "ince tlyluden yilnliye dogru” ya da "slet gibi" gorinebilir.
Konidia, ya tek ya da zincirler olusturan, basit ve biyiik, 45-50x36 um boyutludur.
Dogal habitatlarda konidyanin daha buyik, daha dizgiin ve agar besiyerinde
uretilenler ile karsilagtirildiginda uzatilmis iplikgiklere sahip oldugu kaydedilmistir.
Daha serin ve kuru kosullarda Uretilen konidyalarda iplikcikler daha kisadir.
Hicreler, kitin ve B-1,3-glukanlardan olusan hiicre duvarlariyla cevrilidir. A.
alternata, kuru, nispeten biytk sporlar (25-56x8-17 mikron) Uretir; bunlar "gagaya
benzer", uzunlamasina ve transversal olarak bollndrler. Sporlar, hem pasif olarak,
hem de daha gugcllu rlzgarlarin etkisi altindaki kuru havadaki konidyofordan
ayrilirlar.

Asagidaki élcumler genel olarak gegerlidir:
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5-13 nm’den 6-24 nm’ye kadar olan sporun maksimum genisligi, ortalama 9-
17 nm; spor uzunlugu 16-37'den 35-110 nm'ye kadar olaninki ortalama 37-69 nm;
0 ila 23 arasi enine septum sayisi; gaga uzunlugu 4 ila 90 nm; ve konidyofor
uzunlugu 20 ila 300 nm arasindadir (Kustrzeba-Wojcicka ve ark, 2014).

Alternaria alternata tarafindan Uretilen temel alerjen, 30 kDa (dimer)
molekll agirhgina sahip Alt a 1 glikoproteinidir. Bu glikoprotein, SDS-PAGE
analizinde 16,4 ve 15,3 kDa'lik iki ayr1 bant olarak ayrilarak monomerlerin bir
disulfid bag: ile baglandigini disundirmektedir. Alt a 1, kuf sporlarinin ve
miselyumun sitoplazmasinda saptanir. Alt a 1, Alternaria'ya duyarli hastalarin
%095'inden fazlasinda IgE aracili asir1 duyarlihga neden olur. Ayrica, A. alternata
ekstraktlarindaki alerjenlerin sayisitmn 10 ila 30 arasinda degisebilecegi ve
incelenen hemen hemen tiim ekstraktlarda birka¢ alerjenin mevcut oldugunu da
eklemek gerekir (Skora ve ark, 2015).

Ekoloji: A. alternata mantarlart "dis mekan™ kufleri olarak siniflandirilir.
Alternaria hem saprofitik, hem de parazitik beslenme yapabilen turlere sahip bir
kif cinsidir. Saprofitik tdrler bitkilerde, topraklarda ve gida maddelerinde
bulunabilir. Paraziter tlrler, bitkiler, hayvanlar ve insanlarda enfeksiyonlara neden
olabilir. Ozellikle bagisikhg baskilanmis hastalarda gériilen bir gesit mycosis,
alternaryoz gelisimine neden olur. A. alternata bir mesohigrofildir. Ren ve
arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan bir arastirma %84-89 ve 97 nemli kosullarin
hem funguslarin tremesini hem de mikotoksinlerin dretimini kolaylastirdigin
gostermistir. Sporlar, havaya ucabilmesi ve yayilmas: icin kuru, sicak ve rizgarh
hava gereklidir; boylelikle havadaki spor sayisi, yaz sonlarinda ve sonbahar
basinda gunesli 6gleden sonralari boyunca en (st seviyeye c¢ikar ve kis boyunca
sifira dlser. A. alternata 2-32°C arasindaki sicakliklarda hayatta kalmasina ragmen
optimum sicakhg 20°C civarindadir. Alternaria tarafindan dretilen ve gida
maddelerinde bulunabilen ana mikotoksinlerden biri olan “alternariol” sentezi igin,
optimum sicaklik 20°C'dir (Kustrzeba-Wojcicka ve ark, 2014).
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Medikal Onemi: Alternaria tiirleri, bitkiler icin toksik olan bircok metabolit
uretir; bunlarin bazilari hayvanlara ve insanlara kars1 da toksiktir. Bununla birlikte,
Edmondson ve arkadaslari (2005) "toksik kif sendromunu incelediginde, calisilan
gruptaki belirtilerin baslica nedeni olarak toksik olmayan, alerjik yanitlar
bulmuslardir. Simon-Nobbe ve arkadaslari (2008), "polenlerin aksine fungal
sporlar ve/veya misel hicreleri, sadece kiflerin neden oldugu en yaygin hastalik
olan tip | alerjisine degil ayn1 zamanda ¢ok sayida diger hastaliklara da neden
olabilir:  Alerjik bronkopulmoner mikozlar, alerjik sintzit, asirt duyarlihk
pnémonisi ve atopik dermatit; ve yine polen tiirevi alerjilerin aksine mantar

alerjileri siklikla alerjik astim ile baglantihdir” (Kustrzeba-Wojcicka ve ark, 2014).

1.3.1.3. Cladosporium sp.

Dinyanin birgok yerinde, Cladosporium, havadan izole edilen en yaygin
fungal bilesen olup, genellikle kaydedilen sporlarin %30-85'ini olusturmaktadir.
Dogada ve insan yapimi insaatlarda ve objelerde genis bir yelpazede habitat ve
ortamlarda tremesine ragmen, anamorfik mantar sinifindan bu kuf en sik sar1 veya
clriimus yapraklar Gzerinde, otsu ve odunsu bitkilerin sap ve dallarinda ortaya
cikar. Normalde bir veya iki hiicre halinde olan ve kolayca pargalanabilen uzun,
dallanmis zincirlerde bulunan kiglk mantar sporlari (konidya) olustururarak

cogalr.

Cizelge 1.1. Spor yapisi

Boyut Sekil Renk Yuzey Dokusu
3-70 x 2-56 pm Yuvarlak Siyah Plruzsiz
Varilimsi Zeytin Kaba
Ovoid Kahverengi Parlak
Elipsoid Koyu Gri

Hafifce uzamis  Koyu yesil
Hiyalin
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Atmosfere aktif ya da pasif olarak salinirlar ve uzun mesafelerde ¢ok sayida
rizgarla dagilirlar. Birka¢ saatten birkac gline kadar degisen surelerde havada asil
kalabilirler. Yuksek oranda heterojen olan Cladosporium cinsi 700'den fazla ismin
altinda rapor edilmis ve 500'den fazla farkl: turd icerir. lliman ve soguk iklimlerde
acik havada en yaygin olarak tanimlanan C. herbarum’dur. Kalin duvarli ve
verrukat konidya ile karakterizedir. Tersine, C. cladosporioides (piriizsiiz duvarl
konidyali) siklikla kapal: mikofloraya hakimdir (Sindt ve ark, 2016).

Cladosporium cinsi Uyeleri, konidiyojenik lokuslarin ve konidial hilanin
benzersiz bir koronat yapisi ile karakterize edilen, blyitilmis bir periklinal jant ile
cevrili  merkezi bir konveks kubbe biciminde olan dematiaceous
hyphomycetes'lerdir. Cins, ayri1 bir ailenin, Capnodiales (Dothideomycetes),
Mycosphaerellaceae  ve  Teratosphaeriaceae'nin  kardes bir ailesi olan
Cladosporiaceae'ye aittir. Cok sayida cladosporioid cinsinin  kapsaml
revizyonlarina dayanan Cladosporium hem filogenetik olarak hem de morfolojik
olarak tammlanmis ve cesitli eski Cladosporium tirlerinin ayrildigi sayisiz
morfolojik agidan benzer fakat farkli cinslere ayrilmistir (Bensch ve ark, 2015).

Cladosporium sporlarinin blyiuk mikotoksinleri az icerdigi veya hic
icermedigi fakat atopik alerji hastalarinda rinokonjunktivit, rinosintzit, kuru
Okslrik ve/veya brongiyal astim gibi semptomlarin gelismesi, alevlenmesi veya
kotulesmesini tetikleyebilir oldugu ortak bir goristir. Astimin patogenezine bu
cinsin katkis1 Alternaria’ninkinden biraz daha zayif gérinse de, C. herbarum’dan
gelen yaklasik 60 inhalant antijen, capraz immiinoelektroforez ile tanimlanmig ve
bunlarin en az 36'st hasta serumundaki IgE antikorlar1 ile reaksiyona girdigi
goralmasttr. Avrupa Toplulugu Solunum Saghk Arastirmas: verileri, genel
popllasyonda 20-44 yas arasi eriskinlerde Cladosporium ekstraktlari kullanilan
pozitif deri testlerinin yayginhiginin %21.7'lik bir ortalama ile %0-11.9 arasinda
degismekte oldugunu gostermektedir. Hassasiyete sahip Kisilerde erken alerjik
semptomlar:  tetikleyecek muhtemel glinlik minimum  konsantrasyonun,

Cladosporium igin siklikla 2800 veya 3000 spor/m®e esit veya daha yiiksek oldugu
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tahmin edilmektedir ve bu, Alternaria icin olandan ¢ok daha fazladir (yaklasik 80-
100 spor/m®). Cladosporium ve Alternaria sporlarinin farkli esik degerlerinin
nedenlerinden biri de bu pargaciklarin hacimlerinin farkli olmasidir: 10-20
Cladosporium sporlar1 bir Alternaria sporuna Karsilik gelebilir. Cladosporium
sporlarinin  havadaki konsantrasyonunun hava sartlarina gore dalgalandig
bilinmektedir. Bu sporlar herhangi bir sicaklikta gelisebilmesine ragmen, gunlik
spor sayilariyla en glgli korelasyonu gosteren meteorolojik parametre hemen
hemen her zaman sicakliktir (Sindt ve ark, 2016).

Cladosporium herbarum: Bitki patojeni olan C. herbarum, toprakta
curumdas bitkiler Gzerinde gelisebilirler. Dogal ortamlarda ve kilturlerde koloniler
yaygin, zeytin yesili veya zeytinimsi kahverengi renklerinde bulunur. Velvet,
koloni alti malt agar besiyerinde yesilimsi siyah, stroma bazen 6zellikle otsu
govdelerde iyi gelismekte, konidiyoforlar diiz veya dalgali, bazen genikulat,
cogunlukla nodoz, soluk-orta zeytinimsi kahverengi veya kahverengi diiz ceperli,
250 mikrona kadar uzunlukta, 3-6 mikron kalinlikta, terminal veya interkalar
siskinlikler varsa 7-9 mikron capindadir. Konidiler oldukc¢a uzun, genellikle
dallanmis zincirler halinde, elipsoidal veya oblong, uclarda yuvarlak soluk- orta
kahverengi veya zeytinimsi kahverengi oldukga kalin ceperli, belirgin sekilde
verrukuloz, uzun olmayan sigilli, tamamiyle 0-1 bélmeli, bazen daha fazla
b6lmeler de olusabilmektedir. 5-23x3-8 (¢ogunlukla 8-15x4-6) mikron bir ucunda
veya iki ucunda cikintili, ¢cikintilar kiigik fakat acik sekilde disariya ¢ikmus, ¢cok
kozmopolit bir turdir. Ozellikle 1liman zonlarda yaygin, otsu ve odunsu bitkiler
lizerinde, havadan, topraktan gida maddelerinden tekstil maddelerinden vs. izole
edilmektedir (Ellis, 1971).

1.4. Deri Delme Testi (Skin Prick Test)
Kif kaynakli IgE duyarlihginin teshisi, genellikle, test materyalinin
heterojenligi ve standartlastirmadaki eksiklik nedeniyle zordur. Bir baska neden de,

piyasada bulunan cilt testi materyallerinin sayisinda ciddi bir azalma olmasidir.
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Bununla birlikte, cilt testleri, alerjik hassasiyeti degerlendirmek igin klinik olarak
en sik kullanilan teknik olma 6zelligini korumaktadir. Deri delme testlerinin (Skin
Prick Test: SPT) diizgiin bir sekilde yurdtilmesini saglamak igin farkli alerji
kurumlarindan kilavuzlar, ornegin; EAACI, 1AAAI ve DGAKI mevcuttur. Bu
testlerin dogrulugu alerjen potensi, alerjen icerigi ve alerjen test cozeltisinin
stabilitesi, testin uygulanma metodu (6rnegin delinme derinligi), cilt reaktivitesinin
durumu, uygulama cihazlari, hastalarin ilag tedavisi gibi bir seri faktdre baghdir
(Kespohl ve ark, 2016).

1973'te Aas ve Belin, alerjen kabarcik alanin1 1 mg/mL histamin boyutu ile
benzer ise oransal blyukligl +++, eger histaminin iki kati ise ++++, eger
histaminin yarisi ise ++ olarak tasarlamislardir. Yari nicel bir degerlendirmeye
sahip olan yontem alerjen reaktivitesinin sadece kabaca bir degerlendirmesini verir
ve higbir zaman gegerli kilinmamigtir. Dahasi, kullanilan ekstraktlarin potensi ve
bilesimi ve deri delme testi teknigi dikkate alinmamustir. 1980'li yillarin basindan
itibaren, standartlastirnlmis ekstraktlar piyasaya striilmis ve Avrupa'da Onerilen
histamin referansi, mL’de 1-10 mg histamin dihidrokloruir’e degistirilmistir.

Alerjen standardizasyonu ve deri testleri (1993'de yayinlanan) (zerine
EAACI'nin makalesi, sinirlama noktasi olmaksizin + sistem veya pozitiflik icin bir
stnirlama olarak > 3 mm'lik kabarcik ¢ap: kullanmay: énermistir. + Sistemi cildin
reaktivitesindeki farklilik ++++ ve ++ arasinda dort blytklikten farkli oldugu icin
kaba bir tahmin verir. + Yontemi ve kabarcik ¢api, alerjen potensi ve bilesimi gibi
cesitli faktorlere ve asistanlarin test tekniklerine baghdir. Histamin tepkisi,
histamin brongiyal bagisiklik testinde oldugu gibi, araciya cilt reaksiyonunu
yansitmaktadir. Cilt reaktivitesi bireyler arasinda degisir ve alerjinin derecesine
baghdir (Dreborg, 2015).

1.5. Amag
Subat 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda Adana’da 6 farkli istasyondan ev

dis1 (outdoor) alerjen kiiflerin izolasyonu ve cins diizeyinde tanilanmasi, yine ayn
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tarinlerde C.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Iimmiinoloji ve Alerji Hastaliklar: Bilim Dali
Kliniginde kif alerjisi tanmis1 almis 20 cocugun evinden (indoor) alerjen kiflerin
izolasyonu ve cins duzeyinde tanilanmasi konulu yiiksek lisans tez sonuglarina
gore Adana’da en yaygin kif cinsinin Cladosporium oldugu saptanmistir. Ayrica
atmosferdeki Cladosporium ve Alternaria sporlarinin Burkard Spor Tutma Cihazi
ile 12 ay boyunca izlemi konulu Ggtincu bir yiksek lisans tezi yurutilmis ve 6
farkli kif tirinden total hiicre ekstrakti hazirlanarak klinikte kuf alerjisi tanis:
almis hastalara uygulanmustir.

Bu calismalardan elde edilen veriler ve ithal edilen deri testi materyallerinin
kisitlanmas: bizi alerjen Uretimi noktasinda daha detayli calismalar yapmaya
yonlendirmistir.

Bu arastirmada, Adana bolgesinde, atmosferden izole edilen yogun/yaygin
alerji etkeni olan 2 kif tirinden deri delme testinde kullanilmak uUzere test
materyali Gretmek amacglanmistir. Mikroorganizmalardaki biyolojik, fizyolojik,
ekolojik cesitlilik dikkate alindiginda, alerjik reaksiyona neden olan, bdélgesel
kuflerden test materyali Gretmenin, teshiste daha dogru sonug verecegi
dusuncesinden hareketle, Adana atmosferinden izole edilen kiflerden test
materyali Uretmek, bunlar1 fraksiyonlara ayirmak ve hem total alerjen hem de
fraksiyonel alerjenlerin etkisini hazir kitlerle kiyaslamak amaglanmistir. Bu
calismadan elde edilecek bulgular, tretime yonelmek icin bir temel ar-ge ¢alismasi

niteliginde olacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Codina ve ark (2008), Florida'da yagmur mevsimi boyunca rutubet problemi
olmayan evlerde bulunan hava kaynakli fungus sporlarinin  dizeyini
arastirmiglardir. Yaptiklari ¢alismada hem i¢ ortam hem de dis ortam hava
orneklerinde  tespit edilen en yaygin spor tiplerinin,  genellikle
Penicillium/Aspergillus grubu; askosporlar, basidiosporlar ve Cladosporium tirleri
oldugunu saptamiglardir.

O'Gorman ve Fuller (2008), dis ortam havasindan secilen alerjenik ve
patojenik hava ile tasinan funguslarin etkilerini incelemisler ve bu calismalart
sonucunda total izolatta en fazla Alternaria, Aspergillus, Cladosporium ve
Penicillium cinslerinin bulunduklarini tespit etmislerdir.

Haleem Khan ve ark (2009), havalandirmas: bulunan cesitli i¢ ortamlardan
izole ettikleri ve  teshisini  yaptiklari ~ funguslarin  alerji  testlerini
gerceklestirmislerdir. Aspergillus niger, A. oryzae, A. fumigatus, A. terreus, A.
nidulans, A. versicolor, A. parasiticus, Penicillium citrinum, Fusarium oxysporum,
Trichoderma viride, Neurospora crassa ve Alternaria alternata olmak tizere 12 tir
izole etmislerdir. A. fumigatus, A. niger, P. citrinum turlerinin ekstraktlarinin gok
guclu alerjiye neden olduklarini belirlemislerdir. Bu calisma ile i¢ ortamlarda
bulunan havalandirmalarin funguslar icin rezervuar olabildigi ve bu ortamlarda
bulunan kisilerde s6z konusu funguslarin alerjik semptomlara veya enfeksiyonlara
neden olabildiklerini bildirmislerdir.

Miao ve ark (2009), Cin'de kapali bir tavsan barinagindaki hava ile taginan
funguslar ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalarinda baskin olan cinslerin Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus ve Alternaria oldugunu ve fungus yogunlugunun yaz ve
sonbahar déneminde kis ve ilkbahar ddénemine gore fazla oldugunu tespit
etmislerdir.

Bhattacharjee ve ark (2012), otobus terminalinden yaptiklar1 drneklemler

sonucunda Aspergillus cinsine ait 11 tir, Cladosporium’a ait 3 tir, Curvularia,
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Fusarium, Monilia, Penicillium cinslerine ait 2 tur saptamislardir. Bu tirlere ait
toplam spor sayilarina bakildiginda Cladosporium cinsine ait tirlerden elde edilen
toplam spor sayisimin saptanan tiim fungal sporlarin %20,7°sini olusturdugu
gozlemislerdir.

Pakpour ve ark (2015), New York ve Toronto’da 20 yilda, her yil, 3 gin
boyunca, glinde 6 defa 2 saat arayla 10 dakikalik hava 6rneklemleri yapmuslardur.
Samplair-MK1 cihaziyla yerden 1.8 m yiikseklikten dakikada 9 L hava
toplamuglardir. Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Ascospores, Basidiospores,
Bispora, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum, Fusarium, Pithomyces gibi farkl
cinslerde sporlar tanimlamislardir. Bu sporlarin sayisim Toronto icin m*de
114.800-236.700, New York i¢in m*’de 60.200-204.800 olarak saptamislardr.

Dallongeville ve ark (2015), Brittany, Fransa’da 150 evde yaptiklar
arastirmada, konutlarin %90’indan fazlasinda hava kokenli Cladosporium ve
Penicillium’a, %46’sinda Aspergillus’a ve %6’sinda Alternaria’ya rastlamiglardir.
Yerdeki toz oOrneklerine baktiklarinda ise; %80-92 oraminda Cladosporium ve
Penicillium, %49 Aspergillus ve %14 Alternaria varlig: saptamislardir.

Reddy ve Srinivas (2017), Visakhapatnam, Hindistan’daki iki anaokulundan
hava kaynakli mantarlari izole edip bunlarin tir tayinini yapmslardir. 10 ay
boyunca haftada bir defa yerden 0,6 m yukseklikte 6rnekleme yapmiglardir. Bu
amagla PDA ve Sabouraud Agar besiyerleri kullanarak 15 dk sireyle petriyi agik
tutarak Ornekleme yapmislardir. Ardindan kapagi kapatilarak 25°C’de 5 gin
inklibe etmislerdir ve mikroskobik tanilama yapmuslardir. Calisma sonunda 320
petriden toplam 3520 kif kolonisi izole edilmis ve izolatlarin bu 21 genusa ait
oldugunu saptamiglardir. 21 genustan 35 fungus tlrl izole etmislerdir. Bunlar
icerisinde en sik gorlenlerin; Aspergillus (%29,9), Cladosporium (%20,1),
Penicillium (%17,7), Alternaria (%8,7), Fusarium (%6,4) ve Curvularia (%3,4)
oldugu belirtmislerdir.

Rodriguez-Rajo ve ark (2005), Kuzey Bati1 Ispanya’da bulunan g

merkezden Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarum ve Alternaria
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spp. Orneklemi yaparak, mevsimlere ve rakim farkliliklarina baglh olarak spor
dagilimlarini incelemislerdir. En yiksek spor sayilarini yaz sonlarinda ve sonbahar
baslarinda kaydetmislerdir. Karasallhik arttikca C. cladosporioides spor
konsantrasyonunun arttigini, Alternaria’mn ise azaldigini gormuslerdir. Deniz
seviyesinden yikseklere ¢ikildikca C. herbarum konsantrasyonunun arttigin
gozlemlemislerdir. Atmosferdeki en yiiksek spor konsantrasyonu icin gereken
optimum kosullarin 23-29°C ve %80 bagil nem oldugunu saptamislardir.

Sindt ve ark (2016), Fransa’da toplam bes istasyonda yaptiklar: arastirma
sonucunda Cladosporium sporlarinin sehir merkezinde yuksek sayilara ulastigini,
kiy1 bolgelerde i¢ bolgelere gore dort kat daha disuk oldugunu saptamiglardir. Kiy1
bolgelerinde fungus gelisimi igin gerekli substratin daha az oldugunu ve bunun bu
bolgelerdeki bitki ortlisiine bagl oldugunu belirtmislerdir.

Ozmay (2007), Adana’da 6 farkli istasyondan outdoor mantarlarin
izolasyonu, identifikasyonu, mevsimsel dagilimi ve alerjik hastaliklarla iliskisini
saptamislardir. ECO MASS 100 Mikrobiyal Hava izleme Sistemi ile atmosferik
funguslari izole etmisler ve Rose Bengal Streptomycine Agar’a ekim yapmislardir.
PDA, MEA, CZ besiyerlerindeki treme davranislari, koloni morfolojisi, pigment
olusumu, petri kutusundaki gortintsleri, mikroskopta gozlenen spor ve hifsel
yapilarin1 goz énunde bulundurarak identifiye etmislerdir. Subat 2005-Ocak 2006
arasinda ayda bir defa olmak tzere 12 kez drnekleme yapmislardir. Toplam 3220
mantar kolonisi izole etmisler ve tanimlama sonrast 9 farkli mantar cinsi
saptamiglardir. Bunlarin  %44,5’i Cladosporium, %20’si Penicilium, %17’si
Aspergillus, %5,4’0 Alternaria, %1,36’s1 Rhizopus, %0,90’1 Fusarium, %0,55’i
Acremonium, %0,27’si Trichoderma, %0,03 Chatemonium olarak tanimlanmustir.

Kim ve ark (2010), Kore halk hastanelerindeki bakteri ve fungus
dagilimlarint belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismalart sonucunda en fazla
Cladosporium spp. (%30) tespit etmislerdir. Bunu sirasiyla Penicillium spp.
(%20-25), Aspergillus (% 15-20) ve Alternaria (%210-20) cinslerinin izledigini

bildirmislerdir.
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Kili¢ ve ark (2010) Alternaria sporlarina karsi hassasiyeti olan ¢ocuklar
Uzerinde yapmis olduklari ¢alisma sonucunda, Alternaria cinsinin yaz sonunda
ve sonbahar baslangicinda artis gosterdigini, Ozellikle Eylul ayinda en (st
seviyeye ulastigini bildirmiglerdir.

Peden ve Reed (2010), cevresel ve mesleki alerjiler konulu galismalarinda i¢
ve dis ortam drneklemeleri sonucunda Cladosporium, Penicillium, Aspergillus ve
Alternaria cinslerinin baskin oldugunu bildirmislerdir.

Gofron ve ark (2010), 2006-2008 yillar: arasinda yaptiklar: bir arastrrmada
alerjilere en cok neden olan fungus tirlerinin; Cladosporium ve Alternaria
cinslerine ait oldugunu saptamiglardir. Ayrica bu cinslerin meteorolojik faktorler ve
hava Kirliligi ile olan iliskilerini arastirmis ve her iki cinsin de meteorolojik
faktorler ile pozitif iliski icerisinde olduklarini rapor etmislerdir.

Kalyoncu (2010), Ocak 2004-Aralik 2005 arasinda Manisa’nin 11 farkh
boélgesindeki hava kaynakli fungal alerjenler izerine sicaklik, nem ve riizgarin
etkisini arastirmiglardir. Merck MAS100 hava 6rnekleme cihazi ile 792 6rnek
almis ve 12988 koloni saymislardir. Bunlarin 14 tanesini tanimlayabilmislerdir.
Iclerinde en baskin cinsin Cladosporium oldugunu ve onu Penicillium, Apergillus
ve Alternaria’mn takip ettigini bildirmislerdir.

Docampo ve ark (2010), Giney Ispanya'da bulunan Nerja
Magarasi'ndaki fungus cesitliligini incelemisler ve en yogun bulunan cinslerin
Aspergillus ve Penicillium oldugunu, bunlart Cladosporium'un izledigini
bildirmiglerdir. Ayrica magara icinde bulunan fungus sporlarinin i¢ ve disg
ortam yogunluklari ile mevsimsel 6zelliklerden etkilendigini belirtmislerdir.

Rid ve ark (2010), Cladosporium herbarum hidrolazinin, test ettikleri kif
alerjili popilasyonun %17’sinden sorumlu oldugunu saptamislardir.

Kuna ve ark (2011), arastirmalari sonucunda g¢ocuklardaki alerjilerde
Alternaria alternata’'n:n alerjik rinit ve astima sebep oldugunu bildirmislerdir.

Pavon ve ark (2012), Alternaria patojenitesi ile ilgili genel bir bakis

sunmustur. Tahil, sebze ve meyve mahsullerinin hem depolama 6ncesinde hem de
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depolama esnasinda etkilenebilecegini vurgulamiglardir. Alternaria genellikle taze
meyve ve sebzelerde bulunurken, bazen hasarli Grlinlerden hazirlanan konserveler,
meyve sular1 veya soslarda da gorilebildigini agiklamiglardir.

Jacqueline ve ark (2010), cocuklardaki astim vakalar1 lzerinde i¢ ve dis
ortam havasinin farkl etkileri Uzerine yaptiklari ¢alisma sonucunda alerji goriilme
olasihig: olan 469 gocuga test uygulamiglardir. Bu testin sonucuna gére Alternaria
duyarlihgr %36 ile ilk sirada yer alirken bunu sirasiyla Aspergillus (%27),
Cladosporium (%18) ve Penicillium (%13) 'un takip ettigini bildirmiglerdir.

Gelisken (2008), Adana’da mantar alerjisi pozitif olan 20 ¢ocugun ev igi
ortamindaki mantar konsantrasyonunu, tiriinii/cinsini saptamislar ve mantarlardan
total hiicre proteini ekstraktlar: hazirlayarak C.U. Tip Fakiiltesi Cocuk immiinoloji
ve Alerji Hastaliklar1 Bilim Dal Klinigi’nde hastalara uygulamigtir. Subat 2005-
Ocak 2006 arasinda ayda bir kez olmak (izere 12 kez drnek almigtir. Toplam 10423
mantar kolonisi izole etmis ve bunlarin tanimlanmas: sonucunda 9 farkli mantar
cinsi saptamigtir: 3832’si Cladosporium (%36,76), 3570’i Penicillium (%34,25),
1048’i Aspergillus (%10,05), 661’i Alternaria (%6,34), 216’s1 Rhizopus (%2,07),
155’i Fusarium (%1,49), 95’i Steril (%00,91), 87’si Acremonium (%0,83), 62’si
Trichoderma (%0,59), 1’i Chatemonium (%0,01) ve 696°s1 digerleri (%6,68). 52
hastaya protein ekstraktlar1 ile deri delme testi uygulamistir. 11 hastada hazir
mantar alerjenlerine karsi pozitif sonu¢ elde etmis, 6 hastada ise kendi hazirladig:
ekstraktlara kars1 pozitif sonug gozlemlemistir.

Hidir ve ark (2008), yaslar1 12-80 arasinda olan 100 kronik rinosinizitli
hastay1 ve 40 saglikli bireyi dahil ettikleri ¢calismada mite, kif, ¢cimen karigimi,
polen karigimi, ot karisimi, hamambdcegi ve hayvan kepegi olmak (izere 56 yaygin
aeroalerjen kullanarak deri delme testi gergeklestirmislerdir. Hastalarin %13’lnde
fungal alerjen saptamislardur.

Uztan ve ark (2010), izmir’de merkezden uzak mahallelerde bulunan
ilkogretim  okullarinda  potansiyel alerjenik floranin  ve etkilerinin

belirlenmesini  amacladiklar1  ¢alismalarinda  Alternaria,  Aspergillus,
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Cladosporium ve Penicillium cinslerini tespit etmislerdir. Ayrica bu cinslerin
Ogretmen ve 6grencilerde alerjilere neden olabilecegini belirtmis ve okullarda
gorev yapan 117 6gretmene alerji anketi uygulamas: yapmislar ve verilen
cevaplara gore 55 dgretmene deri testi uygulamiglardir. Bunun sonucunda 17
Ogretmende kuf hassasiyeti tespit etmislerdir.

Akdag (2010), 01 Ocak 2006-01 Ocak 2007 tarihleri arasinda Adana
atmosferinde bulunan Cladosporium Link ve Alternaria Nees ex Wallroth
sporlarini Burkard Spor Tutma Aleti ile toplamistir. Cladosporium ve Alternaria
spor konsantrasyonlar: giinliik, aylik ve yillik olarak saymustir (spor/m®). Sicaklik,
yagis, ruzgar, nispi nem gibi meteorolojik faktorlerin spor konsantrasyonlarinin
degisimi (zerine etkileri aragtirmistir. 2006 yili Adana atmosferinde toplam
1537307 mantar sporu mikroskopta saymis, bunlarin %73’0ni Cladosporium,
%27’sini ise Alternaria olarak tanilamistir. Adana atmosferinde dominant mantar
cinsinin Cladosporium oldugu gozlemlemistir. Calismada Adana atmosferinden
izole ettikleri ve tlr diizeyinde taniladigi Cladosporium herbarum, Cladosporium
oxysporum, Alternaria alternata, Alternaria pluriseptata ve Alternaria tenuissima
mantar tiirlerinden total hiicre ekstraktlar1 hazirlayarak C.U Tip Fakiltesi Cocuk
Immdainoloji ve Alerji Hastaliklar1 Bilim Dali Kliniginde, standart mantar alerjenleri
ile beraber hasta ve kontrol gruplarina deri delme testi uygulamigtir. 35 mantar
alerjili birey ve 20 kontrol grubu bu calismaya dahil edilmistir. Hazirladigi mantar
ekstraktlar: ile elde ettigi sonuclart klinikte standart olarak kullanilan testler ile
kiyasladiklarinda basarili oldugunu bulmustur.

Mishra ve ark (2016), yaptiklari calisgmada 60 hastaya, polen, mantar,
haserat, toz, hayvan kepegi, kumas gibi cesitli alerjenleri deri delme testi ile
uygulamiglardir. Sonuglari degerlendirdiklerinde 60 hastanin 17’sinde fungal
alerjenlerin pozitif yonde reaksiyon verdigini gozlemlemislerdir.

Kespohl ve ark (2016), kuf duyarlihigini: saptamak amaciyla deri delme testi
ile IgE testini karsilastirmiglardir. 168 hastanin 56’sinda IgE testi ile pozitif sonug

alirken, deri delme testi ile 90’1nda pozitif sonug almislardir.
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Erel ve ark (2017), 4223 alerjik rinit ve bronsiyal astimli hastaya deri delme
testi gerceklestirmiglerdir. Hastalarin 2419’unun (%57°si) pozitif, 1804’uUnilin
(%43’0) negatif sonug verdigini gozlemlemislerdir. Bunlarin igerisinden fungal
sporlara karsi gorilen alerjik cevabin %22 oldugu saptamislardir.

Yikselen ve ark (2013), Adana atmosferinde 2006 yili siresince 1 m®
havadaki toplam Cladosporium sporlarinin sayisini 1.117.763 spor/m®, Alternaria
sporlarinin sayisin: ise 419.544 spor/m® olarak saptamslardir. Yaz mevsiminde;
Cladosporium %67, Alternaria %33, ilkbaharda; Cladosporium %72, Altarnaria
%28, kis mevsiminde; Cladosporium %92, Altarnaria %8, sonbaharda;
Cladosporium %83, Altarnaria %17 oraninda tespit etmislerdir. Cladosporium’un
her mevsimde Alternaria’dan dominant oldugunu saptamis, Alternaria yuzdesinin
en yiksek degerlere yaz mevsiminde ulastigini gézlemlemislerdir.

Bush ve Prochnau (2004), Alternaria’nin atmosferde en yiiksek seviyelerde
bulundugu donemde hayatini tehdit eden astim atagi gegiren bir hasta ile yaptiklart
calismada standart alerjenlerle yapilan deri testi sonuglarina gére endirayon ve
hiperemi sonuclarint Cladosporium herbarum igin; 5 mm ve 15 mm, Alternaria
alternata (tenius) icin; 13 mm ve 30 mm olarak vermislerdir.

Reyes ve ark (2009), 1 Subat 2005-31 Ocak 2007 tarihleri arasinda
atmosferden fungus izolasyonu yapmuslardir. 2005 yilinda toplanan toplam spor
sayist Alternaria igin 4.500, Cladosporium igin 93.744 iken 2006 yilinda bu
degerlerin Alternaria icin 8.385, Cladosporium igin 150.144 olmak (zere artis
gosterdigini  belirtmiglerdir. Spor konsantrasyonunu etkileyen meteorolojik
parametreleri arastirmis ve en fazla pozitif etkiyi sicaklik ile elde etmislerdir. Yagis
miktari, nisbi nem ve riizgar sikhg: Alternaria ile negatif bir etki igerisindeyken
Cladosporium ile pozitif bir korelasyonu oldugunu gozlemislerdir. Toplam 767
alerjik hastaya deri testi uygulamislardir. 73 tanesinin Alternaria’ya (%9,5), 7
tanesinin ise Cladosporium’a (%0,9) Kkars1 pozitif reaksiyon verdigini
saptamiglardir. Alternaria’ya alerjik olan hastalarin %26’sinda rinokonjonktivit,

%74’Unde astim goruldigtni bildirmislerdir.
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Katotomichelakis ve ark (2012), Alternaria alternata’ya duyarl alerjik riniti
olan 623 hastaya deri delme testi uygulamislar ve diger alerjenlerle olan iligkisini
saptamiglardir. Alternaria alternata’ya duyarli hastalarin %66,7’sinde birkag
alerjene duyarlilik, %18,5’i ¢oklu duyarlilik, %14,8’inde tek bir alerjene duyarlilik
gozlemislerdir. Bu hastalarin ¢ogunlukla cimen, kedi epiteli, ¢avdar ununa da
hassas olduklarint  saptamiglardir. Hastalarin  %11,1’inin  aym1  zamanda
Cladosporium’a da hassasiyet gosterdigini ifade etmislerdir.

Kochar ve ark (2014), Hindistan’in Rohtak sehrinde 2 yil boyunca (Mart
2008-Subat 2010) hava 6rneklemi yapmuslardir. Bu siire boyunca 45 mantar sporu
saptamiglardir.  Subat-Nisan ve Temmuz-Kasim dénemlerinin en yiksek
konsantrasyonlarin  elde edildigi donemler oldugunu ifade etmislerdir.
Cladosporium %25,14 ile en yiksek konsantrasyona sahip iken, Alternaria
918,05, Aspergillus niger %7,66, Curvularia %5,31, Epicoccum %)5,29 olarak
kaydetmislerdir. Atmosferden elde ettikleri bazi fungus tirleri icin deri testi ile
alerji tespiti yapmugladir. Mantar tlrlerinin ¢ogunda pozitif sonu¢ almislardir
(%17,3-2,3). Penicillium’un %17,3 ile en yiiksek reaksiyona sebep oldugunu
saptamiglardir. Cladosporium herbarum icin %8, Alternaria solani igin ise %3,3
pozitif sonug almiglardir.

Tham ve ark (2017), %63,2’si erkeklerden olusan, %90°1 10 yasindan kiiglk
2-17 yaslar1 arasindaki 644 cocuk ve gencg bireyden 630 tanesine deri delme testi
uygulamiglardir.  %8,9’u  Alternaria’ya, %6,5’i Cladosporium’a, %13,7’si
Alternaria ve Cladosporium karisimina karsi hassas oldugunu saptamislardir.
Maruz kalinan fungal spor sayilarina baktiklarinda toplam mantar sporlar
icerisinden en yaygin tdrlerin Cladosporium (%44), Leptosphaeria (%14) ve
Alternaria (%11) oldugunu gézlemlemislerdir.

Hoo ve ark (2001), bir sivrisinek tiri olan Aedes togoi’nin tiikirik bezi
salgisindan, %0,3 fenol salin ve %50 gliserin igeren ¢ozelti igerisine ekleyerek test
materyali hazirlamislardir. Kore Yonsei Universitesi, Tip Fakiiltesi, Severance

Hastanesi, Alerji Klinigi’ne sivrisinek 1singi sonucu gesitli deri reaksiyonlar
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sikayeti ile bagvuran 17 hastaya hazirladiklar: test materyali ile deri delme testi
uygulamiglardir. Hastalarin 12 tanesinin pozitif, 5 tanesinin negatif sonug verdigini
gozlemlemislerdir.

Inal ve ark (2006), bir olgu Gzerine cam tirtili ekstrakt: ile deri delme testi
yapmuslardir. Ekstrakt: tirtili 1:10 (w/v) oraminda sulandirarak hazirlamiglardir.
Hastanin habitatindan topladiklari son larval asamada olan ¢am tirtillarin steril
tuzlu su ilave edip 15 dk santrifiij ederek homojenize etmislerdir. Bu homojenat:
sivi azot ve filtre islemlerinden gecirerek tekrar homojenize etmislerdir. Filtrat:
10000 x g’de 10 dk santrifilj edip 1 gece 4°C’de saf suya kars1 diyaliz etmislerdir.
Son olarak ekstrakt: filtre ile steril etmislerdir. 30 maruz kalmamis hastaya (15
atopic ve 15 non-atopic) testi uygulamislar ve kendi vakalarinda sonucun negatif
oldugunu saptamigslardir. Pozitif kontrol olarak histamin (10 mg/mL), negatif
kontrol olarak serum fizyolojik kullanmiglardir.

Jong ve ark (2006), yaptiklar1 ¢alismada bir seradan kirmizibiber bitkisinin
ciceklerinin polenlerini toplayarak, deri delme testinde kullanmak tzere %25 (w/v)
konsantrasyonda olacak sekilde %0,03 insan serum albiimini ve %0,5 fenol igeren
PBS icerisinde ekstrakt hazirlamislardir. Ekstraktlar1 10 dk 2,000 x g’de santrifij
etmigler ve sipernatanti 0,22 pm Millex GS filtreden gegirmislerdir. Tum
ekstraktlari deri delme testinde kullanilana dek uygun oranlarda -20°C’de
saklamiglardir. Kullanmadan 1 saat énce c¢ozdirip calkalamiglardir. Deri delme
testi ile 43 hastanin 39’unda pozitif sonug gérmuslerdir.

Chatterjee ve ark (2006), balik duyarlihg: ile ilgili yaptiklar: ¢alismada 110
hastaya Hindistan’da bulunan 4 balik cesidinin (pomfret, hilsa, bhetki ve mackerel)
cig, haslanmis ve kizartilmig ekstrakti ile deri delme testi gerceklestirmislerdir. 161
hastanin 110’unun (%68,32) 1 veya daha fazla balik ekstraktina pozitif sonug
verdigini gozlemlemislerdir. Bunlarin 92’sinin (%83,63) 4 balik ekstraktina da
pozitif sonu¢ verdigini saptamiglardir. Bu 92 hasta icerisinden 50 tanesine ¢ig
baliklar ile deri testi uygulamiglar ve 50’sinde de pozitif sonug¢ almiglardir. 50 hasta

icerisinden 12 tanesine haslanmis ve kizartilmis baliklar ile test gergeklestirmigler
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ve 12’sinin de pozitif sonug verdigini gérmuslerdir.

Patiwael ve ark (2010), bir seradan gilek bitkisinin polenlerini toplamislar ve
deri delme testinde kullanilmak uzere ekstrakt hazirlamiglardir. Cilek polen
ekstraktlarini, %0,03 insan serum albiimini ve %0,5 fenol iceren pH 7.4 fosfat
buffer salin (PBS) icerisinde hazirlamiglardir. Cilek suyu hazirlamak igin gilekleri
mikser ile homojenize etmisler, elde ettikleri bulamaci filtre etmisler ve son olarak
siviyr 0,22 pum filtreden (Millex GS, Millipore, Hollanda) gecirmislerdir. Cilek
polen ekstraktinin protein konsantrasyonunu 0,25 g/L, ¢ilek suyununkini 1,1 g/L
olarak saptamiglardir. Amblyseius cucumeris mite’in1 da ekstrakte etmisler ve
protein konsantrasyonunu 1,05 g/L olarak bulmuslardir. Bu sekilde hazirladiklar
tim ekstraktlari deri delme testinde kullanmiglardir. Calismaya katilan 3 hastada
(A, B, C) ev yapimu ¢ilek polen ekstraktina karsi pozitif sonug elde etmislerdir. B
ve C hastalarinda ¢ilek suyuna karsi da deri testinin pozitif oldugunu
gozlemlemislerdir. A. cucumeris’e kars1 bir duyarlilik saptamamuslardir.

Palacin ve ark (2010), yaptiklar1 ¢calismada bugday tlrevi gida maddelerini
yedikten sonra anafilaksiye giren 8 yetiskin hasta segmislerdir. Ev yapimi bugday
ekstrakti, dogal olarak saflastirilmis ve rekombinant Tri a 14 (Bugday unu lipid
transfer proteini alerjeni), seftali meyvesi ve Artemisia bitkisi poleni lipid transfer
proteinleri; Pru p 3 ve Art v 3 ile deri delme testi, spesifik IgE tayini (ELISA) ve
IgE immuno-tanilama deneyleri gerceklestirmislerdir. Ev yapimi bugday ekstrakti
ile bltdn testlerin 8 hastada pozitif sonu¢ verdigini saptamiglardir. Deri delme testi
sonuglarina gore dogal Tri a 14 ile 8 hastanin 5’inde, Pru p 3 ile 8 hastanin 6’sinda

ve Art v 3 ile 4 hastanin 4’(inde pozitif sonug almiglardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Mantar Suslan

Bu calismada total hiicre proteinlerinin ekstraksiyonu (mantar ekstraktlari)
amaciyla kullanilan mantar suslar1 Adana dis atmosferinden (outdoor) izole edilmis
(C.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimi Mikrobiyoloji Laboratuvar: Kiiltir

Koleksiyonu) ve tiir diizeyinde tanilanmustir.

1-Cladosporium herbarum
2-Cladosporium cladosporioides

3-Alternaria alternata

3.1.2. Kullanillan Kimyasallar
Besiyerleri, Sephadex G-100, Serum Fizyolojik, Etil Alkol, Sodyum
Hidroksit, Bradford Cozeltisi, Fenol, Gliserin, BSA (Bovine Serum Albumin),

Standart Mantar Alerjenleri, Stvi Azot, Histamin gibi kimyasallar kullanilmistir.

3.1.3. Kullanmilan Besiyerleri
3.1.3.1. Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck)

Mantar suslarinin Gretilmesi ve stok kultlrlerin hazirlanmasi/saklanmasi
amaciyla kullanilmstir (Ellis ve Ellis, 1997).

Granul halindeki besi yeri (hazir besi yeri) karistmindan 30 g tartihip, 1 L
distile suda ¢ozlldukten sonra, otoklavda steril edilmistir (121°C’de 15 dk). pH:
5,6+ 0,2. Steril petri kutularina 20 mL dékilmistr.
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3.1.3.2. Czapek Dox (C2)
Mantar suslarinin test materyali (total hiicre ekstrakti) hazirlama asamasinda

uretilmesi igin kullanilmistir (Al-Suwaini ve ark, 2001).

Bilesimi a/L
C12H2404, Siukroz 30
NaNO; Sodyum Nitrat 3
MgSO, Magnezyum Siilfat 0.5
KCI Potasyum Klorid 0.5
Fe,SO, Demir 2 Siilfat 0.01
K,HPO, di-Potasyum Hidrojen Fosfat 1

Yukaridaki kimyasallar tartilip, 1 L hacimli siselerde magnetik karistiricida
isitilarak - maddelerin - ¢bzinmesi  saglanmis, besi  yerinin  pH’s1  7.3+0.2’ye

ayarlandiktan sonra, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.1.3.3. Kanl Agar
Mantar ekstraktlarinin  deri  testinde kullanilmadan ©nce sterilite

kontrollerinin yapilmas: amaciyla kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi a/L
Pepton 10
Et 6zltl 10
NaCl 5
Agar 15

Besiyeri otoklavda steril edildikten sonra, 45-50°C’ye sogutulmus ve 80 mL (%5-10)
defibrine kan yavasca karigtirilarak ilave edilmistir (bu asamada besiyerinin
koplrmemesine dikkat edilmelidir).
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3.1.3.4. Bradford Reagent

Bilesimi

Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg
%95’lik Etanol 50 mL
%85’lik Fosforik asit (ortofosforik asit) 100 mL

Hazirlamisi: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL %95’lik
etanole eklenmis ve karistirilmistir. 100 mL %85’lik fosforik asit yavasca eklenmis
ve distile suyla son hacim 1 L’ye tamamlanmistir. Whatman No.1 filtre kagid: ile
filtre edilmistir. Hazirlanan sollisyon oda sicakhiginda 1 ay, 4°C’de 3 ay koyu

renkli sisede saklanabilir (Gallagher ve Wiley, 2008).

3.1.4. SDS-PAGE Isleminde Kullanilan Soliisyonlar
3.1.4.1. Solusyon-A (Akrilamid Stok Soltsyonu)

Bilesimi g/100mL
Acrylamide 29.2
Bis-acrylamide 0.8

Akrilamid ve bisakrilamid 50 mL distile suda (dH,0) tamamen ¢ozuniinceye
kadar magnetik karistiricida karistiritlmistir. Son hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.
Cozelti +4 °C’de aylarca saklanabilir (Bollag ve ark, 1996).

Not: Polimerize olmamus akrilamid deriyi irrite eder ve norotoksik
Ozelliktedir. Buharzn:n solunmamas: gerekir, geker ocakta ve eldivenle calismak

gerekir.
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3.1.4.2. Soluisyon-B (4X Separating Jel Tamponu)
Ayirict jelin hazirlanmasinda tampon ¢ozelti olarak kullanidmistir (Bollag ve
ark, 1996).

Bilesimi mL/100mL (v/v)
2M Tris-HCI (pH = 8.8) 75 (1.5 M)

%10 SDS 4 (%0.4)

H,0 21

Bu ¢ozelti buzdolab:nda aylarca stabil kalabilir.
Not: Native jel uygulamalar:nda SDS kullan:zimad:g: igin distile su 25 mL ilave edilir.

3.1.4.3. Soluisyon-C (4X Stacking Jel Tamponu)
Yigma jelinin hazirlanmasinda tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir (Bollag
ve ark, 1996).

Bilesimi mL/100mL (v/v)
1M Tris-HCI (pH = 6.8) 50 (0.5 M)

%10 SDS 4 (%0.4)

H,0 46

Bu ¢dzelti buzdolab:nda aylarca saklanabilir.

3.1.4.4. AMPS (%10 Amonyumpersulfat)

Polimerizasyon baslatici olarak kullanilmistir (Bollag ve ark, 1996).

Bilesimi g/100mL (w/v)
Amonyum perstilfat 10
Distile su 100 mL

Kapakl: renkli sisede buzdolabinda saklanmal: ve taze haz:rlanmal:dur.
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3.1.4.5. Elektroforez Tamponu
SDS-PAGE analizinde yiritme tamponu olarak kullanilmistir (Bollag ve
ark, 1996).

Bilesimi g/L (wiv)

Tris 3 (25 mM)
Glycine 14.4 (192 mM)
SDS 1(%0.1)

H,O 1000 mL

pH=8.3, oda sicakl:g:nda stabil degildir.
Not: Bu cozelti calisma ¢ozeltisidir, 10X konsantrasyonlarda haz:rlayarak, kullan:lacag:
zaman suland:rmak, ¢tzeltinin kontaminasyonunu engellemek ac:s:ndan énerilmektedir.

3.1.4.6. Ornek Tamponu (1X Sample Buffer)
SDS-PAGE analizinde proteinin solubilizasyonu igin kullanilmistir (Zhang
ve ark, 2009).

Bilesimi

62.5 mM Tris-HCI (pH=6.8)
%2 SDS

%5 2-mercaptoethanol

%10 Glycerol

90.002 Bromophenol Blue

Haz:rland:ktan sonra otoklavda steril edilerek +4 °C’de birka¢ hafta, -20 °C’de birka¢ ay
saklanabilir.

3.1.4.7. TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene-ethylenediamine)

Polimerizasyonun gerceklesmesi icin katalizoér olarak kullaniimustir.

43



3. MATERYAL VE METOD Deniz TANRISEVER

3.1.4.8. SDS-PAGE Boyama Solusyonu (Coomassie Brillant Blue-CBB R-250)
Elektroforezden sonra protein bantlarinin boyanarak gorunir hale gelmesini

saglamak igin kullanilmistir (Bollag ve ark, 1996).

Bilesimi mL/1000 mL (v/v)
Coomassie Brillant Blue R-250 1lg
Methanol 450
Glacial Acetic Acid 100
H,O 450

Boya metanolde iyice ¢ozlldikten sonra filtre edilerek asetik asit ve su ilave edilir.
Agzi kapakl: amber sisede saklanmal:dur.

3.1.4.9. Jelden Boyayr Geri Alma (Destaining) Soltsyonu
Jelde ayrilmis protein bantlarinin net goériinebilmesi icin boya fazlasim

uzaklastirmak amaciyla kullanilmistir (Bollag ve ark, 1996).

Bilesimi mL/1000 mL (v/v)
Methanol 100
Glacial Acetic Acid 100
H.0O 800

Soluisyonun rengi mavi oluncaya kadar kullan:labilir.

3.1.4.10. istenilen Konsantrasyonda (%X) Ayirici Jelin Hazirlanmasi

Sol-A ve Sol-B ayri ayrn hazirlandiktan sonra, verilen miktarlarda
karistirtlmigtir, degaz isleminden sonra AMPS ve TEMED ilave edilmistir (Bollag
ve ark, 1996).
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Bilesimi

Solusyon-A x/3 mL
Soliisyon-B 2.5mL
H,0 7.5 mL

Degaz isleminden sonra; (vakum pompast ile 5 dk. ¢oziinmils O, ¢ozeltiden uzaklagtirzlir)

%10 Amonyum persiilfat 50 pL
TEMED 5 L (eger x<%8 —»10 pL)

3.1.4.11. Protein Marker (Promega, V849A, MW: 225-10 kDa)

SDS-PAGE analizinde &rneklerin molekiler agirhginin  saptanabilmesi
amaciyla standart protein olarak kullanilmustir. Protein marker; 225, 150, 100, 75,
50, 35, 25, 15, 10 kDa boyutlarindaki proteinleri ihtiva etmektedir.

3.1.5. Ekipmanlar

Kaba Filtre Kagidi (Whatman No. 1), 0,2 um Steril Enjektor Tipi Filtre,
Liyofilizator, Calkalamal: inkiibatér, Ultra Turrax-T25, Sonikatoér (Bandelin
Sonopuls HD 2070 Ultrasonik Homojenizatér), Havan, Ogiitiicii, Magnetik Stirrer,
Pastor Firini, Isik Mikroskobu (Olympus Cx 21), pH Metre.

3.2. Metod

Laboratuvar kiltlir koleksiyonumuzda bulunan, Adana atmosferinden izole
edilmis, Cladosporium ve Alternaria olarak tanilanmis mantar suslarina ait stok
kilturlerden PDA besiyerine ekim yapilarak 14 giin 25°C’de inkibe edilmistir.
PDA besiyerinde canlandirilan sporlardan tek koloni elde etmek (zere bir miktar
kazima yapilarak 1 mL saf su igerisine eklenmis ve buradan 200 pL tekrar PDA
besiyerine inokile edilerek yayma yapilmis ve 14 giin 25°C’de inkibasyona
brrakilmigtir (Bensch ve ark, 2015). Tek dusmis koloniler secilerek PDA

besiyerine inokile edilmis ve 14 gin sireyle 25°C’de inkilbasyona birakilmastir.
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Bu sekilde ¢ogaltilan koloni 500 mL Czapek Dox sivi besiyerine inokile edilerek
14 giin sire ile calkalamali inkiibatorde 25°C’de Uretilmistir. Bu sure sonunda elde
edilen miseller 6500 rpm’de +4°C’de santrifiij edilerek c¢oktirtlmistir. Miseller,
santrif(ij tUplerinin dibine tam yapismadig igin bir kez de kaba filtre kagidindan
stizilerek tamami toplanmigtir. Toplanan miseller filtre kagidindan yapilmis kese

icerisinde agz1 kapatilarak 30°C’de 1 gece kurumaya birakilmstir (Levac, 2011).

3.2.1. Cladosporium ve Alternaria Suslarindan Mantar Ekstraktlarinin
Hazirlanmasi

Kurutularak suyundan uzaklastirilan ornekler sivi azot ile dondurularak
havanda ezilmis, 6gltucuden gegcirilerek daha kiguk pargalara ayrilmistir. Daha
ileri parcalama icin, elde edilen miseller énce homojenizatér (Ultra Turrax-T25) ile
20500 devir/dk’da, daha sonra sonikatdr (Bandelin Sonopuls HD 2070 Ultrasonik
Homojenizator) ile 30’ar dk’hik 2 tekrar gergeklestirerek pargalanmistir. Daha
sonra tam parcalanmayan ornekler dondur-¢oz (freze & thaw) uygulamas: ile
homojenize edilmistir (Skora ve ark, 2015).

Freeze & Thaw Yontemi:

- Ornekler -80°C’de 3 dk dondurulmustur,
- Hizlica 42°C’de ¢Ozulmustdr,
- Nazikee vortekslenmistir,

- Bu asamalar toplam 4 defa tekrarlanmistir.

Ornekler kaba filtreden suiziiliip 0,2 um enjektor tipi filtre ile steril edilmis
ve liyofilizasyona hazirlik amaciyla 250 mL’lik erlenlere 100 mL olacak sekilde
eklenerek -20°C’de dondurulmustur. Dondurulan o6rnekler 24 saat sire ile
Liyofilizatorde liyofilize edilmistir. Alerji testleri igin kullanilincaya kadar +4°C’de

saklanmustir.
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Liyofilizasyon:  Su, hicreler icerisindeki biyokimyasal aktiviteleri
destekleyen evrensel bir ¢ozlcldur. Bu ozelligiyle canlilik islemleri ve metabolik
aktivitelerin kesintisiz devam etmesinden sorumludur. Su yoklugunda hayat diye
tammladigimiz dongl durmaktadir. Dolayisiyla su hayati bir éneme sahiptir. Ote
yandan su, depolanmis drinlerin bozulmasinda da énemli bir rol oynamaktadir.
Ozellikle bozulma ve ¢lrime organizmalarin ¢ogalmas: ve otoliz streci icin de
gereken ortami saglamaktadir. Bu nedenle cabuk bozulmaya meyilli Griinlerin
dayaniklihiginin — arttirllmas:  i¢cin - bu  Grlnlerden  suyun uzaklastiriimasi
gerekmektedir.

Liyofilizasyon kisaca, yiyecek ve biyolojik Grtnlerin bozulmadan kalmasini
saglamak ve oda sicaklhiginda daha kolay depolayabilmek amaciyla bu driinlerden
suyun uzaklastirilmas: surecidir. Daha teknik olarak ifade etmek gerekirse;
azaltilmig  basing  (vakum) altinda  dondurulan  soliisyonlardan  suyun

uzaklastirilmas: prensibine dayanan bir kurutma yontemidir (Ergtin, 2015).

Sivi Dnnmjmlmus Kurutma Kuru Depolama
Sekil 3.1. Liyofilizasyon asamalari

3.2.2. Ekstraktlarin Protein Miktarimin Saptanmasi

Total hiicre ekstraksiyonu hazirlanan mantar orneklerinin protein miktar
Bradford Yontemi ile tayin edilmistir. Bunun igin; liyofilize 6rnekler 0,5 g tartilip
10 mL SF’de ¢oOzilmus, filtre edilmis ve 0,2 um enjektor tipi filtre ile steril

edilerek protein tayinine hazir hale getirilmistir.
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Bradford yontemine gore standart protein egrisi olusturmak icin 0,1 mg/mL
Bovine serum albiimin (BSA) cozeltisinden son konsantrasyonlart 5 pg/mL, 10
pug/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmustir.
Bu amacla;

10 mg BSA 10 mL suda ¢ozilmistir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip 9 mL su
ilave edilerek stok BSA ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Stok ¢ozelti uygun oranlarda distile su ile karigtirilarak, standart grafik icin
ornekler hazirlanmstir (Cizelge 3.1.)

1 mL o6rnek ve 1 mL Coomassie protein ayiraci (Bradford ¢ozeltisi) deney
tlpune alinarak oda sicakhiginda 2 dk inkibe edilmistir.

Standartlar, kore (protein ¢Ozeltisi yerine 1 mL distile su konularak
hazirlanmistir) karst ODsgs nm’de spektrofotometrede (HITACHI-UH5300)
Olgllmistur. Cikan absorbans degerleri ve konsantrasyon degerleri ile XY dagilim
grafigi (Sekil 3.1.) cizilerek R? degeri belirlenmistir (Gallagher ve Wiley, 2008).

Cizelge 3.1. BSA Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Blank Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3 | Ornek 4 | Ornek 5
(Kor)

dH,O (mL) 2 1.9 1.8 1.7 1.6 15

BSA Stok | O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
¢ozeltisi (mL)

Hazirlanan 5 10 15 20 25
¢cozeltinin
konsantrasyonu
(Hg/mL)

(3 paralel ¢ahsildig: icin bu miktarlar 2 katina ¢ikarilip son hacim 4 mL olacak sekilde
hazirlanmagtir).
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Sekil 3.2. Standart Protein Egrisi

Standart protein egrisi cizildikten sonra mantar Orneklerindeki protein
miktarlarini belirlemek igin yukaridaki metod uygulanmis ve elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamas: alinarak standart egride ¢ikan formdle yerlestirilip protein

miktarlar: hesaplanmistir. Olgtimler 3’1u tekrarlar seklinde yapilmstir.

3.2.3. Kolon Kromatografisi

Bu cahsmada kullanilan  Cladosporium  herbarum, Cladosporium
cladosporioides ve Alternaria alternata olarak tamimlanmis  suslarin
fraksiyonlanmasi amaciyla her biri igin ayri ayr1 kolon kromatografisi yapilmstir.

Bu amacla “Sephadex G-100" kolonu kullanilmistir.

3.2.3.1. Sephadex G-100 Kolonu’nun Hazirlanmasi

5 g Sephadex 50 mL Sodyum Fosfat tamponunda (pH 7.0) bir gece sismesi
icin bekletilmistir. Bu siire sonunda 10 mL’lik enjektorin éncelikle taban kismina
filtre kagid1 konulup, Gzerine bir miktar sizmayi 6nlemesi icin cam yini konulmus
ve jel yavasca damlalikla ilave edilmistir. Doldurma islemi tamamlanip jel
donunca ilk etapta jeli dengelemek amaciyla 50 mL kadar tampon kolondan
gecirilmistir.
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3.2.3.2. Fraksiyonlama

Kolon hazir hale geldikten sonra her bir érnek 0,5 g tartilhip 10 mL SF’de
cozullp, kaba filtreden slzllerek, 0,2 pm c¢apli enjektor tipi filtre ile steril
edildikten sonra 500 pl 6rnek kolondan gecirilmis ve 5 mL’lik fraksiyonlar
toplanmustur.

Bu sekilde 7 tup toplanmis ve tliplerdeki protein diizeyini saptamak amaciyla
280 nm’de spektrofotometrede protein miktarlari absorbans olarak 6lculmustir
(Assis ve ark, 2007).

Kromatografi ile 10 dk’lik surelerde ayrilan her bir fraksiyon icin Bradford

yoéntemi ile protein miktar: tayini yapilmustir.

3.2.4. SDS-PAGE Elektroforezi ile Molekiler Agirhgin Belirlenmesi
Orneklerin ve fraksiyonlarin molekiler agirliklarim saptamak amaciyla
%10’luk jel hazirlanarak SDS-PAGE uygulamas: yapilmistir (Rida ve ark, 2010).

3.2.4.1. Ayirici Jelin Hazirlanmasi (%10)

Sol A (6.5 mL), Sol B (5 mL) ve distile su (7.2 mL) karistirilmis, molekuler
oksijenin uzaklastirrlmas: icin 5 dk vakum pompasi ile degaz islemi
gerceklestirilmistir. Degaz isleminden sonra karisima 20 uL TEMED ve 66 pL
AMPS ilave edilmistir.

Karigim onceden hazirlanmis cam plakalar arasina dokalmastar. Jelin (st
yuzeyi, atmosferik oksijenin difiizyonunu engellemek ve diizgiin bir yizey elde
etmek amaciyla, ince bir su tabakasiyla kapatilmis ve jel oda sicakhginda

polimerizasyona birakilmistir (Bollag ve Edelstein, 1991).

3.2.4.2. Yigma Jelin Hazirlanmasi (%65)
Yigma jelin hazirlanmas: igin 1.5 mL Sol A, 2.25 mL Sol C ve 5.25 mL
distile su karistirilip degaz islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra karisima 35 pL

AMPS ve 15 pL TEMED eklenerek ayirma jelinin (zerine dokulmistir.
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Dengeleme jeli dokdldukten sonra tarak yerlestirilip oda sicakliginda

polimerizasyon islemi gerceklestirilmistir (Bollag ve Edelstein, 1991).

3.2.4.3. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Yriitilmesi

Polimerizasyondan sonra jelde olusan kuyucuklara ornek yikleme
tamponuyla karistirilmis 60 pL 6rnek yuklenmistir. Analiz edilen 6rnekteki protein
yapilarimin molekiler agirliklarimin saptanmasi igin kuyucuklardan birine 10 pl
marker protein yiklenmistir (Promega, V849A).

Jele 25 mA akim uygulanarak yirutiilmustiir. izleme boyasi ayirici jelin bitis

noktasina ulasmadan elektroforez islemi sonlandirilmstir (Tanrisever, 2011).

3.2.4.4. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel cam plakalar arasindan
cikarilarak boyama (staining) soliisyonu ile 2 saat boyanmustir.

Bu siire sonunda, jele baglanmis boyanin uzaklastiriimast icgin jel birkac kez
distile sudan gecirildikten sonra 1 gece boyunca destaining soliisyonunda
bekletilmistir. Seffaflasmis jel, bantlarin daha net goriinmesi icin %21'lik gliserol

cozeltisine konulmustur (Tanrisever, 2011).

3.2.5. Deri Delme Testinde Kullanilan Test Materyalinin Hazirlanmasi

Dogal izolat olan 3 kuf susundan Uretilen total ekstraksiyonlar ve bunlarin
Sephadex kolon ile ayrilan fraksiyonlarinin protein icerikleri Bradford yontemi ile
saptanmistir.

Hem total ekstraksiyonlar hem de 5’er mL’lik Sephadex kolondan gecirilmis
fraksiyonlar Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji ve Alerji
Hastaliklar1 Bilim Dali Kliniginde standart alerjenlere paralel olarak kuf alerji
tanis1 konulmus bireylere uygulanmustir.

Liyofilize 6rnekler 0,5 g tartilip 10 mL SF’de ¢6zilmds, filtre edilmis ve 0,2

um enjektor tipi filtre ile steril edilmistir. Toplanan fraksiyonlar da filtre ile steril
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edilerek orneklerin tamami 2’ser mL olacak sekilde ayri ayri eppendorflara
alinmigtir.

Hazirlanan test materyallerinin mikrobiyal kontaminasyonlardan korunmasi
amaciyla %20 oraninda Gliserol-Fenol karisimi (fenol konsantrasyonu %0,4)
eklenmistir.

Gliserol-Fenol Kansimimn Hazirlanmasi: Oncelike kristal formdaki
fenol, su banyosunda 80°C’de sivilastirilmistir. Gliserol-Fenol karigimi 98:2 (v/v)
oraninda hazirlandiktan sonra, 2 mL test materyaline 500 pl eklenmistir (Plunkett,
2008). Bu sekilde hazirlanmig test materyalinin raf 6mri, +4°C’de saklandiginda,
oda sicakhginda saklananlara gore etkinligini kaybetmeden uzamaktadir ve
yaklasik 18 ay kullanilabilmektedir (Adkinson ve ark, 2009).

Alerji Poliklinigine gdnderilmeden dnce her bir 6rnek kanli agara ekilmis ve
sterilite kontrolleri yapilmistir (Al-Suwaini ve ark, 2001).

Bu calismaya dahil edilen bireylerden hasta onam formu alinmis ve ¢alisma

icin etik kurul onay: alinmustr.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Cladosporium ve Alternaria Suslarindan Kuf Ekstraktlarinin
Hazirlanmasi

Cladoporium cladosporioides, Cladosporium herbarum ve Alternaria
alternata olarak tanimlanmis kuf suslari 6ncelikle PDA kati besiyerinde tek koloni
disecek sekilde (Sekil 4.1.) Uretilmistir. PDA’da saf kiltir elde edildikten sonra
her bir sus Czapek Dox sivi besiyerinde (Sekil 4.2.) 25°C’de 14 giun slreyle
uretilmistir. Elde edilen miseller filtre kagid:i ile toplanarak (Sekil 4.3.) 1 gece
kurutulup sivi azot ile dondurup havanda ezme (Sekil 4.4.), ultra turrax ve
sonikator ile parcalama (Sekil 4.5.), dondur-¢6z (freze & thaw) uygulamalarina
tabi tutulmustur. Bu islemler sonunda elde edilen ekstrakt 1 gece -20°C’de
dondurulmus ve liyofilizatorde 0,0010 mbar basing altinda, -82°C’de, 24 saat
liyofilize edilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.1. C. cladosporioides, C. herbarum ve A. alternata PDA’daki Koloni
Morfolojileri
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Sekil 4.3. A. Kiflerin Filtrasyon Sonrasi1 Gorlntist, B. Filtrasyonla Toplanan
Misellerin Kurutulmus Hali
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Sekil 4.4. Sivi Azot Tanki ve Sivi Azot ile Parcalanmis Toz Haldeki Kiif Ornegi

Sekil 4.5. Ultra Turrax ve Sonikatér ile Parcalama Islemi
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. —
Sekil 4.6. Liyofilizasyon Uygulamas: (0,0010 mbar Basing Altinda, -82°C’de, 24
Saat)

Al-Suwaini ve ark (2001), Riyad atmosferinden izole ettikleri Cladosporium
ve Alternaria olarak tanimladiklar: drnekleri 250 mL Czapek Dox sivi besiyerine
ekmis ve oda sicakliginda fungusun tremesine bagl olarak 3-10 hafta inkiibasyona
birakmuslardr.

Ozmay (2007), ECO MASS 100 Mikrobiyal Hava izleme Sistemi ile Rose
Bengal Streptomycine Agar’a oOrnekleme yapmis ve 25-27°C’de 7-14 gin
inkilbasyona birakmislardir. Ureyen koloniler PDA besiyerine inokiile edilerek 14
gln 25-27°C’de inkilbe edilmistir. Buradan da identifikasyon amaciyla Malt
Ekstrakt Agar (MEA), Czapek Dox Agar (CZ), Patates Dextroz Agar (PDA)
besiyerlerine inokile edilerek 7 gin 25-27°C’de inklibasyona birakilmistir.
Inkilbasyondan sonra koloni morfolojisini mikroskobik incelemelere gore
tanilamaglardir.

Pose ve ark (2009; 2010), sentetik bir besiyerinde sicakhigin A. alternata’nin

cimlenmesi ve Uremesi Uzerindeki etkisini incelemiglerdir. En kisa ¢imlenme
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siresini 21-35°C'de, en hizli Greme oranin ise 21°C'de kaydetmislerdir. 6-15°C'de
hicbir gelisme veya ¢imlenme gozlememislerdir. 6°C'de tireme hizlarinda belirgin
bir azalma oldugunu saptamislardr.

Akdag (2010), Cladosporium herbarum, Cladosporium oxysporum,
Alternaria tenuissima, Alternaria pluriseptata, Alternaria alternata olarak
tanimlanmis 5 kif susunu PDA besiyerine ekerek 14 giin 25-27 °C’de inkibe
etmislerdir. Daha sonra, 250 mL Czapex Dox siv1 besiyerine inokiile ederek 14 giin
stre ile 25-27 °C’de Shaker’da uUretmislerdir. Bu sire sonunda elde ettikleri
miselleri 6500 rpm’de, +4 °C’de santrifuj ederek ¢okturmuslerdir. Cokeltiyi 6nce
homojenizatér ile (Ultra-Turrax T25), sonra sivi azot ile (dondurup-ezme)
parcalamig, tam parcalanmayan partikilleri Sonikator (Bandelin Sonopuls HD
2070 ultrasonik homojenizatér) yardimi ile homojenize etmisler ve diyaliz
tiplerine alarak 48 saat siire ile distile suya karsi +4 °C’de diyaliz etmislerdir.
Diyaliz sonucunda filtrasyonla (0.2 um, Sartorius) sterilizasyon islemi
gerceklestirmislerdir. Batun ekstraktlar: liyofilizasyondan dnce enjektor tipi filtre
(0.2 pm, Sartorius) ile 2. kez steril etmisler ve Ornekleri 24 saat sire ile
Liyofilizatorde liyofilize etmislerdir.

Skoéra ve ark (2015), Alt a 1 alerjen proteinini Uretmek icin hava kaynakl
Alternaria lini susu ile Alternaria alternata ATCC 6663 hazir susunu
karsilagtirmiglardir. Bu amacla kiifler Czapek sivi besiyerinde (Difco), ve mineral
MO besiyerinde (glukoz 5 g, MgSO, x 7H,O 5 g, (NH,),SO, 3 g, KH,PO,4 1 g,
maya 10 g, distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir, pH 7.0) 27 + 2°C’de 24 gin
inklibe etmislerdir. Ekstraksiyon amaciyla; 0,22 um por ¢aph filtre ile filtrasyon,
homojenizatér (BioGen PRO 200; PROScientific, Oxford, CT, USA) ile 35,000
rpm’de 4 dk homojenizasyon, 0,22 um por capl filtre ile yeniden filtrasyon, tekrar
homojenizasyon, standart Whatman filtre kagidi ile filtrasyon, ultrafiltrasyon ile

diyaliz (Pellicon system, Millipore) asamalarini gerceklestirmislerdir.
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4.2. Liyofilize Orneklerin Deneysel Asamalarda Kullanilmak Uzere
Hazirlanmasi

Liyofilize 6rneklerden 0,5 g tartilip, 10 mL serum fizyolojik (SF) igerisinde
cozlinmustir. Kaba filtre kagidi (Whatman No. 1) ile sizilmisttr. Son olarak 0,2
pum capli enjektor tipi filtre ile steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir
(Sekil 4.7.).

Liyofilize 6rnek 10 mL SF Whatman No. 1

B

0,2 um enjektor tipi filtre
Sekil 4.7. Liyofilize Orneklerin Deneylerde Kullaniimak Uzere Hazirlanmas:
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4.3. Alerjenlerin Protein Miktarimin Saptanmasi

Alerjenlerin protein miktar: Bradford yoéntemi ile tayin edilmistir. 0,5 g
liyofilize ©rnek tartilarak 10 mL SF icerisinde karigtirihp, sirasiyla filtre
kagidindan ve 0,2 pm enjektor tipi filtreden gecirildikten sonra protein tayini
yapilmigtir. 1 mL 6rnek ve 1 mL Bradford ¢6zeltisi karistirilarak oda sicaklhiginda 2
dk inklbe edildikten sonra spektrofotometrede (HITACHI-UH5300) ODsgs nm’de
absorbans degerleri olgllmistar.

BSA standart protein egrisi cizildikten sonra elde edilen formilde
(y=0,0231x) “y” vyerine OD,, absorbans degeri konularak “x” yani protein

konsantrasyonu bulunmustur (Sekil 4.8.).

0,7
y = 0,0231x
0,6 R? = 0,9957
o 0.5
S 04
g0
@ 0,3 ,..

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (pg/mL)
Sekil 4.8. Standart Protein Egrisi

Buna gore 6rneklerin protein miktarr;

@ Cladosporium cladosporioides i¢in; 0,84 mg/mL
@ Cladosporium herbarum igin; 1,826 mg/mL
@ Alternaria alternata icin; 2,883 mg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9.)
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Bradford Metodu (mg/mL)

Sekil 4.9. Orneklerin Protein Miktar:

Klinikte kullanilan standart alerjenlerden (Allergopharma) de protein miktar:

tayini yapilmis ve sonugclar;

@ Cladosporium herbarum icin: 3,3 pg/mL
@ Alternaria alternata icin: 46,7 ug/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.10.)

Bradford Metodu /mL
(Mg/mL) 46,7

Sekil 4.10. Standartlarin Protein Miktar:

Al-Suwaini ve ark (2001), Riyad atmosferinden izole ettikleri funguslardan

hazirladiklar: ekstraktlardan COBAS-BIO teknigi ile protein miktar:1 tayini
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yapmiglardir.  Buna gore; Cladosporium’un protein igergini 0,9 mg/mL,
Alternaria’nin protein icerigini 1,9 mg/mL olarak saptamislardar.

Esch (2004), farkli dretici firmalarin standart alerjenleri ile yaptigi
arastirmada her bir firmanin hazirladig: antijenin igerigindeki Alternaria alternata
protein miktarim sirasiyla; Greer ic¢in 1,85 pg/mL, Hollister-Stier icin 2,75 pg/mL,
ALK-Abello icin 0,04 pg/mL, Allergy Labs i¢in 0,05 pg/mL, Allermed igin 0,05
pg/mL, Nelco Labs icin 2,04 pg/mL, Antigen Labs icin 0,09 pg/mL olarak
bildirmistir.

Kespohl ve ark (2016), farkl: firmalarin Uretmis oldugu alerjenlerin antijen
icerigini Cladosporium herbarum ve Alternaria alternata icin sirasiyla;
Allergopharma; 8 pg/mL ve 124 pug/mL, ALK-Abello; 20 pg/mL ve 79 pg/mL,
Lofarma; 13 pg/mL ve 2 pg/mL olarak saptamiglardir. HAL firmasina ait
Alternaria alternata’nin protein icerigini ise 8 pg/mL olarak saptamiglardir.

Akdag (2010), total ekstraksiyon ile Qrettigi test materyallerinin protein
miktarini; Cladosporium herbarum igin 1,57 mg/mL, Cladosporium oxysporum
icin 2,60 mg/mL, Alternaria tenuissima igin 2,44 mg/mL, Alternaria pluriseptata
icin 1,96 mg/mL, Alternaria alternata icin 2,46 mg/mL, bitin suslarin
karistmindan hazirladigi Mix igin 3,01 mg/mL olarak saptamistir. Klinikte
kullanilan standart alerjenler igin de protein miktar: tayini yapmis ve Alternaria
standardint 20,6 mg/mL, Cladosporium standardini 15,2 mg/mL, Mix 1 alerjenini
29,1 mg/mL, Mix 2 alerjenini 35,9 mg/mL olarak bulmustur.

Bu arastirmada elde edilen protein miktarlar1 s6z konusu literatir sonuclar
ile yaklagik degerlerde olup Uretilen ekstraktlarin test materyali olarak etkin
kullanilabileceginin gostergesidir.

Alerjenlerin standardizasyonu 6zellikle mikroorganizma temelli ¢calismalarda
son derece zordur. Cunkd her bir Uretim asamasinda tim kosullar: ve inokilasyon
miktarini sabit tutmak, Uretimde standart oranda protein elde edilmesini mimkiin
kilamamaktadir (Adkinson ve ark, 2009).

61



4. BULGULAR VE TARTISMA Deniz TANRISEVER

4.4. Kolon Kromatografisi

Bu amagla hazirladigimiz Sephadex G-100 kolonundan (Sekil 4.11.) 3 6rnek
sirasiyla gegirilmistir. Ornekler 0,5 g tartihp 10 mL SF’de ¢oziiliip, kaba filtreden
ve 0,2 um enjektor tipi filtreden gegirilip hazir hale getirilmistir. Her bir 6rnek igin
5%er mL’lik fraksiyonlar toplam 7 tlpte toplanmis ve 280 nm’de
spektrofotometrede protein miktarlari absorbans olarak 6lculmustur. Boylece kag

tipln protein icerdigi saptanmustir.

.
[]
L

L m im %]

Sekil 4.11. Sephadex G-100 Kolon Kromatografisi

Cizelge 4.1., 4.2. ve 4.3.’te sirastyla Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium herbarum ve Alternaria alternata igin fraksiyonlama sonuglar

verilmistir.
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Cizelge 4.1. C. cladosporioides Fraksiyon Sonuglari

C.c1lno’lutup 0.027
(5mL)
C.c 2no’lu tup
(5mL) 0,090
C.c3no’'lu tup
GmL) 0,043
C.c4no’lu tup 0,004
(5mL)
C.c5no’lu tup -
(5mL) 0
C.c 6 no’lu tup
(5mL) 0
C.c 7no’lu tup 0
(5mL)

Cizelge 4.2. C. herbarum Fraksiyon Sonuglari
C.h 1 no’lu tup

4 fraksiyonda protein
oldugunu gosterir.

4 fraksiyonda protein
oldugunu gosterir.

0,060
(5mL)
C.h 2 no’lu tip
0,174
(5mL)
C.h 3 no’lu tup
0,036
(5mL)
C.h 4 no’lu tup
0,002
(5mL)
C.h 5n0’lu tlip 0 -
(5mL)
C.h 6 no’lu tip ;
(5mL)
C.h 7 no’lu tap 0
(5mL)
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Cizelge 4.3. A. alternata Fraksiyon Sonuglar

A.a1lno’'lutip 0.108
(5mL)
A.a 2no’'lu tip
I 0,540
A.a3no’lutip 0.326 | 5fraksiyonda protein
(5mL) oldugunu gosterir.
A.a 4 no’'lu tip
5l 0,021
A.a5no’lu tip 0,021
(5mL)
A.a 6 no’'lu tip 4
(5mL) 0
A.a7no’lu tup
(5mL) ¢

Assis ve ark (2007), yaptiklari calismada Malpighia glabra’dan izole
ettikleri pektinmetilesteraz (PME)’1 saflagtirmak icin Sephadex G-100 kolonu
kullanmislardir. Oncelikle Borat-Asetat tamponu ile dengelenmis Sephadex G-100
kolonuna 6rnekleri yuklemislerdir ve 4 mL’lik fraksiyonlar toplayarak PME

aktivitesine bakmiglardir.

4.5. Fraksiyonlann Protein Miktarinin Saptanmasi

10 mL SF’de 0,5 g c¢oOzilen liyofilize 6rnekler kaba filtre kagidindan
stztlmis ve ardindan 0,2 um enjektor tipi filtre ile steril edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan 6rneklerin protein miktar:t Bradford yontemi ile saptanmistir (Sekil
4.12.)
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Fraksiyonlarin protein icerigi pg/mL
Bradford Metodu

723,8 716,8

563,6

. 508,2 507,2
4648 470 472,6 5(_)0 2

130
J 692

43,2

w

O = = = = . L . = L 2
C.c-1 C.c-2 Cc-3 Cc4 Ch-1 Ch-2 Ch-3 Ch-4 Aa-l Aa-2 Aa-3 Aa4 Aab

Sekil 4.12. Fraksiyonlarin Protein Miktar: (ug/mL)

Fraksiyonlarin protein miktarina bakildiginda; C.c-1’in 257 pg/mL, C.c-
2’nin 130 pg/mL, C.c-3’Un 69,2 pg/mL, C.c-4’ln 43,2 pg/mL, C.h-1’in 563,6
pg/mL, C.h-2’nin 464,8 pug/mL, C.h-3’ln 470 pg/mL, C.h-4’lin 508,2 pg/mL, A.a-
1’in 723,8 pg/mL, A.a-2’nin 716,8 pug/mL, A.a-3’(n 472,6 pg/mL, A.a-4’(in 500
pg/mL, A.a-5’in 507,2 pg/mL olarak bulunmustur.

4.6. SDS-PAGE Elektroforezi ile Molekuler Agirhigin Belirlenmesi

Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarum, Alternaria
alternata Orneklerinin ve bunlarin fraksiyonlarinin  molekiler agirhiklarin
saptamak  amaciyla SDS-PAGE  analizi  %10’luk  akrilamid  jelde
gerceklestirilmistir. Tim Orneklere ait bantlar marker protein (Promega, V849A,
225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15, 10 kDa) ile kiyaslanarak molekdler agirliklar:
hesaplanmistir (Sekil 4.15., 4.16, 4.17.).

Sonuglara gore Cladosporium cladosporioides’e ait 11, Cladosporium

herbarum’a ait 8, Alternaria alternata’ya ait 10 farkli molekiler buylkluge sahip
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bant oldugu saptanmustir (Sekil 4.13.). Fraksiyonlarin molekiler agirhiklart Sekil

4.14.’te gorulmektedir.

SDS-PAGE (kDa)

156

Sekil 4.13. C. cladosporioides, C. herbarum ve A. alternata’nin SDS-PAGE
Sonucu Molekiler Agirliklart

Total test materyallerinin molekuler agirliklarina bakildiginda; C.c érneginin
147, 112, 110, 82, 76, 68, 62, 50, 24, 13 ve 10 kDa agirhgindall banda, C.h
orneginin 156, 128, 80, 75, 71, 67, 34 ve 17 kDa agirliginda 8 banda, A.a 6rneginin
123, 107, 84, 73, 67, 60, 54, 50, 25 ve 14 kDa agirliginda 10 banda sahip oldugu

goralmastar.
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Fraksiyonlarin SDS-PAGE Analizi
(kDa)

80 8 80 80 8 80 80 80
T2 T TR TN 14— 74— 14

67 67 67 67 67 67 67 67
62 62 62 62 :
b7 57 BT 57

Ccl Cc2 Cc3 Cc4 Chl Ch2 Ch3 Ch4 Aal Aa2 Aa3 Aa4 Aab

Sekil 4.14. C. cladosporioides, C. herbarum ve A. alternata’min Fraksiyonlarinin
SDS-PAGE Sonucu Molekiler Agirhiklar:

Fraksiyonlarin molekiler agirliklarina bakildiginda; C.c-1, C.c-2, C.c-3 ve
C.c-4 orneklerinin 67, 62 ve 57 kDa agirhginda 3 banda, C.h-1, C.h-2, C.h-3 ve
C.h-4 orneklerinin 80 ve 72 kDa agirliginda 2 banda, A.a-1, A.a-2, A.a-3, Aa-4
orneklerinin 80, 74, 67 kDa agirhiginda 3 banda, A.a-5 orneginin 13 kDa

agirhginda 1 banda sahip oldugu bulunmustur.
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M Cc Cci Cc2 Ceca Ccd

25408 €<—
150 kD =——|

100 ks <

TEADA £—

%0 kDa e—
ISKDE £—

i“*n

25kDa
15kDa

10 kDa £&—

Sekil 4.15. C.cladosporioides’e Ait Jel Goruntusu

M Ch Ch1 Ch2 Ch3 Chd

225 kDa £—r

150 kDo <£——

100 kD £——

TEEDE e
50 kDa

X kDa

25 kDa

15kDa
10 kDa

Sekil 4.16. C. herbarum’a Ait Jel Goruntisi
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M Aa Aal Aa2 Aal  Aad Aas

235 kDva
150 kDa

123 kia
=107 kDa

100 kDa

TEkDa

5 Da - > ISkDe

1

15 1 :} 1dkDa
K v 13 kO

10 kDa 3 -

Ll -
Sekil 4.17. A. alternata’ya Ait Jel Goriintisu

Crameri (2015), yaptigi calismada Alternaria’min en temel alerjeni olan Alt a
1’in molekiler agirhigint 30 kDa olarak bulmus ve 16.4, 15.3 kDa’luk iki alt
uniteden olustugunu gostermistir.

Rid wve ark, (2010), izolasyonunu ve Karakterizasyonu yaptiklar
Cladosporium herbarum’un molekiiler agirligin 29.9 kDa olarak bulmuslardir.

Al-Suwaini ve ark (2001), Riyad atmosferinden izole ettikleri hava kaynakl
mantarlarin alerjen ve antijenik 6zellikleri Uzerine yaptiklari ¢calismada SDS-PAGE
elektroforezi sonucu Alternaria’nin  13-79 kDa araliginda bir ¢ok bant,
Cladosporium’un 34-79 kDa araliginda 4 bant verdigini saptamiglardr.

4.7. Kanh Agarda Sterilite Kontrol

Uretilen test materyallerinin mikroorganizma ile kontamine olmasi,
materyalin bozunmasina neden olacagi gibi, deri testinde uygulandiginda lokal
enfeksiyon riski de tasiyabilir. Bu nedenle test materyali kullanilmadan 6nce kanlh
agara ekilerek sterilite kontrol yapilmigtir.

Deri delme testinde kullaniimak (zere %0,4 fenol ihtiva edecek sekilde
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hazirlanmis test materyalleri Cukurova Universitesi Cocuk Immiinoloji ve Alerji
Hastaliklar1 Bilim Dali, Alerji Poliklinigi’ne gonderilmeden énce her biri Kanl
Agar’a ekilmis ve sterilite kontrolleri yapilmistir. Sekil 4.18.’de goéruldugi gibi
higbir drnekte Greme olmamustir.

Sekil 4.18. Tum drnekler icin Kanli Agar’da Sterilite Kontrol Sonuglar:

Al-Suwaini ve ark (2001), hazirladiklari mantar ekstraktlarint liyofilize
ettikten sonra 0,22 um filtre ile steril etmisler ve kanli agarda sterilite kontroll
yapmiglardir. Daha sonra her bir antijene %50 gliserin ekleyerek King Saud
Universitesi, King Khalid Hastanesi’nde deri testinde kullanmislardr.

Akdag (2010), hazirladig: liyofilize mantar ekstraktlarini alerji testlerinde
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kullanilmadan o©nce steril serum fizyolojik (%0.9 NaCl) igerisinde c¢ozerek

ornekleri kanl: agara ekip sterilite kontrollerini yapmustir.

4.8. Deri Delme Testi (Skin Prick Test)

3 kif susundan elde edilen total test materyalleri ve Sephadex kolondan
gecirilen 13 fraksiyon ornekleri 6zel damlalikli siselere alinmistir (Sekil 4.19.).
C.U. Tip Fakiiltesi Cocuk immiinoloji ve Alerji Hastaliklar: Bilim Dali Anabilim
Dali’nda kuf alerjisi tamsi almis hastalara klinikte kullanilan alerjenlere paralel
olarak uygulanmistir. Hastalarin en az bir hafta boyunca antihistaminik ilag
almamis olmalar1 gerekir. Aksi taktirde test hatali sonug¢ verebilir. Test bireylerin
on kol yizeyine uygulanmistir. Bu amagcla kolun én yuzi alkol ile temizlendikten
sonra 2-3 cm araliklarla 20 uL test materyali damlatilarak lanset yardimi ile deride
kanamaya neden olmadan ku¢ik delik agilmustir.

Test sonucunun degerlendirilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak histamin,
negatif kontrol olarak serum fizyolojik (SF) deriye uygulanmis, 15 dakika
bekledikten sonra deride meydana gelen kizariklik (hiperemi) ve kabariklik/sislik
(endurasyon) cetvel ile dlgulerek degerlendirme yapilmistir (Sekil 4.19.). Pozitif
kontrol icin deriye uygulanan histamin cevabina gore, bireylerde degerlendirme
yapilmistir (Rasool ve ark, 2013). Kaynaklara gére hiperemi ve kabariklik 2 mm ve
Uzeri oldugunda test sonucu pozitif olarak degerlendirilmektedir (Cizelge 4.4., 4.5.,
46.,4.7.,4.8.,4.9)).

Calismaya toplam 37 kuf alerjili hasta ve 20 kontrol grubu katilmistir.

Sekil 4.19. Hazirlanan Total Hiicre Ekstraktlar: ve Fraksiyonlari
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Sekil 4.20. Deri Testi Sonucu _Hastada Olusan EndUrasyon ve Hiperemi
Gorintdleri (2 Hasta Ornegi)
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Cizelge 4.4. Cladosporium cladosporioides Deri Testi Sonuglari (Kontrol Grubu)

Hasta | SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Cladosporium Cc Ccl Cc2 | Cc3 [ Cc4
1 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg | 20x30 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
2 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 15x25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
3 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 20x25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
4 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
5 Neg 2x2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg 8x10 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
6 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
7 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 35x45 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
8 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
9 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg | 20x25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
10 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
11 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 30x35 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
12 Neg 4Ax4 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 25x30 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
13 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
14 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 35x40 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
15 Neg 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 10x10 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
16 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 25x35 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
17 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
18 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
19 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 15x25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
20 Neg 4Ax4 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
Neg | 25x25 Neg Neg Neg Neg | Neg | Neg
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Cizelge 4.5. Cladosporium cladosporioides Deri Testi Sonuglar: (Hasta Grubu)

Hasta SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Cladosporium Cc Ccl Cc2 Cc3 [ Cc4
1 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x35 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
2 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
3 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 45x45 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
4 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
5 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 40x40 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
6 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x15 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
7 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
8 Neg 5x5 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 12x17 Neg Neg Neg Neg | Neg
9 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x18 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
10 Neg 4x4 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 7x10 Neg Neg Neg Neg | Neg
11 Neg 4x4 3x3 2X2 Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 20x22 3x3 Neg Neg Neg [ Neg
12 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 10x15 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
13 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
14 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
15 Neg 5x5 3x3 2x2 Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 22x30 12x17 3x3 Neg Neg Neg | Neg
16 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
17 Neg 5x5 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x30 11x15 Neg Neg Neg Neg [ Neg
18 Neg 3x3 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 10x10 Neg Neg Neg Neg | Neg
19 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
20 Neg 2x2 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
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Cizelge 4.5 Devami

Hasta SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Cladosporium Cc Ccl Cc2 Cc3 [ Cc4
21 Neg 5x5 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg
22 Neg 5x5 4x4 3x3 2X2 2X2 2x2 | Neg
Neg [ 30x30 20x20 17x15 | 10x10 [ 5x5 Neg | Neg
23 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
24 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
25 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
26 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x18 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
27 Neg 3x3 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 7x10 Neg Neg Neg Neg [ Neg
28 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 35x35 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
29 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
30 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x15 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
31 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x25 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
32 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
33 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x15 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
34 Neg 4x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 22x25 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
35 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x25 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
36 Neg 5x5 2x2 2x2 2x2 Neg Neg | Neg
Neg | 32x35 X7 3x3 Neg Neg Neg | Neg
37 Neg 5x5 4x4 2X2 2X2 Neg Neg | Neg
Neg [ 20x20 20x15 10x10 | Neg Neg Neg | Neg
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Cizelge 4.6. Cladosporium herbarum Deri Testi Sonuglar1 (Kontrol Grubu)

Hasta SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Cladosporium Ch Chl Ch2 | Ch3 [ Ch4
1 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
2 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x25 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
3 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x25 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
4 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
5 Neg 2x2 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 8x10 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
6 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
7 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 35x45 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
8 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
9 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x25 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
10 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
11 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x35 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
12 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
13 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
14 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 35x40 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
15 Neg 2x2 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 10x10 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
16 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x35 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
17 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
18 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
19 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 15x25 Neg Neg Neg Neg Neg [ Neg
20 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x25 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
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Cizelge 4.7. Cladosporium herbarum Deri Testi Sonuglar1 (Hasta Grubu)

Hasta SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Cladosporium | Ch Chl | Ch2 [ Ch3 | Ch4
1 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 30x35 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
2 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 25x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
3 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 45x45 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
4 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
5 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 40x40 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
6 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 15x15 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
7 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
8 Neg 5x5 3x3 2X2 Neg Neg [ Neg | Neg
Neg | 20x20 12x17 3x3 Neg Neg | Neg | Neg
9 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x18 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
10 Neg 4x4 2X2 2X2 Neg Neg [ Neg | Neg
Neg | 20x20 7x10 3x3 Neg Neg | Neg | Neg
11 Neg 4x4 3x3 2X2 Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 20x22 5x5 Neg Neg Neg | Neg
12 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 10x15 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
13 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
14 Neg 4Ax4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
15 Neg 5x5 3x3 2X2 2x2 2X2 Neg | Neg
Neg | 22x30 12x17 8x8 3x3 Neg Neg | Neg
16 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg [ 20x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
17 Neg 5x5 2X2 2x2 2X2 Neg Neg | Neg
Neg | 25x30 11x15 5X5 Neg Neg Neg | Neg
18 Neg 3x3 2X2 2X2 2X2 Neg [ Neg | Neg
Neg | 20x20 10x10 4x4 Neg Neg | Neg | Neg
19 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
20 Neg 2x2 Neg Neg Neg Neg [ Neg | Neg
Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
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Cizelge 4.7 Devami

Hasta SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Cladosporium Ch Chl | Ch2 | Ch3 | Ch4
21 Neg 5x5 2x2 Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 3x3 Neg Neg Neg Neg | Neg
22 Neg 5x5 4x4 2x2 Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x30 20x20 Neg Neg Neg Neg | Neg
23 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 30x30 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
24 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 30x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
25 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 15x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
26 Neg 4Ax4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 15x18 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
27 Neg 3x3 2x2 2Xx2 Neg Neg Neg | Neg
Neg 20x20 7x10 3x3 Neg Neg Neg | Neg
28 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 35x35 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
29 Neg 4x4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 20x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
30 Neg 4Ax4 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 15x15 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
31 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 25x25 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
32 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 25x20 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
33 Neg 3x3 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 15x15 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
34 Neg 4x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg | 22x25 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
35 Neg 5x5 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
Neg 25x25 Neg Neg Neg Neg Neg | Neg
36 Neg 5x5 2x2 Neg Neg | Neg | Neg [ Neg
Neg | 32x35 X7 Neg Neg Neg Neg | Neg
37 Neg 5x5 4x4 2x2 2x2 Neg Neg | Neg
Neg 20x20 20x15 X7 Neg Neg Neg [ Neg
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Cizelge 4.8. Alternaria alternata Deri Testi Sonuglari (Kontrol Grubu)

Hasta SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Alternaria | Aa | Aal | Aa2 | Aa3 | Aa4 | Aa5
1 Neg 5x5 Neg Neg [ Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x30 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
2 Neg 3x3 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x25 Neg Neg | Neg | Neg | Neg [ Neg | Neg
3 Neg 4x4 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x25 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
4 Neg 4x4 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
5 Neg 2x2 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg 8x10 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
6 Neg 3x3 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
7 Neg 5x5 Neg Neg [ Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 35x45 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
8 Neg 4x4 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
9 Neg 4x4 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x25 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
10 Neg 3x3 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
11 Neg 5x5 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 30x35 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
12 Neg 4x4 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 25x30 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
13 Neg 4x4 Neg Neg [ Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x20 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
14 Neg 5x5 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 35x40 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
15 Neg 2x2 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 10x10 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
16 Neg 3x3 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 25x35 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
17 Neg 4x4 Neg Neg [ Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 Neg Neg | Neg | Neg | Neg [ Neg | Neg
18 Neg 5x5 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
19 Neg 3x3 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x25 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
20 Neg 4Ax4 Neg Neg [ Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 25x25 Neg Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
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Cizelge 4.9. Alternaria alternata Deri Testi Sonuclar: (Hasta Grubu)

Hasta | SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Alternaria Aa Aal Aa2 | Aa3 | Aa4 | Aa5
1 Neg | 3x3 2x2 2x2 Neg 2X2 Neg | Neg | Neg
Neg | 30x35 20x20 10x10 Neg 3x3 | Neg | Neg | Neg
2 Neg | 4x4 3x3 2X2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 25x30 20x20 12x9 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
3 Neg | 5x5 <7 4x4 3x3 2X2 2x2 | Neg | Neg
Neg | 45x45 30x30 16x27 | 15x15 | 10x10 | Neg | Neg | Neg
4 Neg [ 5x5 5x5 3x3 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 25x30 17x22 | 10x10 | 5x5 | Neg | Neg | Neg
5 Neg | 5x5 7X6 4x4 2x2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 40x40 30x35 20x20 | 10x5 Neg | Neg | Neg | Neg
6 Neg [ 3x3 2x2 Neg Neg Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x15 Neg Neg Neg Neg | Neg | 2x2 | Neg
7 Neg | 5x5 3x3 2X2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 20x20 17x10 5x5 Neg | Neg | Neg | Neg
8 Neg [ 5x5 6x7 4x4 3x3 2x2 | 2x2 | Neg | Neg
Neg | 20x20 25x20 20x20 | 7x12 5x5 | Neg [ Neg | Neg
9 Neg | 4x4 4x4 2x2 2x2 2x2 | 2x2 | Neg | Neg
Neg | 20x18 25x25 5x5 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
10 Neg | 4x4 3x3 2x2 2x2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 20x20 10x15 5x5 Neg | Neg | Neg | Neg
11 Neg | 4x4 5x5 3x3 2x2 2x2 Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 35x35 15x20 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
12 Neg [ 3x3 2x2 2X2 2X2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 10x15 10x10 X7 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
13 Neg [ 3x3 3x3 2X2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 15x15 X7 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
14 Neg | 4x4 3x3 2X2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 20x20 10x12 7X5 Neg | Neg | Neg | Neg
15 Neg | 5x5 5x5 3x3 2x2 2x2 Neg | Neg | Neg
Neg | 22x30 28x25 17x20 5x5 3x3 | Neg | Neg | Neg
16 Neg | 5x5 5x5 4x4 3x3 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x30 30x30 10x10 5x5 Neg | Neg | Neg | Neg
17 Neg | 5x5 4x4 3x3 2x2 2x2 Neg | Neg | Neg
Neg | 25x30 22x20 13x10 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
18 Neg [ 3x3 4x4 4x4 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 25x25 X7 4x4 Neg | Neg | Neg | Neg
19 Neg | 4x4 3x3 2X2 2X2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 15x15 X7 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
20 Neg | 2x2 2x2 2X2 2X2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 4x4 4x4 5x5 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
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Cizelge 4.9 Devami

Hasta | SF His Standart Mantar

No Alerjen Ekstrakti
Alternaria Aa Aal Aa2 | Aa3 | Aa4 [ Aa5
21 Neg | 5x5 10x8 5x5 2x2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg [ 30x30 30x30 20x20 5x5 Neg | Neg | Neg | Neg
22 Neg | 5x5 3x3 4x4 3x3 3x3 | 2x2 | 2x2 | Neg
Neg [ 30x30 25x25 20x25 [ 10x10 | 10x5 | Neg | Neg | Neg
23 Neg | 5x5 5x5 3x3 2X2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 30x30 25x20 20x20 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
24 Neg [ 3x3 8x3 2X2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg [ 30x20 35x35 X7 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
25 Neg | 3x3 3x3 2X2 2x2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x20 20x20 7x10 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
26 Neg | 4x4 4x3 2X2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x18 12x15 10x10 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
27 Neg [ 3x3 3x3 2x2 2X2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg [ 20x20 20x20 10x10 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
28 Neg | 5x5 X7 3x3 2x2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 35x35 30x30 12x10 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
29 Neg | 4x4 8x4 5x5 3x3 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 20x20 30x20 20x17 | 10x10 | Neg | Neg | Neg | Neg
30 Neg | 4x4 4x4 3x3 2X2 2x2 | 2x2 | Neg | Neg
Neg [ 15x15 20x20 15x20 | 10x10 [ 4x4 | Neg | Neg | Neg
31 Neg | 3x3 3x3 Neg Neg Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 25x25 22x25 2X2 Neg Neg | Neg | Neg | Neg
32 Neg [ 5x5 2x2 Neg Neg Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 25x20 3x3 Neg Neg Neg | Neg | Neg | Neg
33 Neg [ 3x3 3x3 2x2 2X2 2x2 | Neg | Neg | Neg
Neg | 15x15 15x10 10x12 5x5 Neg | Neg | Neg | Neg
34 Neg | 4x5 3x3 2x2 2x2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg | 22x25 15x15 15x10 5x5 Neg | Neg | Neg | Neg
35 Neg | 5x5 6Xx6 5x5 2X2 2x2 | 2x2 | Neg | Neg
Neg | 25x25 40x40 20x25 15x5 | 5x5 | Neg | Neg | Neg
36 Neg [ 5x5 3x3 2X2 2X2 Neg | Neg | Neg | Neg
Neg [ 32x35 20x20 10x10 3x3 Neg | Neg | Neg | Neg
37 Neg | 5x5 15x7 5x5 3x3 2x2 | 2x2 | Neg | Neg
Neg | 20x20 35x35 20x12 | 10x10 | 5x5 | Neg | Neg | Neg
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Bu sonuglara goére standart alerjenler ile pozitif sonu¢ veren hastalarin;

@ %50’si C.cile,
@ %81’i C.hile,

@ %94’0 A.a ile pozitif sonug vermistir.

Bunlar icerisinden fraksiyonlarin oranina baktigimizda;

@ C.c ile pozitif sonuc veren hastalarin; %60°1 C.cl’e, %20’si C.c2’ye,
%20’si C.c3’e kars1 pozitif sonug vermistir.

@ C.h ile pozitif sonu¢ veren hastalarin; %44’ C.hl’e, %11’i C.h2’ye
kars1 pozitif sonug vermistir.

@ A.a ile pozitif sonug veren hastalarin; %94’ A.al’e, %65’i A.a2’ye,

%20’si A.a3’e, %5’i A.ad’e kars1 pozitif sonug vermistir.

Chatterjee ve ark (2006), balik duyarlilig: ile yaptiklar: calismada Kolkata
Alerji ve Astim Arastirma Klinigi’nde uzman bir Klinik teknisyen ile klinigin
direktord Dr. Arijit’in onculiginde, 4 balik tlrtnin (pomfret, hilsa, bhetki ve
mackerel)  ¢ig, haslanmis ve kizartilmig ekstrakti ile deri delme testi
uygulamiglardir. Ekstrakti PBS-Gliserol (1:20 wi/v) igerisinde hazirlamis ve 0,22
pum millipore filtre ile steril etmislerdir. Enjektor ignesi ile ekstrakttan bir damla
(10 ul) 6n kola damlatarak deriyi gizmislerdir. Deri reaksiyonunu 20 dk sonra
Olcmius ve capt 3 mm ve (zerinde olan kizarikhg pozitif olarak
degerlendirmislerdir. Negatif kontrol olarak icerisinde %50 gliserol bulunan PBS,
pozitif kontrol olarak histamin (1 mg/mL) kullanmiglardir. 161 hastanin 110’unun
(%68,32) 1 veya daha fazla balik ekstraktina pozitif sonu¢ verdigini
gozlemlemislerdir. Bunlarin 92’sinin (%83,63) 4 balik ekstraktina da pozitif sonug
verdigini saptamiglardir. Bu 92 hasta icerisinden 50 tanesine ¢ig baliklar ile deri

testi uygulamislar ve 50’sinde de pozitif sonug almiglardir. 50 hasta igerisinden 12
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tanesine haslanmis ve kizartilmis baliklar ile test gerceklestirmisler ve 12’sinin de
pozitif sonug verdigini gérmdaslerdir.

Hidir ve ark (2008), 56 yaygin aeroalerjen kullanarak deri delme testi
gerceklestirmislerdir. Bu amacla kolun yan kismina 0,2 mL standart alerjen
soliisyonlarindan (Candida albicans, Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Penicillium notatum, Aspergillus fumigatus) intradermal olarak
uygulanmustir. Reaksiyon sonuglari 15 dk sonra degerlendirilmistir. Pozitif kontrol
histamin pozitif ve negatif kontrol serum fizyolojik negatif ise; kizariklik ve
kabariklik capi 3 mm nin Uzerinde olan sonuglar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Rasool ve ark (2013), yaslar1 6-65 arasinda degisen, 248’i Urtiker, 108’i
alerjik rinit, 44’0 astim hastasi olmak (zere toplam 400 hasta ile yaptiklar
calismada, deri delme testi sonucunda astim hastalarinin 1 tanesinde ve alerjik
rinitli hastalarin 1 tanesinde kuf alerjisini pozitif bulmuslar, Grtikerli hastalarda kif
alerjisi saptamamuglardar.

Mishra ve ark (2016), hastalara bir pozitif kontrol (gliserol: histamin asit
fosfat [1: 100]) ve bir negatif kontrol (gliserol tamponu) ile birlikte altmis iki
alerjen uygulamuslardur. iki alerjen arasinda yaklasik 2 cm'lik bir mesafe tutarak sol
Oon kola 32 alerjen (lic sira halinde), ayni sekilde sag on kola 32 alerjen
uygulamiglardir. Bir damla alerjeni (konsantrasyon 1:10) 6n kol yuzeyine koyarak
26-0lcerli bir hipodermik igneyi, intradermal olarak 0,5 mm kadar gegirip alerjeni
deriye uygulamiglardir. Bir kabariklik olarak ortaya ¢ikan deri reaksiyonunu, 15
dakika sonra 6lgmis ve cilt reaksiyonu 2+ ve st olanlar1 gicli pozitif olarak
kabul etmislerdir.

Kespohl ve ark (2016), farkli firmalarin Gretmis oldugu alerjenler ile 168
hastaya deri delme testi uygulamiglardir. Cladosporium herbarum (Allergopharma,
ALK-Abello, Lofarma) ve Alternaria alternata (Allergopharma ALK-Abello,
HAL, Lofarma) sonuglarina bakildiginda; sol kola uygulanan test sonuglarina gére
Allergopharma Cladosporium herbarum igin 4 pozitif, Alternaria alternata icin 1

pozitif, ALK-Abello Cladosporium herbarum igin 3 pozitif, Alternaria alternata
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icin 3 pozitif; Lofarma Cladosporium herbarum igin 2 pozitif, Alternaria alternata
icin 2 pozitif; HAL Alternaria alternata igin 2 pozitif sonug elde etmislerdir.

Topal ve ark (2017), deri delme testi sonuglarinin testi uygulayan kisiye ve
kullanilan alete (lanset/igne) gore farkliliklar gosterebilecegini belirtmislerdir.

Erel ve ark (2017), 4223 alerjik rinit ve bronsiyal astimli hasta ile
gerceklestirdikleri caligmada, 302 hastaya uyguladiklari Alternaria tenius deri testi
ile 6 hastada pozitif sonug almislardir. Bu sonuca gore hastalarin %1,9’unda pozitif
sonug almiglardir. Cladosporium herbarum antijenini ise 224 hastaya uygulamis ve
bunlarin 7’sinin pozitif oldugunu saptamiglardir. Bu sonuca gore de hastalarin

%3,1’inin pozitif oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Hava kirliligi ve kot hava kosullari dunyamizdaki 6nemli bir problemdir.

Ozellikle mesleki akciger hastaliklar: (havadaki kirleticilerle iligkili meslege
spesifik) ve solunum sistemi kanserleri (radona maruziyet, dws ortam kirleticileri ve
sigara duman:na maruziyet) kotii hava kosullari ile iliskili solunum yolu
hastaliklaridir. Bununla birlikte dis ortam kirleticilerine maruz kalma diger saghk
sorunlarina da neden olmaktadir. Kot hava kosullari/havadaki kirleticilerin
yogunlugu astimli hastalarda astim atak siddetlenmesine (akut/kronik solunum
yolu hastaligi) veya KOAH hastalarinin hastaneye yatis sebebi olabilmektedir.
Alerjik bireyler hava kirleticilerinin etkisine karsi 6zellikle hassastirlar (Adkinson
ve ark, 2009).

Karbonmonoksit, kursun, kiikirt dioksit, azot oksitleri, ozon, partikiler
madde ve biyolojik ajanlar da dahil olmak Uzere i¢ ve dis mekanlarda cesitli hava
kirleticileri bulunmaktadir. Biyolojik ajanlar igerisinde Ozellikle alerjiye neden olan
kufler ve polenler hafif/siddetli alerjik reaksiyonlara neden olan énemli ajanlardur.

Insanlar  aktivitelerinin  yaklasik %9011 kapali  mekanlarda
gerceklestirdikleri icin i¢ ortam hava kalitesi de en az dis ortam hava kalitesi kadar
Onem arzetmektedir. Dig ortman havasindaki kirleticilerin bir cogu, hava akisiyla i¢
ortamlara tasinmaktadir. Ozellikle i¢ ortam ve dis ortam kuf cesitliligi ve bazen
konsantrasyonu korelasyon gostermektedir. Yapilan bilimsel arastirmalar, kiiflerin
Ozellikle i¢ ortamlarda (in door) énemli alerji kaynagi oldugunu gostermektedir.
(Akdag, 2010; Asan ve ark, 2010; Zukiewicz-Sobczak ve ark, 2013).

K{f sporlari, genellikle fazla ciddiye alinmasa da, alerjik duyarliligin ve akut
solunum yetmezligi gibi mevsimsel alerjik semptomlarin énemli bir nedenidir.
Dolayisiyla, kiif konsantrasyonlarinin bilinmesi, alerjilerin klinik tedavisinde
oldukga 6nemlidir (Sindt ve ark, 2016).

Kifler, farkli alerjik hastaliklarin etiyolojik ajanlarini belirlemek igin

Onemlidir, fakat saptanmasi zordur. Bu nedenle, kiflerle alakali yaygin alerjik
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semptomlar ile iligkisi oldugundan siiphelenilen hastalar icin, hastaligi 6nceden
onlemek oldukca onemlidir (Zukiewicz-Sobczak ve ark, 2013).

Gunlimizde hala mantar sporlarinin dretimi, dagilim: ve alerjen igerigindeki
degisiklikler hakkinda bolgeye ve tlre 6zgl olabilecek bilinmezlikler mevcuttur.
Halk sagligi agisindan etkisi olabilecek bazi polen tirlerinin artan veya azalan
seviyelerinin arastirilmasi igin daha uzun aerobiyolojik izleme dénemleri ve mantar
verilerini kaydeden daha fazla bolgeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Sindt ve ark, 2016).

Diger yaygin cevresel alerjik kaynaklarla Kkarsilastirildiginda, mantarlar
ikinci plana atilmistir. A. alternata alerjileri artmaya devam ettikge, Ozellikle
asttimda bu mantar tirt ve alerjik bilesenlerinin roll (zerine arastirma yapmay:
dustinmek son derece mantiklidir. A. alternata maruziyeti ve alerjik semptomlarla
iligkilendirilmesi hala bir sorun olmaya devam etmektedir. A. alternata ve
alerjenlerine maruz kalma egilimlerini dogru bir sekilde degerlendirmek ve saghga
potansiyel etkilerini belirlemek igin hem epidemiyolojik hem de molekiiler araglar
kullanarak yapilacak ¢ok disiplinli bir yaklasimi benimsemek oldukca énemlidir
(Gabriel ve ark, 2016).

Kespohl ve ark (2016), 168 hastadan 166’sinda saptanan solunum ile ilgili
belirtilerin yliksek ihtimalle kuf kaynakli oldugunu bildirmisler, fakat alerjik
belirtilerin sebebinin tek bir kif cinsinden mi yoksa genel olarak kiiflere maruz
kalmaktan mi kaynaklandiginin belli olmadigini ifade etmislerdir.

Adana atmosferinin kif izlem calismalarindan elde edilen verilere gore
(Gzmay, 2007; Gelisken, 2008; Akdag, 2010) Adana atmosferinde en baskin cins
Cladosporium’dur. Alternaria baskin tiir olmamakla birlikte, spor boyutu biyuk
oldugundan en alerjik kif cinslerindendir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, Adana
atmosferinden izole edilmis ve tamilanmig; Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium herbarum, Alternaria alternata 3 kif saf olarak Uretilerek total
ekstraksiyonlar hazirlanmstir. Total ekstraksiyonlar Sephadex G-100 kolonundan
gecirilerek kismi saflagtirma islemine tabi tutularak 5’er mL’lik 13 fraksiyon

hazirlanmastir.
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Hem fraksiyonlar hem de ana 6rneklerle birlikte toplam 16 Ornegin protein
miktar1 tayini yapilmustir.

Orneklerin protein miktarlars;

Cladosporium cladosporioides i¢in; 0,84 mg/mL

Cladosporium herbarum igin; 1,826 mg/mL

Alternaria alternata igin; 2,883 mg/mL olarak hesaplanmstir.

Fraksiyonlarin protein miktarlari;

Cladosporium cladosporioides fraksiyonlar::

C.cl: 257 pg/mL, C.c2: 130 pg/mL, C.c3: 69,2 ug/mL, C.c4: 43,2 pg/mL

Cladosporium herbarum fraksiyonlari:

C.h1l: 563,6 pg/mL, C.h2: 464,8 ug/mL, C.h3: 470 pg/mL, C.h4: 508,2
pg/mL

Alternaria alternata fraksiyonlari:

A.al: 723,8 pg/mL, A.a2: 716,8 pg/mL, A.a3: 472,6 pg/mL, A.a4: 500
pg/mL, A.a5: 507,2 pug/mL olarak hesaplanmastir.

Klinikte kullanilan standart alerjenlerin (Allergopharma) protein miktar

tayini yapilmis ve sonuclar;

@ Cladosporium herbarum igin: 3,3 pg/mL

@ Alternaria alternata igin: 46,7 pg/mL olarak hesaplanmustir.

Akdag (2010), urettigi total hiicre ekstraktlarinin ve standart alerjenlerin
protein miktarini Lowry metoduyla saptamigtir. Standart alerjenlerin sonugclarin;
Mix 1: 29,1 mg/mL, Mix 2: 35,9 mg/mL, Alternaria: 20,6 mg/mL, Cladosporium:
15,2 mg/mL olarak saptamigtir. Protein ekstraktlari sonuglarini ise; Cladosporium
herbarum:1,57 mg/mL, Cladosporium oxysporum: 2,60 mg/mL, Alternaria
tenuissima: 2,44 mg/mL, Alternaria pluriseptata: 1,96 mg/mL, Alternaria

alternata: 2,46 mg/mL, 5 susun karisimi (mix): 3,01 mg/mL olarak saptamustir.
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Tim Ornekler icin SDS-PAGE analizi yapilmis ve Cladosporium
cladosporioides’e ait 147-10 kDa araliginda 11 bant, Cladosporium herbarum’a ait
156-17 kDa araliginda 8 bant, Alternaria alternata’ya ait 123-14 kDa araliginda 10
bant elde edilmistir.

Bush ve ark (2004), saflastirillmis Alternaria alerjenlerinin molekiler
agirliklarint; Alt a 1 igin 29-31 kDa, Alt a 2 i¢in 24 kDa, Alt a 3 icin 20 kDa, Alt a
4 icin 57 kDa, Alt a 6 igin 11 kDa, Alt a 7 igin 22 kDa, Alt a 10 i¢in 53 kDa, Alt a
11 icin 46-48 kDa, Alt a 12 i¢in 12 kDa, GP70 i¢in 70 kDa olarak saptamiglardur.

Fukutomi ve ark (2015), Alternaria’nin 12 alerjen proteininin molekiler
agirliklarint 58-15,3 kDa, Cladosporium’un 10 alerjeni igin ise 53-11 kDa olarak
vermislerdir.

Orneklerin igerisine koruyucu olarak fenol-gliserol (98:2) karisgtmi ilave
edilmis ve deri delme testinde kullaniimak tizere klinige gonderilmeden 6nce Kanl
Agar’da sterilite kontrolleri yapilmistir.

Gliserin ve sukroz gibi yiksek konsantrasyonda seker ile stabilitenin
desteklenmesinin sebebi buytk olasilikla alerjen proteinlerin denattire olmasini ve
aktif IgE baglant: noktalarindaki modifikasyona sebep olan enzimatik aktiviteyi
engellemesidir (Plunkett, 2008).

Uretilen test materyalleri Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk
Immainoloji ve Alerji Hastaliklar: Bilim Dali Kliniginde 37 hastaya uygulanmustir.
Cladosporium cladosporioides i¢in 5 hastada hem standart hem de (retilen test
materyali ile test sonucu pozitif, 5 hastada test materyali ile negatif, Cladosporium
herbarum igin 9 hastada hem standart hem de Uretilen test materyali ile test sonucu
pozitif, 2 hastada test materyali ile negatif, Alternaria alternata igin 35 hastada
hem standart hem de Uretilen test materyali ile test sonucu pozitif, 2 hastada test
materyali ile negatif sonuclar alinmistir. Fraksiyonlarda ise Cladosporium
orneklerinde genellikle negatif, Alternaria’da ise daha cok ilk iki fraksiyonda
pozitif sonuclar saptanmistir.

Avrupa Ulkelerinde Alternaria alternata duyarlihigi %3-30 arasinda
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degismektedir. Bu oran italya’da solunum yolu rahatsizhig: yasayan hastalarin %2-
29’unda gorilmektedir. Portekiz’de hastalarin %11,2’si pozitif deri testi sonucu
verirken Ispanya’da bu mantara kars1 %20 pozitif deri testi sonucu gorulmistiir.
Tlrkiye’de Alternaria alternata’ya karst duyarliik insidanst 9%11,9’dur.
Iskandivaz ilkelerinde yapilan bir cahsmada %4 pozitif deri testi sonucu
gorulmustiir. Birlesmis Milletler’de Alternaria alternata hassasiyeti 12-17 yas
arahgindaki ¢ocuklarda %3 iken 18-24 vyas araligindaki genglerde %?7,5
civarindadir.

Sonuglardaki bu farkliliklarin  sebebinin; kif alerjen ekstraktlarinin
standardizasyonundaki veya deri testi tekniklerindeki farklilik, calisma dizayni ve
teshis kriterlerindeki farklilik ya da cevresel faktorler ve sartlardaki farkliliktan
dolay: oldugu soylenebilir. iste bu da her iilkede hatta ayni Ulkedeki farkl
bolgelerde epidemiyolojik calismalar yapilmasina ne kadar ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir (Katotomichelakis ve ark, 2012).

Bulgulara gore dretilen test materyallerinin Klinikte teshis amach
kullanilabilecegi dnerilebilir.

Calismanin sonuglarina bakildigi zaman, Uretilen test materyallerinin protein
miktar: literatirde saptanan ve bizim tespit ettigimiz standart alerjenlerin protein
miktarindan daha fazla olmasina ragmen deri testi sonuclarinda daha dusuk
oranlarda pozitif reaksiyon gortlmustir. Bunun sebebi muhtemelen solisyon
icerisinde alerjen proteinler disinda diger proteinlerin de var olmasidir.

Standart alerjenlerin icerigi bilinmemektedir. Dolayisiyla kendi Urettigimiz
alerjenlerle birebir kiyaslamak dogru degildir. Her ne kadar standartlardan diistik
kalsa da, dretilen alerjenler ve fraksiyonlar: ile mantar alerjisi olan hastalarda
pozitif sonuclar alinmigtir.

Satisa sunulmus alerjenlerin  standardizasyonu bilinmediginden, bu
calismadan sonraki basamak, test materyallerinin konsantrasyonunu arttirarak,
Ulkemizde bolgesel hava kaynakli kifler, gidalar ve diger alerjenlerden test

materyali Ureterek klinik kullanima sunmak olacaktir.
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