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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AKCIGER ENFEKSIYONLU HASTALARDA ASPERGILLUS SPP'NIN
MOLEKULER TANIMLANMASI (ITS GENI)

Sarah Abdulnaser Sabri SABRI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Filiz SARIKAYA PEKACAR
Es Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmed Hamad SALEH

Aspergilloz, genellikle solunum sistemini etkileyen firsat¢1 bir enfeksiyondur. Cevredeki
ipliksi mantar Aspergillus sporlarinin  solunmasi sonucu olusmaktadir. Sporlar
filizlenmekte olup kan damarlarina giren ve nekroz ve hemorajik enfarktiise neden olan
filamentler halinde gelismektedir. Semptomlar1 astim veya pnomonidir. Aspergillus
tiirlerinin solunum yollarindan molekiiler yontemle izole edilmesi ve teshis edilmesi
amactyla tasarlanan calismada, solunum ve go6giis hastaliklar1 kliniklerinin 6zel
laboratuvarlarindan 181 balgam &rnegi elde edilmistir. Ornekler %10 KOH soliisyonu
iceren mikroskopta incelenmis olup 92 pozitif, 89 negatif 6rnek bulunmustur. Enfeksiyon
orani tespit edilen en yiiksek say1 olan 38 (%41,3) idi. Bunu Aspergillus flavus 23 adet
(% 25) ile takip etmektedir. 54 adet erkek hastada (% 58,7) 38 adet kadina (% 41,3)
kiyasla anlamli (p<0,001) daha yiiksek kiif ve maya dagilimi mevcuttur. En ytiksek
enfeksiyon orani 25 adet (% 65,8) erkek ve 13 adet (% 34,2) kadin ile A. fumigatus olarak
kaydedilmistir. A. flavus’un 14 adet (% 60,9) erkek ve 9 adet (% 39,1) kadin mevcuttur.
Nijer’de 9 adet (% 56,3) erkek ve 7 adet (% 43,7) kadin mevcuttur; Aspergillus spp. 9
adet (% 60) erkek ve 6 adet (% 40) kadin mevcuttur. ITS1 genini ve bu genotip bolgesini
(5,8S) ¢ogaltmak i¢in molekiiler agirligi (550) olan 6zel primerler kullanilarak
Aspergillus mantarlarinin DNA tanimlamasina yonelik molekiiler sonuglar kullanilmistir.
ITS1, incelenen mantarlarin taksonunda tanimlanmistir. Mevcut ¢alismadan Aspergillus
enfeksiyonunun birka¢ mantar solunum yolu enfeksiyonuna neden oldugu sonucuna
varilmis olup ayrica ITS1 hedef bolgesinin PCR kullanarak Aspergillus enfeksiyonunu
dogrulamak i¢in kullanilabilecegi sonucuna da varilmistir. Bu mantarlardan biri teshis
araci olarak onaylanmaigstir.

2023, 60 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, KOAH, Solunum yolu enfeksiyonlari
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MOLECULAR IDENTIFICATION (ITS GENE) OF ASPERGILLUS SPP IN
PATIENTS WITH LUNG INFECTION

Sarah Abdulnaser Sabri SABRI

Cankir1 Karatekin University
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Advisor: Asst. Prof. Dr. Filiz SARIKAYA PEKACAR
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Aspergillosis is an opportunistic infection that usually affects the respiratory system. It
results from inhalation of spores of the filamentous fungus Aspergillus in the
environment. The spores germinate and develop into filaments that enter blood vessels
and cause necrosis and hemorrhagic infarction. Symptoms are asthma or pneumonia. The
study was designed to isolate and diagnose Aspergillus species from the respiratory tract
by molecular method, and 181 sputum samples were obtained from the special
laboratories of the respiratory and chest diseases clinics. The samples were examined
using a microscope containing a 10% KOH solution and 92 positive and 89 negative
samples were found. The infection rate was 38 (41.3%), which was the highest number
detected. It is followed by Aspergillus flavus 23 (25%). There was a significant (p<0.001)
higher distribution of mold and yeast for the 54 male patients (58.7) compared to the 38
females (41.3). The highest infection rate was recorded in A. fumigatus males with 25
(65.8) and 13 (34.2) females. A. flavus had 14 (60.9) males and 9 (39.1) females. Niger
had 9 (56.3) males and 7 (43.7) females; Aspergillus spp. She had 9 (60) males and 6 (40)
females. Molecular results for DNA identification of Aspergillus fungi using specialized
primers with a molecular weight of (550) to amplify the ITS1 and this genotype region
(5.8S) was used. ITS1 was identified in the taxon of fungi under study. It was concluded
from the present study that Aspergillus infection causes several fungal respiratory
infections, and we also concluded that the ITS1 target site can be used to confirm
Aspergillus infection using PCR. One of these fungi has been approved as a diagnostic
tool.

2023, 60 pages

Keywords: Aspergillus fumigates, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, COPD,
Respiratory tract infections
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1. GIRIS

Solunum yolu enfeksiyonlar1 (SYE) halk sagligindaki gelismelerin odak noktasidir.
Solunum yolu enfeksiyonlarinin yaygin dagilimlar1 ve diinya ¢apinda bildirilen yiiksek
morbidite ve mortalite oranlar1 g6z dniine alindiginda, bu enfeksiyonlarsolunum sistemini
tutan bulasic1 etiyoloji hastaliklart olarak tanimlanmaktadirlar. Klinik spektrum
asemptomatik veya hafif enfeksiyondan siddetli veya Oliimciil hastaliga kadar
degismektedir. Siddeti li¢ faktor arasindaki etkilesimin sonucudur: etken madde, ¢evresel
kosullar ve konakei1, bu enfeksiyonlar tipik olarak enfeksiyondan saatler ila giinler sonra
degisen ve ates, 0ksliriik, bogaz agrisi, nezle, nefes darligi, hiriltili solunum ve/veya nefes
almada zorluk gibi ¢esitli semptomlari i¢eren hizl bir klinik baslangici olan akut hastalik

olarak ortaya ¢ikmaktadir (WHO 2020).

Aspergillus enfeksiyonlarin1 edinmenin birincil yolu konidianin solunmasidir, solunum
yolu bu nedenle Aspergillus spp. conidia'nin en yaygin giris portalidir. Insanlar giinde
yaklasik 200 filamentli mantar solumakta, bunlarin 7'si alveollere ulagsmakta olup bu
konidia alveoler makrofajlar tarafindan fagositoza uyanip yok edilmektedir (Barnes

2016).

Invaziv pulmoner aspergilloz (IPA) kronik obstriiktif akciger hastaligi olan hastalarda,
hafif immiin yetmezlik ile birlikte astimli veya kistik fibrozlu hastalar1 her zaman
etkileyen ciddi bir hastalik olup asir1 duyarliligin bir tezahiirii olan bir akciger hastaligidir
(Zmeili and Soubani 2007) ve sadece ciddi derecede bagisikligi baskilanmis hastalarda
bulunmaz, ayn1 zamanda hematolojik maligniteler, allojenik kemik 1ligi nakli, kat1 organ
nakli ve kronik graniilomatozlu hastalarda da siklikla goriilmektedir (Meersseman et al.

2004).

Akcigerler i¢in hava akisinin sinirlanmasinin gelisimi i¢in en giiglii risk faktorii sigara
icilmesidir (Buist er al. 2007). Diger degiskenler, aile Oykiisii ve alfa-1 antitripsin
eksikligi, yas, egitim, tiiberkiiloz ve mesleki maruziyetler dahil genetiktir (Hooper et al.

2012).



Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), akcigerlerin en yaygin bulasict olmayan
hastaligidir. Hem onlenebilir hem de tedavi edilebilir ancak genellikle ilerleyici ve geri
dondiiriilemez (Barnes 2016), KOAH'a bagli oliimlerin ¢ogu az gelismis tlkelerde
meydana gelmektedir. Yaslanan bir niifus, son yillarda tiim diinyada KOAH hastaligi
yiikiinde ve mortalitede artisa neden olarak, KOAH" ciddi bir kiiresel saglik sorunu

olarak vurgulamaktadir (Burney et al. 2015).

Hastaligin sikligina iliskin tahminler diinya {izerinde bliylik farkliliklar gostermektedir
(Mannino and Buist 2007). Bakteriler ve viriisler, KOAH alevlenmelerinin ana nedenidir,
oysa mantarlarin rolii daha az anlagilmistir. Aspergillus cinsinin tyeleri, akciger mantar
enfeksiyonlarmin c¢ogundan sorumludur (Bulpa er al. 2007). Aspergilli, invaziv
aspergilloz (IA), aspergilloma dahil kronik pulmoner aspergilloz (CPA), asir1 duyarlilik
pnomonisi ve alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA) dahil olmak iizere bir dizi
pulmoner duruma neden olma yetenegine sahip, her yerde bulunan toprakta yasayan
mantarlardir. TA, erken teshis edilip tedavi edilmezse neredeyse her zaman olimciildiir

(Finkel and Mitchell 2011, Brown et al. 2012, Fauci and Morens 2012).

Notropeni, karaciger hastaligi, diyabet, AIDS ve hematopoietik kok hiicre nakli alicilar
gibi immiinosupresif ilaclar kullananlarin tiimii, IA i¢in altta yatan risk faktorleridir

(Guinea et al. 2010, Brown et al. 2012, Riera et al. 2018).

[A'nin kiiresel insidansina iligkin Onceki tahminler yilda 200,000 ila 500,000 vaka
arasinda degismektedir, ancak KOAH hastalarinda [A'y1 giivenilir bir sekilde
belirlemedeki zorluklar, rakamlara bu smifin dahil edilmesi ¢abalarini engellemistir

(Guinea et al. 2010).

Son yayinlara gore (Jamieson et al. 2013, Connell and Shah 2020), Aspergillus
fumigatus'a kars1 alerjik duyarliligi olan KOAH hastalarinda daha fazla semptom ve
alevlenme gorilmiistiir ve diger caligmalar astim siddeti ile Aspergillus duyarlilif

arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Chopra et al. 2017).



1.1 Cahsmanin Amaci

Irak'ta bircok hastada {ist ve alt solunum yolu enfeksiyonu sayisinin yiiksek olmasit ve
solunum yollarinda bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlar dahil olmak {izere birgok
enfeksiyon nedeninin bulunmasi nedeniyle, bu c¢alisma, gelistirme amaciyla mantar
besiyeri kullanilarak alt solunum yolu enfeksiyonlarindan farkli Aspergillus tiirlerinin
izole edilmesi ve tanimlanmasi1 amaciyla tasarlanmistir. Bu c¢alismanin amaci, akciger
dokusunda histolojik degisikliklere neden olan ve dolayisiyla hastayr etkileyen bu
mantarin tehlike nedenlerinden biri olan Aspergillus'un bazi viriilans faktorlerini (iire
tiretimi ve hemoliz iiretimi) arastirmaktir. Caligmada ayrica, solunum yolu enfeksiyonu
olan hastalarin Aspergillus mantari ile enfeksiyonunun dogrulanmasi amaciyla énemli bir
teshis 6zelligi olan Aspergillus mantarinin ITS1 bdlgesinin teshisinde polimeraz zincir

reaksiyonu tekniginin kullanilmas1 amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Solunum Sistemi

Solunum sistemi fonksiyonel olarak iki bolgeye ayrilabilir; (burundan bronsiyollere)
solunan gazlarin iletimi i¢in bir yolu teskil eden iletken bolgeler ve gaz degisiminin
gerceklestigi solunum bolgesi (alveolar kanaldan alveollere). Anatomik olarak iist
solunum yolu (gogiis, burun, farenks ve girtlak disindaki organ) ve alt solunum yolu
(gogis trakeasi, bronslar, bronsiyoller, alveolar kanal ve alveoller i¢indeki organ) olarak

ikiye ayrilmaktadir (Patwa and Shah 2015).

2.2 Mantar Solunum Yolu Enfeksiyonlar:

Yogun Bakim Unitesine (YBU) yatirilan hastalarda solunum orneklerinden izole edilen
candida tiirleri ve daha diisiik oranda Aspergillus spp. siklikla goriilmektedir (Vincent et
al. 2009). YBU hastalarmndan alimis solunum &rneklerinde yapilan izolasyonda
mucorales, scedosporium, fusarium gibi filamentli mantarlarin daha az siklikla
goriilmektedir. YBU hastalarindan alinmis solunum 6rneklerinde yanpilan izolasyonda,
Mucorales, Scedosporium, Fusarium gibi diger filamentli mantarlarin izolasyonu ¢ok
daha az siklikta goriilmesine ragmen bu mantarlar kritik hastalarda yiiksek mortalite ile
iligkilidir. Fungal pulmoner tutulum, hastanin tedavisini zorlastiran belirli 6zellikler
sunmaktadir. Mantarlarin varligr siklikla sadece solunum yollarinin kolonizasyonu
anlamina gelmesine ragmen gercek bir enfeksiyonu temsil edebilir, bu da ¢ok farkl bir
tedavi ve prognoza yol agmaktadir. Kolonizasyon ve enfeksiyon arasindaki ayrim kolay
olmayip siklikla yan etkiler ve maliyetlerdeki artigla iliskili olarak antifungal tedavi
baslatilmaktadir (Garnacho-Montero et al. 2013). Ote yandan, mantar enfeksiyonlari,
tedaviye baslamanin geciktigi durumlarda yiiksek mortalite ile baglantilidir. Son yillarda,
klinik uygulamaya yeni antifungaller ve antifungallerin bazilar ic¢in yeni uygulama
yollar1 dahil edilmis olup bu nedenle tedavi eden klinisyenlerin tedavi seg¢imini
zorlagtirmistir. Son olarak, mantar kaynakli solunum yolu enfeksiyonlarinin (6zellikle
Aspergillus spp. durumunda) tani ve tedavisine iliskin mevcut bilgilerin ¢ogu, nétropenik

onko-hematolojik hastalara yonlendirilmistir (Tortorano et al. 2012, Paiva et al. 2018).



2.2.1 Aspergillus spp

Aspergilloz, bir tiir kiifiin (mantar) neden oldugu bir enfeksiyondur. Aspergillus

enfeksiyonunun neden oldugu hastaliklar genellikle solunum sistemini etkilemektedir.

Birkag1, dogada bol miktarda bulunan yaklasik 200 mantar tiiri olan mantarin sporlarini
soluduklarinda bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde, altta yatan akciger hastaliginda
veya astimda ciddi hastaliklara neden olabilir. Ilk olarak biyolog Pierre Antonio Micheli

tarafindan kesfedilmistir (Patron et al. 2007).

Cins, hava, su, toprak, bitki atiklari, ¢iiriiyen bitki ortiisii, talas ¢opii, yaprak ¢opii, hayvan
yemi, organik kompost dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli habitatlara ve niglere uyum saglayan,
gezegendeki en yaygin ve genis ¢apta dagilmis mantar tiirlerinden biridir (Janos Varga et

al. 2000).

A. fumigatus, A. flavus, A. niger ve A. terreus gibi en yaygin tiirler de dahil olmak iizere

havada yayilan birkag Aspergillus tirii klinik olarak 6nemlidir.

Bu tiirler, hastaneler, okullar, depolar, un fabrikalar1 ve kiimes hayvanlari mezbahalari
gibi kapali hava habitatlarindan izole edilmistir. Siklikla solunum sorunlari ve bas
agrilarin1 igeren zayif i¢ mekan hava kalitesinin bir saglik belirtisi olan hasta bina
sendromu (SBS) (bina i¢erisinde harcanan zaman ile baglantili goriinen bina sakinlerinin
akut saglik ve rahatsizlik etkileri yasadigi durumlan tarif etmek iizere kullanilmig
olmasina ragmen herhangi belirli bir hastalik veya neden tanimlanamamaktadir) ile

baglantilidir (Kalogerakis et al. 2005).

Bu tiirler potansiyel olarak Aspergillus niger mantarinin neden oldugu herhangi bir

hastalik veya enfeksiyona atifta bulunan bir terim olan aspergilloz tiretebilir (Klich 2002).



Buna ragmen A. oryzae ve A. tammarii gibi Aspergillus tlirleri enzim ve gida iiretiminde,
A. niger asit kimyasal bilesiklerinin sentezinde ve A. terreus tibbi bilesiklerin

olusturulmasinda kullanilmaktadir (Klich 2002).

Ote yandan, tahil taneleri, kabuklu yemisler, baharatlar, sebzeler, meyveler, siit ve
yumurta gibi ¢esitli tiirler, yem ve yemeklerin ortak kirleticileridir. Aspergillus niger,
recel ve jolelerin yani sira asitli, tuzlu ve kuru gidalarda da bulunmustur (Martin and

White 1981, Sanchez-Hervas et al. 2008, Afsah-Hejri et al. 2013).

2.2.2 Aspergillus fumigatus

A. fumigatus, havadaki sporlar1 (konidia) olusturan her yerde bulunan saprofitik bir
kiiftiir. Insanlar, ortalama olarak, bu bulasic1 propagiillerin yiizlercesini giinliik olarak
solumaktadir. Bagisiklik yetkin konakgilarda, bu karsilasmalarin bagka bir 6nemi yoktur.
Konidia, pulmoner bagisiklik sisteminin hiicreleri tarafindan oldiiriiliir ve temizlenir

(Latgé 1999, Engel et al. 2019).

Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda, A. fumigatus, morbidite ve mortalitenin énemli bir
nedenini temsil etmektedir. Bu hasta popiilasyonu, organ naklinin artan kullanima,
otoimmiin ve neoplastik hastaliklar i¢in immiinosupresif ve miyeloablatif tedavilerin

gelistirilmesi nedeniyle genislemektedir (Denning 1998).

A. fumigatus bu hastalarda en sik goriilen invaziv kiif enfeksiyonu olup 16semi hastalari
ve hematopoietik kok hiicre nakli alicilar1 gibi ytiksek risk gruplarinda 6liim oranlart %
50'yi agmaktadir (Lin ez al. 2001). A. fumigatus antijenlerine duyarlilik, gelismis iilkelerde
prevalansi artan astim ile iliskili olmasina ragmen nedenselligi kanitlamak zor olmustur
(Jaakkola et al. 2006). Ne olursa olsun, bu artan prevalans, kronik inflamasyon ortaminda
Aspergillus antijenlerine anormal tepkilerle iliskili bir hastalik olan alerjik
bronkopulmoner aspergilloza yatkin olan bireylerin sayisinda paralel bir artisa neden
olmaktadir. A. fumigatus'un neden oldugu invaziv, yar1 invaziv ve alerjik hastalik

spektrumu birkag¢ seckin makalede gézden gecirilmistir (Moss 2005).



2.2.3 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus, invaziv aspergillozun (IA) A. fumigatus'tan sonra en sik goriilen
etiyolojik ajanidir. Bununla birlikte, ¢ogu literatiir, [A'y1 A. fumigatus ile ilgili olarak veya
diger Aspergillus tiirleri ile birlikte tanimlamaktadir. A. flavus ve A. fumigatus'un neden
oldugu IA'da belirli farkliliklar mevcut olup A. flavus enfeksiyonlarina yonelik ¢aligmalar
artmaktadir (Rudramurthy et al. 2019). A. flavus, A. fumigatus'tan sonra en sik goriilen
aspergilloz nedenidir (Guarro et al. 2010). A. flavus'a bagli enfeksiyon, muhtemelen diger
Aspergillus spp. ile karsilastirildiginda sicak ve kurak iklim kosullarinda daha iyi hayatta
kalma kabiliyeti nedeniyle Asya, Orta Dogu ve Afrika'da baskindir. A. flavus, insanlarda
A. fumigatus'a benzer klinik sendromlara neden olmaktadir (Krishnan et al. 2009).
Deneysel in-vivo calismalar, hem normal hem de bagisiklifi baskilanmis deney
farelerinde 6liime neden olmak icin gereken siire ve ilk inokulum agisindan ef al. 'un A.
Sfumigatus ve diger Aspergilli'den daha 6ldiiriicti oldugunu gostermistir (Mosquera et al.
2001). TIA disinda, A. flavus'a bagh hastaliklar, alerjik sendromlar ile bosluklarin ve
siniislerin saprofitik kolonizasyonu dahil olmak {izere cesitli sekillerde ortaya
cikmaktadir (Pasqualotto 2009, Chakrabarti et al. 2011). Diinyadaki en tehlikeli on
mantardan birisi olan A. flavus, insan hastaliklarina ek olarak, ¢esitli mahsullerde hasat
oncesi ve sonrasi hastaliklara ve insanlarda ve hayvanlarda aflatoksin ile iligkili
toksisitelere (Hyde er al. 2018) neden oldugu icin besinci siraya yerlestirilmistir. A.
flavus'un cografi dagilim, patojenik potansiyel ve antifungal direng profili agisindan A.

Sfumigatus'tan farkli oldugu gosterilmistir (Pasqualotto 2009).

2.2.4 Aspergillus niger

Sporlu olgun koloniler, ¢cok sayida siyah nokta i¢eren yapilar olarak goriilmistiir. Hifler
yedili ve hiyalindir. Konidial kafalar baslangigta 1s1ma yapmis olup vade sonunda
stitunlara ayrilmistir. Tiir iki swralidir (vezikiiller, konidiojen phialidleri destekleyen
metula olarak bilinen steril hiicre iiretir). Konidioforlar uzun, piiriizsiiz ve hiyalin olup
apekste koyulagmakta ve kiiresel bir kesecik i¢inde son bulmaktadir. Metula ve phialides
tiim kesecigi kaplamistir. Conidia kahverengi ila siyah, ¢cok kaba, kiireseldir (Manisha

and Panwar 2012).



A. niger'in insan hastaligina neden olma olasilig1 diger Aspergillus tiirlerine gére daha
diistiktiir, ancak biiylik miktarda spor solunursa ciddi akciger hastalifi Aspergilloz
olusabilir. Aspergilloz, 6zellikle A. niger sporlar1 agisindan zengin olabilen turba ve tozu
soluyan bahgecilik iscileri arasinda sik goriilmektedir. Agriya, gecici isitme kaybina ve
ciddi vakalarda kulak kanali ve kulak zarinda hasara neden olabilen otomikozun (mantar
kulak enfeksiyonlar1) en yaygin nedenlerinden biridir. A.niger, akcigerleri enfekte
ettikten ve biliylimeye basladiktan sonra sonunda akcigerlerde bir mantar topu

olusturmaktadir (Manisha and Panwar 2012).

2.2.5 Aspergillus terreus

A. terreus, bagisikligr yeterli hastalarda kistik fibroz, aspergillomlar, spondilodiskit ve
periprostetik kalca eklemi enfeksiyonu ve bagisikligi baskilanmis bireylerde dliimciil
invaziv hastalik gibi yasami tehdit eden durumlarla iligkili tibbi agidan 6nemli bir
patojendir (Dunne et al. 2015, Comacle et al. 2016, Bartash et al. 2017). Invaziv
aspergillozdan muzdarip transplant alicilarinda 6liim oraninda % 74 — 92 arasinda bir artig
bildirilmistir (Latgé and Chamilos 2019). Artik, invaziv aspergilloz hastalarinin
genellikle daha yiiksek kanser ve organ nakli insidansina sahip oldugu anlagilmaktadir;
bu, Aspergillus enfeksiyonlarinin diger hastaliklarin sirali gelisimine yol agabileceginin
bir gostergesidir. A. terreus, tiptaki zararh etkisi disinda, serum kolesteroliinii diisiirmek
icin kullanilan degerli ila¢ lovastatinin tek kaynagidir (Boruta and Bizukojc 2017).
Modern tedavilerden bagimsiz olarak, invaziv aspergilloz hastalarinin ~ % 30 — 50'si geg
tani, beynin antimikotiklerle etkin bir sekilde tedavi edilmemesi ve ilaca direncin ortaya
cikmast gibi nedenlerle 6lmektedir (Denning and Bromley 2015, Taccone et al. 2015).
Olasi bir neden, A. terreus conidia'nin hayatta kalma mekanizmasinin kismen anlasilmasi
ve konak savunmasiyla i¢ ige gecmis olmasi olabilir. Diger bir sinirlama, mantar
menenjiti ile iligkili bagisiklig1 yeterli hastalarda A. terreus'un yaygin enfeksiyon
bolgesinden, genellikle akcigerlerden, merkezi sinir sistemi gibi uzak bolgelere nasil

tasindig1 olmustur (Carrazana et al. 1991, Elsawy et al. 2015).



2.2.6 Aspergillus oryzae

Baslangigta erisime kisitli olan A. oryzae genomu, Japon biyoteknoloji sirketlerinden
olusan bir konsorsiyum tarafindan serbest birakildi (Machida er al. 2005). Sekiz
kromozom, 37 milyon baz ¢ifti ve 12 bin tahmin edilen gen igermektedir. A. oryzae'nin
genomu, bu nedenle, genetik model organizma A. nidulans ve potansiyel olarak tehlikeli
A. fumigatus olan iki iligkili Aspergillus tiiriinden tigte bir daha bliytiktiir (Galagan et al.
2005).

A. oryzae'de bulunan ekstra genlerin cogunun ikincil metabolizmaya dahil oldugu tahmin
edilmektedir. 1950'de izole edilen dizili sug, RIB40 veya ATCC 42149 olarak adlandirilir;
morfolojisi, bliylimesi ve enzim {iretimi, sake demleme i¢in kullanilan suslarin tipik
ozelligidir (Rokas 2009). A. oryzae, hemolizin (Nayak et al. 2013) ve hemolizin benzeri
(Bando et al. 2011) kodlayan genlere sahip olup bu genlerden biri i¢in yliksek aktiviteye
sahip bir promotor bulunmaktadir. A. oryzae firsatgi bir patojen olup sistemik enfeksiyon,

etkilenen bagisiklig1 baskilanmis bireylerde genellikle 6liimciildiir (Guarro et al. 2010).

2.2.7 Aspergillus tubingensis

A. tubingensis ilk olarak 1934 yilinda Raoul Mosseray tarafindan kesfedilmistir
(Mosseray 1934). Konidyumlar yogun sekilde piirtizlendirilmis olup ¢ap1 3 — 5 pm'dir
(Silva et al. 2011). Cap1 0,5 — 0,8 mm arasinda degisen beyazimsi ila pembe sklerotlar
siklikla tiretilmektedir. A. fubingensis, yalnizca aseksiiel bir mantar olarak bulunmasina
ragmen diger sozde siyah Aspergilli ve Petromyces cinsindeki cinsel durumlarla
filogenetik olarak yakindan iliskili oldugu anlasilmaktadir (Samson et al. 2007). A.
tubingensis ve A. niger benzer morfolojiye sahip olup daha gelismis yontemlere
basvurmadan ayirt etmek zordur. Iki taksonu ayirt etmede faydali olan hizl1 bir test olan
Ehrlich reaksiyonu, indol varligini sorgulamaktadir. Bu testte, A. niger’in pozitif
sonucunun aksine A. fubingensis negatif sonug¢ vermektedir. Calmodulin ve B-tubulin gibi
protein kodlayan genlerin dizileri de iki taksonu giivenilir bir sekilde ayirt etmektedir.

Fungal keratite (kornea enfeksiyonu), A. ftubingensis de dahil olmak iizere siyah



Aspergilli iiyeleri neden olabilir (Kredics et al. 2009). A. tubingensis ayrica dis ¢ekimini
takiben maksiller kemigin enfeksiyonuyla da iliskilendirilmistir (Bathoorn et al. 2013).

2.2.8 Aspergillus parvisclerotigenus

Aspergillus parvisclerotigenus, Aspergillus cinsine ait bir mantar tiiriidir. Flavi
boliimiindendir. Tiir ilk olarak 2005 yilinda tanimlanmistir. A. parvisclerotigenus
Nijerya'da izole edilmis olup aflatoksin B1, aflatoksin B2, aflatoksin G1, aflatoksin G2,
aflatrem, aflavarin, aspiroklorin, siklopiazonik asit, kojik asit ve paspalin iirettigi

bulunmustur (Frisvad et al. 2005, Varga et al. 2011).

2.3 Bulasici Yasam Dongiisii

Aspergilli, agirlikli olarak ¢evredeki Olii veya clirliyen maddeler iizerinde biiyiiyen
saprofitlerdir. Aspergillus'un bulasici yasam dongiisii, havaya kolayca dagilan ve hem i¢
hem de dis ortamlarda her yerde bulunmay1 saglayan Konidia (eseysiz sporlar) iiretimi

ile baglamaktadir (Sekil 2.1) (Morris et al. 2000, Falvey and Streifel 2007).

Kortikosteroid kaynakli immiinosupresyon
PMN alimi ve doku hasar

L =
9
9
. |
men
Yeterli pulmoner
savunma yoklugunda
konidial gimlenme

notropeni
asin hif buyimesi ve yayllmasi

Sekil 2.1 A. fumigatus'un bulasic1 yasam dongiisii (Dagenais and Keller 2009)
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Insan enfeksiyonunun birincil yolu, bu havadaki konidialarin solunmasi ve ardindan
bronsiyollerde veya alveolar bosluklarda konidyal birikimdir. Saglikli bireylerde,
mukosiliyer  klirens  (mukusun tasmnmasi  yoluyla  havayolunun  yabanci
mikroorganizmalardan ve bakterilerden temizlenme mekanizmasi) ile uzaklastirilmayan
konidia, akcigerin birincil yerlesik fagositleri olan epitel hiicreleri veya alveolar
makrofajlarla karsilasmaktadir. Alveolar makrofajlar birincil olarak Aspergillus
konidia'nin fagositozundan ve Oldiirilmesinden ve ayrica notrofilleri (bir tip
polimorfoniikleer hiicre (PMN) enfeksiyon bolgesine toplayan bir proinflamatuar yanitin
baslamasindan sorumludur. Makrofaj 6ldiirmeden kagan ve filizlenen konidia, hifleri yok
edebilen sizan nétrofillerin hedefi haline gelmektedir. IA gelistirme riski, esas olarak, bu
pulmoner ortamda A. fumigatus'un hayatta kalmasina ve biiylimesine izin veren mantar
ozellikleriyle birlikte bu konak¢1 savunmalarindaki bir islev bozuklugundan

kaynaklanmaktadir (Schaffner et al. 1982).

2.3.1 Aspergillus'un siiflandirilmasi

e Alem: Mantarlar

e Sube: Ascomycota

e Smif: Eurotiomycetes
e Takim: Eurotiales

e Aile: Trichocomaceae

o Cins: Aspergillus

2.4 Aspergillus Tammmlama

Klinik laboratuvarda geleneksel kiif tanimlamasi, mikroskobik ve makroskopik
morfolojik kriterlere dayanmaktadir (De Hoog and Guarro 1995). Aspergillus
taksonomisi ayrica ekstrolit karakterizasyonuna ve ¢oklu lokus dizi analizine

dayanmaktadir (Samson et al. 2014).
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[Iki klinik laboratuvarlarda yapilmamasma ragmen, DNA dizileme tesislerinin
genislemesi nedeniyle ¢ok lokuslu dizileme giderek daha fazla kullanilmaktadir. Son on
yilin basindan bu yana, Aspergillus izolatlarinin DNA dizilimi-3 tabanli tanimlamasi,
klinik literatiirde Aspergillus boliimleri i¢indeki kardes veya "sifreli" tlirlerin siklikla
yanlig tanimlandigin1 vurgulamistir (Balajee et al. 2005, Balajee et al. 2006). Alisilmadik
derecede zayif sporlanma ve antifungal diren¢ fenotipleri nedeniyle, daha once A.
fumigatus olarak tanimlanan klinik izolatlar, ¢oklu lokus dizi analizi kullanilarak yeniden
tanimlanmistir. DNA dizilimi, 'sifreli' tiirlerin ve A. lentulus olarak adlandirilan Fumigati
boliimiiniin yeni bir tlirlinlin tanimlanmasini saglamistir (Balajee et al. 2014). Kisa bir
slire sonra, ayn1 arastirmacilar, ayni Fumigati boliimiinde Neosartorya pseudofischeri'yi
(Balajee et al. 2005) tanimlamis olup bu boliim simdi 'tek mantar, tek isim' girisiminin
ardindan A. thermomutatus olarak anilmaktadir (Samson et al. 2014). A. lentulus ve
Neosartorya pseudofischeri'ye ek olarak, bu yazarlar Fumigati bolimiiniin A. udagawae,
A. viridinutans, A. fumigatiaffinis ve A. novofumigatus'u; Flavi bolimiiniin A. Alliaceus,
Terrei kesitinden A. carneus ve A. alabamensis; Nigri boliimiinden A. tubingensis, A.
awamori ve A. acidus; Versicolores boliimiinden A. sydowii; Circumdati boliimiinden A.
westerdijkiae ve A. Persii, Usti bolimiinden A. calidoustus, A. insuetus ve A. Keveii
olarak tanimlamislardir. Ancak bu arastirmacilar, klinik baglamin bu izolatlarin ¢ok
sinirli bir kismi i¢in ayrintili oldugunu ve antifungal tedavi sonuclariyla ilgili verilerin

daha da az oldugunu vurgulamislardir (Nedel and Pasqualotto 2014).

2.5 Taksonomi

Aspergillus cinsini konidiosporlarin rengine gore gruplara ayirmistir. Kahverengi ila
siyah golgeli sporlara sahip Aspergilli, A. niger grubuna aittir. Bu grubun tiyeleri ¢cok
farkl1 olmasina ragmen, sadece birkagi1 farkl: tiirler olarak simiflandirilacak kadar one
cikmaktadir (6rn. A. carbonarius, A. japonicus, A. ellipticus, A. heteromorphus ve A.
aculeatus). Birkacini belirtmek gerekirse, A. ficuum, A. phoenicis, A. niger ve A. awamori
tespit edilmesi zor olan kahverengi ila siyah Aspergilli arasindadir. Bu tiir kombinasyonu,
pratikte A. niger van Tieghem olarak bilinmektedir. Raper and Fennel (1965), birkac

taksonu A. niger grubunun iiyeleri i¢indeki nispeten kiiciik degisikliklere dayali ayr tiirler
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olarak siniflandirmasina ragmen, Al-Musallam (1980), onlar1 A. niger'in varyantlari

olarak siniflandirmistir.

Kusters-Van Someren et al. (1991) Aspergillus niger grubunun suslarindan genomik
sindirimlerin ribozomal bantlama modellerini ve hibridizasyon modellerini arastirmak
icin restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizini, hibridizasyon problari
olarak pektin liyaz genlerini kullanmistir. Raper and Fennel (1965) A. niger grubu i¢in
farkl1 ama daha giivenilir bir siniflandirma 6nermis olup tiir sayisim 13'ten altiya
indirmistir, A. carbonarius, A. japonicus, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. niger ve A.
tubingensis, bunlardan ikincisi daha oOnce A. niger olarak smiflandirilan suslari

icermektedir.

A. niger ve A. tubingensis arasindaki fark, mitokondriyal DNA'larin ve ribozomal tekrar
birimlerinin RFLP'sinin kullanildig1 daha sonraki ¢calismalarda (Varga et al. 1993) ve ayni
zamanda rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA'nin kullanildigi  c¢aligmalarda
(Megnegneau et al. 1993) defalarca dogrulanmistir (Gielkens et al. 1997, Malcok et al.
2009, Manisha and Panwar 2012).

A. niger ve A. tubingensis genetik olarak ayrilmis olmasina ragmen, iki tiir arasinda
herhangi bir fenotipik farklilik gézlenmemistir (Varga et al. 2000, Pafenicova et al.
2000). Bu durum, A. tubingensisin neden mevcut Aspergillus tiirler1 arasinda

listelenmedigini agiklayabilir (Pitt and Samson 2000).

A. niger isminden once A. phoenicis ve A. ficuumand isimleri gelir, ancak ¢ogu molekiiler
caligmanin ima ettigi gibi, bu {li¢ taksonun hepsinin tiirdes oldugu kabul edilmistir (Varga

et al. 2000).

Bu iki isim artik yaygin olarak kullanilmadigindan, ikinci Uluslararas1 Penicillium &
Aspergillus Calistayi'nda A. niger adinin korunmasi ve A. phoenicis ve A. ficuum
adlarmin atilmasi istenmistir (Kozakiewicz et al. 1992, Naglik et al. 2003, Muszkieta et
al. 2013).
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A. niger bliylik ekonomik degere sahip bir tiir oldugundan, yasal ve onay prosediirlerinin
stirekliligini saglamanin yan1 sira pratik, bilgi erisimi ve maliyet hususlar1 i¢in de isim

korunmustur.

Buna ragmen, A. phoenicis, A. awamori ve A. foetidus, (Pitt and Samson 2000)'1n mevcut
tiir cinsleri listesinde hala listelenmesine ragmen A. tubingensis, A. acidus ve A. citricus
Amerika Birlesik Devletlerine 0zgii degildir (Kozakiewicz 1989). A. niger'in
evcillestirilmis formu i¢in A. awamori kelimesinin, A. flavus'un evcillestirilmis formu i¢in
A. oryzae, A. parasiticus'un evcillestirilmis formu i¢in A. sojae ve P. commune’un
evcillestirilmis formu i¢in Penicillium camemberti'nin yaninda tutulmasi gereken bir
durum mevcuttur (Pitt and Samson 2000). Ancak A. phoenicis ve A. foetidusis'in bu
listeye dahil edilmesi siliphelidir. Suslarin A. awamori, A. ficuum, A. foetidus, A.
phoenicis, A. pulverulentus, A. tubingensis, A. inuii ve A. usamii olarak A. niger van

Tieghem olarak siniflandirilmasina iliskin mevcut uygulama siirdiiriilmelidir.

A. niger ve A. tubingensis arasinda fenotipik farkliliklar bulunursa, ikinci takson kabul
edilebilir. Bazi molekiiler kanitlar, A. foetidus'un (Patenicova et al. 2000) veya bir nomen
nudum A. brasiliensis'in (Varga et al. 2000), fenotipik kanitlar seyrek olmasina ragmen,
ayr tiirler oldugunu gostermektedir. Tablo 1, artik Nigri boliimiinde izin verilen tiirleri
listelemektedir. Gams et al. (1986), 6nerilen bir alt cins Circumdati'nin Nigri boliimiinde
koyu kahverengi ila siyah golgeli konidiali tiim tiirleri gruplandirarak Aspergillus cinsi
icin en giincel tirler isti simiflandirmayr onermistir. Uluslararast Penicillium ve

Aspergillus Komisyonu 6nerilerini kabul etmistir (Samson 1994, Sole et al. 2005).

2.6 Aspergillus Tiirlerinin Akcigerde Hayatta Kalmasi

Daha once de belirtildigi gibi, Aspergillus tirii, ¢evreden besin almak ig¢in ayrisan
maddeyi parcalayabilen bir saprobedir (Debeaupuis et al. 1997). Bu mantarlarin
sporlar1  konakc¢inin akcigerlerini kolonize ettiginde, besinlerin kit olmasi
muhtemeldir. Azot ve karbon kaynaklarinin dogada oldugu kadar kolayca
bulunamamasi1 olasidir. Sonu¢ olarak, mantar, yoksul ortamlarda gelismesini

saglamak icin belirli metabolik yollara giivenmektedir. Bu tiir yolaklarin diger
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patojenik tiirlerde patojeniteye dahil oldugu gosterilmistir. Daha 6nceki arastirmalar
Candida albicans ve Mycobacterium TB gibi patojenik organizmalarin patojenite i¢in
lipid metabolizmasina giivendigini gostermistir (McKinney et al. 2000, Lorenz and
Fink 2002, Munoz-Elias and McKinney 2005). Glikoksilat ddngiisii, bu
organizmalarin konakgilarindan karbon elde etmelerini saglamaktadir. izositrat liyaz
bu yoldaki ana enzim olup yoklugu M. tuberculosis ve Candida albicans'in
patojenitesini azaltmaktadir (Lorenz and Fink 2002, Mufioz-Elias and McKinney
2005). Aspegillus tiirlerinin izositrat liyazi lizerinde yapilan arastirmalar, bir izositrat
liyaz mutantinin bir fare modelinde yabani tip ile ayni viriilans1 gosterdiginden,
glioksilat dongiisiiniin bu organizmada viriilans i¢in ¢cok dnemli olmadigini bulmustur.
Ikincisi, lipid metabolizmasinin akciger kaynaklarini kullanmak icin yetersiz oldugu
sonucuna yol acabilir (Schobel er al. 2007, Ibrahim-Granet et al. 2008, Smith and
Kauffman 2012).

Sonug olarak Aspergillus tiirleri, besinleri farkli yollar ve enzimler araciligiyla ¢evreden
emmektedir. Biiyiikk Olciide kolajen gibi proteinlerden olusan memeli akcigerleri,
dengesiz bir beslenme ortamina sahiptir. Mantar, bu dokular1 par¢alamak i¢in proteazlar
gibi belirli enzimler gerektirir, bu da nitrojen ve karbon kaynaklar1 olarak kullanilabilecek
amino asitlerin mobilizasyonu ile sonuc¢lanir (Kogan et al. 2004). Mantar gelisimini
tesvik etmek icin serbest amino asitler alinmis olup ¢esitli yollarla islenmistir. Metil sitrat
dongiisii, karbon metabolizmasinda temel bir mekanizmadir: izoldsin, valin ve metionin
amino asitleri, daha sonra bu sisteme aktarilabilen propionil Co-A'ya doniistiiriilmektedir
(Ibrahim-Granet et al. 2008). Sekil 2.2, bu metabolik yolda ¢ok énemli bir enzim olan
metilsitrat sentaz, mantar patojenitesinin azalmasina neden olarak devre dis1 birakilmistir.
Mubhtemel bir agiklama, propionil Co-A'nin sindirilememesi ve dolayisiyla zehirli oldugu
mantarda birikmesidir (Brock and Buckel 2004, Maerker et al. 2005, Ibrahim-Granet et
al. 2008). Sonug olarak, konak akcigerin genislemesi yavaslamaktadir. Istilaci biiyiime
sirasinda, Aspergillus tiirleri i¢in birka¢ metabolik yol ile alakali goriinmektedir. Para-
aminobenzoik asit, pirimidin ve lizin gibi kimyasallarin iiretiminde yer alan birincil
metabolik yollar, konak¢ida tam viriilans ve proliferasyon i¢in de gereklidir. Mantar,
karbon ve nitrojene ek olarak demir gibi eser elementlere ihtiya¢ duymaktadir. Diger

bircok hastaligin aksine, Aspergillus tiirlerinin konak¢1 demir kaynaklarini kullanmak i¢in
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0zel bir yontemi yoktur (Ramanan and Wang 2000, Ratledge and Dover 2000, Schrettl et
al. 2004, Singh and Urhekar 2017).

Asetat
Propiyonat l
l Asetil-CoA

Propiyonil-CoAl

—

2-Metilsitrat oksaloasetat

Sitrat

2-Metilsitrat Donguisti rj‘l ¥ cis-Aconitate

v (CHORSIHDOGUSIND

2-Metil-cis-aconitat ;
T ™~ glioksilat
Fliimarat izositrat
\ \ TCA Dongtisu J
2-Metilizositrat alfa-ketoglutarat
T siiksinat —
piruvat

Sekil 2.2 Metil sitrat dongiisii

Demir alimi i¢in mantar iki sistem kullanir: indirgeyici demir asimilasyonu ve siderofor
destekli demir mobilizasyonu (Leong and Winkelmann 1998, Haas 2012). Onceki
aragtirmalar, bir Aspergillus tiirii sideroforunun iiretiminde yer alan sid A geninin,
konagin gelisimi i¢in kritik oldugunu gostermistir. Buna karsilik, demir absorpsiyon
yolunda yer alan bir demir permeazini kodlayan ftr A geni, konak¢inin hayatta kalmasi
icin onemsiz gorliinmektedir (Schrettl et al. 2004). Mantar, sinirli ve degisen gevresel
kosullara uyum saglamak i¢in alim sistemlerini ve metabolik yollar1 tetikleyen 6zel
sensorler ve diizenleyici proteinler gerektirir. Ornegin cAMP/protein kinaz sistemi,
glikoz seviyelerindeki degisiklikleri tespit etmektedir (Ruijter and Visser 1997, Playford
et al. 2008).
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2.7 Aspergillus Tiirlerinin Neden Oldugu Hastaliklar

Aspergillus fumigatus, toprakta dogal bir yuva olarak yasayan saprofitik filamentli bir
mantardir. Ayrica, bu mantar bir insan firsat¢1 enfeksiyonu olabilir. Son yillarda,
Aspergillus tirleri, genellikle solunum sistemini etkileyen bir hastalik olan aspergilloza
yakalanma riskiyle birlikte bagisikligi baskilanmis insanlar i¢in en Oliimcil mantar
hastaliklarindan biri olarak ortaya ¢ikmistir (Dixon and Walsh 1992, Denning 1998,
Latgé 1999, Kogan et al. 2004).

Ucg tip Aspergilloz vardir: alerjik bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA), Aspergilloma

veya invaziv Aspergilloz (IA) formlart.

2.8 Alerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA)

A. fumigatus, alerjik akciger hastaliklarinin en siddetlilerinden biri olan alerjik
bronkopulmoner aspergilloza neden olmaktadir. Geleneksel astima benzer sekilde
mantara karst T hiicrelerinin immiinolojik yaniti mevcuttur (Patterson et al. 1982, Murali

et al. 1997).

Bu tip aspergilloz en yaygin olarak astim1 veya kistik fibrozu olan hastalarda bulunmakta
olup 6liimciil olan akciger tahribatina yol agabilir (Rosenberg et al. 1977, Patterson et al.

1982).

Daha hafif evrelerinde, ciddi solunum hasar1 olmayan bir astim hastalig1 gibi goriiniir. Bu
tiir bir hastalig1 teshis etmenin en zor yonlerinden biri, mantardan etkilenmeyen yaygin
asttim formlar1 ile Aspergillus'a bagimli form arasinda ayrim yapmaktir. Olagan tani
testleri, bir hastadan digerine ve hastaligin evresine bagli olarak degismektedir. Sonug
olarak, ABPA teshisi hala kisitli olup bu da tespit edilemeyen hastaliga ve "sessiz" ABPA
fikrine neden olmaktadir (Schonheyder ef al. 1988). ABPA'l1 hastalar genellikle mantar
Onleyici ilaglarla tedavi edilmelidir; en kotlii senaryoda, tedavi edilmeyen hastalar

solunum sistemi yetmezligi nedeniyle dlebilir (Latgé 1999).
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2.9 Aspergilloma

"Mantar topu" terimi yaygin olarak bu tiir aspergillozlar1 tanimlamak icin
kullanilmaktadir (Shibuya et al. 2006). Akcigerin kistik fibrozu veya TB enfeksiyonu
olan hastalar tipik hastalardir. Cogu durumda, aspergilloma, invaziv gelisme géstermeyen
kiigiik bir miselyum topudur. Bagisiklik sistemi baskilayici ilaglar veya hastalik
tarafindan tehlikeye atildiginda, hiflerin invaziv olmayan proliferasyonu, invaziv bir
aspergilloz tipine doniisebilmektedir (Shibuya er al. 2006). Mantar, bagisiklig1 yeterli
kisilerde istilac1 bir sekilde biiylime potansiyeline sahip olmadigi igin, istilact

aspergillozun yayilmasi olas1 degildir.

2.10 invaziv Aspergilloz (IA)

Aspergillus niger, hastaligin en siddetli formuna neden olmaktadir. Bu durumda, 6liim
oranlar1 % 30 ila % 90 arasinda degismekte olup hastalik, hayvanda istilaci mantar

gelisimi ile kendini gosterir. Dort kategoriye ayrilir:

e Akcigerlerin akut veya kronik aspergillozisi (Latgé 1999).

e AIDS hastalarinin trakeobronsit veya c¢esitli derecelerde mukoza veya kartelaj
invazyonu ve ayrica psddomembran gelisimi ile obstriiktif bronsiyal hastaliga sahip
olma olasilig1 daha yiiksektir (Nash et al. 1997).

e Invaziv akut rinosiniizit (Savage et al. 1997).

e Konagim beynine ve diger organlarina yayilmis bir hastalik (Ribaud et al. 1999).

Capraz gecisli BT taramalar1 veya mikroskopi gibi standart prosediirleri kullanarak IA'nin
erken asamalarinda bir enfeksiyonu tespit etmek son derece zordur. /nvaziv aspergillozun
semptomlart siklikla spesifik degildir. Sonug olarak, ¢esitli IA tiirlerini teshis etmek i¢in

daha 1yi bir teshis rejimi gereklidir (Latgé 1999, Dagenais and Keller 2009).
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2.11 Aspergillus Tiirlerinin Viriilans Faktorleri

A. fumigatus, konakgiya girmek ve kalan bagisiklik sistemini yenmek i¢in belirli nitelikler
gerektirmektedir  (Latgé 2001). Ozel biyosentetik yollarin  kullanilmasini
gerektirebilecek, besin acisindan smirlt bir ortamda gelisebilmelidir. A. fumigatusun
solunum epiteline yapigmasini saglayan adezinlerin olusumu, konakg1 i¢cinde gelisimin
baslamasinda 6nemli bir adimdir. Sonug olarak, conidia hiicre ylizeyindeki zarla iliskili
proteinlere baglanabilir. Hem sporlarin hiicre duvar1 hem de konakg1 proteinler arasindaki
bu etkilesimler spesifik veya spesifik olmayabilir. Fibrinojen, laminin, fibronektin veya
tip IV kollajen, mantar i¢in yaygin baglanma bolgeleridir (Gil et al. 1996, Penalver et al
1996).

Ic ve dis hiicre duvar1 katmanlari, karbonhidratlari, protein molekiillerini ve
glikoproteinleri icerebilen konak epitelinin proteinlerine yapisma icin etkilesim
kimyasallar1 veya molekiilleri icermektedir. A. fumigatus, kuru conidia'nin ylizey
tabakasinda bulunan ve hidrofobik proteinlere baglanmak i¢in diger mantar sporlarinda
da bulunabilen hidrofobinlere sahiptir. Tiim bu yapisikliklarin konakg¢idaki mantar
yapismasi i¢in ¢ok onemli goriinmesine ragmen, bunlarin patojeniteye katilimlar1 veya
katkilart bilinmemektedir (Thau et al. 1994). A. fumigates tiirlerinin hizli biiytime hizi,
termotolerans ve kiiciik konidial boyutu, onu verimli bir firsatci patojen yapan morfolojik
ve fizyolojik 6zelliklerden bazilaridir (Latgé 2001). Toksinler, enzimler, hiicre duvari

bilesenleri, pigmentasyon ve hemolizin, viriilansa katkida bulundugu bilinen ek faktorler

arasindadir (Wilson et al. 2002, Hohl and Feldmesser 2007) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 A. fumigatus'un 6zel yetenekler araciligiyla solunum epiteli ile etkilesimi
(Dagenais and Keller 2009)

2.12 Aspergilloz Teshisi icin Kullanilan Yoéntemler

[A'nin prognozu, ¢ogunlukla onu teshis etmek i¢in gecen siire, ayrica hastalarda eslik
eden hastaliklarin varligi, bir¢cok tibbi uzmanlik alaninda bilgi eksikligi ve normal
mikrobiyolojik testlerin yapilmamasi ile belirlenmektedir (Zmeili and Soubani 2007,
Chowdhary et al. 2017). Aspergillozun tanimlanmasi i¢in, 6zellikle yoksul tilkelerdeki
cogu klinik laboratuvar, dogrudan mikroskobik inceleme, histolojik analiz ve standart
mikrobiyolojik kiiltlirler gibi morfolojik 6zelliklere dayali geleneksel yontemler
kullanmaktadir. MALDITOF-MS (matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus
siiresi-kiitle spektrometrisi) yakin zamanda aspergilloz teshisini Onemli Ol¢iide

iyilestirmistir (Cassagne et al. 2016).

Kompleman fiksasyonu, immiinodifiizyon, birka¢ enzime bagli immiinosorbent testi
(ELISA) ve Western blot, mevcut serolojik teknikler arasindadir (Ramanan et al. 2017).
Aktif biiyiime sirasinda aspergilli tarafindan iiretilen bir mannan omurgasi iizerindeki
galaktofuranosil yan zincirlerinden olusan bir polisakkarit olan galaktomannan antijeni,

cogu ELISA testinin odak noktasidir. Niikleik asit amplifikasyon testi ise enfeksiyonlari
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erken asamada tespit etmek i¢in normal klinik laboratuvarlarda her giin kullanilabilen
basit, hizli, hassas ve kullanimi kolay bir teknolojidir (Arvanitis et al. 2014). Aspergillus
spp.'nin rDNA dahili kopyalanmis aralayici (ITS) bolgesini hedefleyen primerler, PCR
tabanli prosediirlerin ¢ogunda kullanilmakta olup tiirlerin karmasik diizeyinde
tanimlanmasina izin vermektedir. -tubulin (benA) veya kalmodulin (caM) genleri gibi
ikincil tanimlama belirtegleri, kompleks igindeki belirli tiirlerin tanimlanmasi i¢in siklikla
gereklidir (Pagano et al. 2005, Samson et al. 2014). Floresan etiketli problar, elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometrisi, yerinde hibridizasyon problar1 ve multipleks diziler,
aciklanan ek molekiiler tespit yaklasimlari arasindadir (Powers-Fletcher ve Hanson

2016).

Bildigimiz kadariyla, FDA tarafindan aspergilloz teshisi i¢in hicbir molekiiler test
onaylanmamistir. Tibbi goriintilleme, yukarida bahsedilen yaklasimlara ek olarak,
akciger enfeksiyonlarinin teshisinde ve tedaviye yamitin degerlendirilmesinde kritik

Ooneme sahiptir.

Bu yaklastimin sonuglari, diger teshis araclarinin sonuglariyla birlestirildiginde,
enfeksiyonu Ongorebilir ve bu nedenle, Ozellikle invaziv pulmoner aspergilloz
durumunda, invaziv pulmoner aspergillozun tani ve tedavisine yardimci olabilir.
Aspergillus tiirlerinin antifungal duyarlilik testleri i¢in bircok test mevcuttur. Altin
standart veya referans teknik, et suyu mikrodiliisyonudur (CLSI M38-EUCAST). Bu
yaklagim, ilag etkisini degerlendirmek ve sonug olarak, 6zellikle bagisiklig: baskilanmis
hastalarin tedavisini yonetmek icin kullanilabilir. Disk diflizyon testleri, Etest MIC strip
kitleri, floresanla aktive olan hiicre ayirma, Sensititre YeastOne kolorimetrik tahlil, MTT
boya tahlilleri ve dogrudan oksijen tiiketimi 6l¢limii, duyarlilik testi i¢in su anda mevcut
veya Onerilen tekniklerdir. Ayrica, geleneksel yaklasimlarla karsilastirildiginda,
lanosterol 14-demetilaz1 kodlayan cyp51A genindeki mutant bolgeleri hedefleyen
molekiiler araglar, azol ilaclarina kars1 kazanilmis direncin daha hizli ve daha dogru bir

sekilde degerlendirilmesini saglamaktadir (Taccone et al. 2015, Albarrag et al. 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde Aspergillus mantarlarinin izolasyonu ve teshisi amactyla kullanilan yontem
ve materyaller anlatilmakta, ardindan bu boliimde mantarin genetik teshisi amaciyla

kullanilan yontem, materyal ve cihazlar anlatilmaktadir.

3.1 Malzemeler

Asagidaki paragraflar ve tablolar, mantar calismasinda kullanilan materyalleri ve

cihazlar1 ve morfolojik ve genetik teshisi i¢in yontemleri aciklamaktadir.

3.1.1 Ekipman ve aparatlar

Bu ¢aligsma boyunca Cizelge 3.1°de gosterilen ekipman ve aparatlar kullanilmistir:

Cizelge 3.1 Ekipman ve cihazlar

Ekipmanlar Sirket Mensei
Otoklav Memmert Almanya
Su banyosu Memmert Almanya
Santrifiij Hettich Almanya
Derin dondurucu Sanyo Japonya
Isik mikroskobu Olympus Japonya
PH o6lger Crison Inslruments Ispanya

Gii¢ kaynagi Consort Almanya
Buzdolab1 Concord Liibnan

Hassas terazi Precisa Isvicre

Otomatik ¢oklu parametre Sysmex Japonya
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3.1.2 Kiiltiir medyasi

Kullanima hazir kiiltiir ortamlar1 Cizelge 3.2’de paylasiimistir.

Cizelge 3.2 Kiiltlir medyasi

Medya Sirket Mensei

Sabouraud dekstroz Agar Lab Birlesik Krallik
CZapek agar ortami Oxoid Birlesik Krallik
Maya 6zii medya Oxoid Birlesik Krallik
Patates dekstroz agar1 Oxoid Birlesik Krallik

3.2 Kiiltiir Besiyeri

Calismada 3 cgesit kiiltiir besiyeri kullanilmistir.

3.2.1 Patates dekstroz agar (PDA)

Besiyeri lreticinin talimatlarina gére 39 g beher 61 mL istile su i¢inde bir cam beher
icinde eritilip pH" ayarlandiktan sonra hacmi distile su ile 1 litreye tamamlanarak
hazirlanmigtir. 15 dakika sonra besiyeri biraz sogutuldu ve kiiltiire alinan 6rneklerde
bakteri iiremesini engellemek icin 250 mg/L oraninda antibiyotik Kloramfenikol

eklenmistir.

3.2.2 Ureagan

Ure besiyeri, iireticinin talimatlarina gore, 4.6 g besiyerinin 100 mL distile su i¢inde
coziilmesiyle hazirlanmis olup bir oksitleyici ile 121°C sicaklikta ve 15 dakika stireyle
sterilize edilmistir. 1,5 pound/in¢ basingta ve ortami sogumaya biraktiktan sonra steril
kosullarda 6nceden hazirlanmis % 4'liik 15 mL iire ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu ilaveden
sonra, ortamin renginin saridan pembeye degismesi iireaz iiretiminin kanitidir (Baron

1997).
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3.2.3 Sabouraud dekstroz agar

Bu besiyeri, iireticinin talimatlarina gére 10 g besiyerinin bir litre distile su i¢inde
¢cOziilmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra 121°C sicaklikta ve 15 dakika otoklavda sterilize
edilmis olup daha sonra besiyeri biraz sogutulmustur ve kiiltiire alinan 6rneklerde bakteri

tiremesini engellemek i¢in 200 mg/L miktarinda antibiyotik Kloramfenikol eklenmistir.

3.3 Cozeltiler ve Boyalar

Caligsma siiresince 4 ¢esit ¢cozelti ve boya kullanilmustir.

3.3.1 Potasyum hidroksit ¢ozeltisi %10 KOH

Bu ¢ozelti, 10 g potasyum hidroksitin 10 mL distile su i¢inde ¢ozlilmesi ve ardindan
¢Ozeltinin kristallesmemesi ve numunenin kurumamasi i¢in bir ml kolesterol eklenmesi
ile hazirlanmis olup daha sonra numune oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Bu ¢6ziim,

dogrudan mikroskopi amactyla kullanilmaktadir.

3.3.2 Laktofenol pamuk mavisi

Bu boya, 20 g kristalli fenoliin 20 mL laktik asit, 40 mL gliserol ve 20 mL damitilmis su
icinde ¢oziilmesi ve ardindan 0,075 g metilen mavisi boyasinin eklenmesiyle
hazirlanmistir. Bu boya, mikroskopi amaciyla mantarlar: boyamak ve stabilize etmek i¢in

kullanilmaktadir.

3.3.3 Red Safe boyasi

Bu leke bir stok soliisyonu olarak donatilmistir. Opak bir pakete konulmus olup oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. Kullanildiginda, bu boyanin bir miktar1 agaroz jele

eklenmistir.
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3.3.4 % 40 Ure c¢ozeltisi

Cozelti, 40 g iire tozunun 100 mL distile suda ¢oziilmesiyle hazirlanmis olup delikli 0,22
mikrometre ¢apinda mikro membran filtreler kullanilarak sterilize edilmis ve bu ¢ozelti

ire besiyerinin hazirlanmasinda kullanilmistir (Baron 1997).

3.4 Ornek Koleksiyon

Mantarlar, gogiis ve solunum yolu hastaliklari i¢in konsiiltasyon klinigine basvuran ve
uzun siiredir inat¢1 balgamin eslik ettigi 6kstiriigii olan ve tedaviye yanit vermeyen 181
hastadan izole edilmis 6rneklerdir. Sabah erken saatlerde agiz sterilize edilerek ve tuzlu
su ile gargara yapilarak toplamaya baslanmis olup her hastadan numune alinarak steril
cam siselere konulmustur. Mantar varligi icin ilk inceleme bir miktar potasyum hidroksit
%10 KOH kullanilarak direkt mikroskopi ile takip edilmis olup daha sonra, Sabouraud
dekstroz agar iceren steril plastik veya cam Petri kaplarinin ylizeyinden gegirilerek

Swablar kullanilarak kiiltiirlenmistir.

3.4.1 Dogrudan muayene

Numuneler mikroskobik bir slayt {izerine konulmus olup birka¢ damla %10 KOH
uygulanmistir (lamel eklenmis olup kaynama noktasinin hemen altinda hafif bir alev
tizerinde 1sitilmigtir). Mantarlar1 ve onlarin yedili hiflerini tespit etmek icin slayt, diisiik

giiclii 40x ve yliksek gli¢lii 100x hedefleri altinda goriintiilenmistir (Modler and Emmons
1977).

3.4.2 Ornek Kiiltiirleme

Balgam Ornekleri, bakteri liremesini baskilamak i¢in 0,04 mg/mL kloromfenikol
kullanilarak SDA {izerinde ekilmis olup ardindan 28°C ve 37°C'de 10 giin siireyle inkiibe

ve analiz edilmistir.
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3.4.3 Mantar izolatlarimin laboratuvar teshisi

Teshis, koloninin sekli, rengi, boyutu ve dokusu dahil olmak iizere kolonilerin fenotipik
Ozelliklerine dayaniyordu. Mikroskobik o6zelliklere gelince, mantar ipliginin seklini ve
rengini i¢eriyorlardi. Bu, bir cam slayt {izerinde steril bir vektor kullanilarak ve pamuk
mavisi laktofenol boya kullanilarak mantar kolonisinin bir kisminin aktarilmasiyla
yapilmis olup daha sonra goézlem i¢in mikroskop altinda miselyumun mikroskobik

Ozellikleri incelenmistir.

3.4.4 Scotch bant hazirhg:

Kiigiik bir parga seffaf yapiskan bant ile bir mikroskop lami yiizeyine bir damla lakto-
fenol pamuk mavisi uygulanmistir. Mikroskobik olarak, sporlarin sekli ve diizeni

arastirilmistir (Samson et al. 1994).

3.4.5 izolatlarin korunmasi

Izolatlarin saf kiiltiirleri, SDA ve PDA baslangi¢ ortaminda tutulmus olup gliserol ortamu,

siyah kiiltiirleme olarak 4°C'ye yerlestirilmistir.

3.5 Mantarlarin Viriilans Faktorlerini Saptamak i¢in Kullanilan Testler

Hemolizin testi, mantarlarin hemoliz yetenegini belirlemek i¢in kullanilmistir. Koyun
kani besiyeri kullanilmistir. SDA, PDA besiyerine, koyun besiyerine 7 mm ¢apinda ve 7
giinliik yastaki mantar kolonisinin kenarinin bir kismi yerlestirilmis olup 6rnekler bir
hafta siireyle inkiibe edilmistir. 5 giin ve 37°C sicaklikta, implantasyon bolgesi ¢evresinde

seffaf halelerin ortaya ¢ikmasi olumlu bir sonuctur.
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3.6 Genetik Calisma

Genetik calismanin amaci, Aspergillus mantarinda ITS1 bélgesinin dizilimini belirlemek
olup, DNA ekstraksiyonu siirecinde asagida anlatilanlara gore ve ardindan ITSI1

bolgesinin primeri kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6.1 Genomik DNA ekstraksiyonu

Aspergillus spp. kiiltiirler, oda sicakliginda (28+2°C) 5-7 giin boyunca 100 mL patates
dekstroz suyu iceren 250 mL'lik erlenlerde biiyiitiilmiistiir. Miselyum, siizme yoluyla

toplanmis olup daha sonra dondurularak kurutulmustur.

DNA, (Liu et al. 2000)’nun kullandig1 yontem izlenerek, dondurularak kurutulmus
miselyumdan ekstrakte edilmistir. DNA ekstraksiyon kiti (Quick DNA TM Fungal
Miniprep Kit) liretici tarafindan belirtilen ve tavsiye edilen prosediire gore kullanilmistir

(Liu et al. 2000).

3.6.2 Genomik DNA konsantrasyonunun tahmini

Sonraki uygulamalar i¢in numunelerin iyiligini tespit etmek amaciyla, ekstrakte edilen
DNA konsantrasyonunu tespit etmek i¢in Quantus Fluorometer kullanilmistir. 1 L DNA
icin 199 pL seyreltilmis Quant Flour Dye karistirilmistir. Oda sicaklifinda 5 dakikalik

inkiibasyonun ardindan DNA konsantrasyon degerleri tespit edilmistir.

3.6.3 Primer secimi

Aspergillus spp. (ITS1-ITS4) geni i¢in primerler Mohankumar et al. (2010)’a gore
secilmigtir. ITS1-ITS4 geninin primer dizisi ve iiriin boyutlar1 Cizelge 3.3, Cizelge 3.4 ve
Cizelge 3.5'te gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3 Aspergillus spp.'nin ITS geninin primer dizileri ve iiriin boyutlari

Primerin ad1

Primer dizisi

Uriin boyutu

ITS1 Forward

5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’

ITS4 Reverse 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’ ~600bp
Cizelge 3.4 ITS'yi tespit etmek i¢in Singleplex PCR programi
Bilesik Konsantrasyon Miktar (pL)
Ana Karisim X1 12,5
Forward primer 1 pm 1
Reverse primer 1 pm 1
Niikleaz igermeyen Su - 8,5
DNA 10 ng\uL 2
TOPLAM - 25

Cizelge 3.5 Aspergillus spp. izolatinin ITS genini saptamak i¢in Singleplex PCR

programi
NO. ADIMLAR SICAKLIK ZAMAN DONGU SAYISI
1 ik Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
2 Denatiirasyon 95°C 30 saniye
3 Baglanma 55°C 30 saniye 35
4 Uzama 72°C 45 saniye
5 Son Uzatma 72°C 7 dakika 1

TAE tamponu i¢inde %1,3'liikk bir agaroz jel iizerinde, PCR iirlinleri ayrilmis olup
etidyum bromiir ile boyanmistir ve UV 15181 altinda goriilmiistiir. Elde edilen {irtinlerin
boyutlar1 geleneksel 100 bp molekiiler belirteglerle karsilastirilarak, elde edilen 6gelerin
uzunluklar1 belirlenmistir. Niikleotid dizileri, AB1 13730XL® Terminator v3.1 dongiisii,
otomatik DNA kullanilarak dogrudan dizi i¢in Giliney Kore'de Macrogencompany ticari
olarak gerceklestirilmistir. Sonuglar, Gen Bankasinda bulunan tiirlerle karsilagtirilmistir.
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI), homoloji aragtirmasi i¢in kullanilacak temel

hizalama arama araci1 (BLAST) programini sunmustur.

Buna gére ve Gen Bankasi araciligiyla, izole edilmis diziler iki yolla analiz edilmistir. ilk
olarak, Clustal Omega yazilimi kullanilarak, gen bankasindaki ilk secenek ile 8 dizisi

karsilastirilmistir. ikinci yol, 5,8 ribozomal RNA geninin 21 rastgele secilmis dizisi ile
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ITS tam dizisi ve biiylik ribozomal RNA geninin dizisi, MH213344 dizisiyle genetik
olarak karsilastirmak i¢in kullanilmig olup yalnizca bir 6rnek NCBI'de yeniden baglatildi
seklinde belirlenmistir. Niikleik asit dizisinin ¢oklu hizalanmasi i¢in biyoinformatik
yazilimi (Bio edit siiriim 7.0.9) kullanilmistir. Homoloji matrisini ve filogenetik agaci
tiiretmek icin komsu birlestirme yontemi ve kiime algoritmasi programi (Bio edit siirim
7.0.9) ve daraltma filogenetik agaci araciligtyla MEGA 6 yazilimi kullanilmistir.
Filogenetik agaclarin bootstrap degerleri ile goriintiilenmesi i¢cin PHYLIP formati

kullanilmustir.

3.7 lstatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS 15.01 Sosyal Bilimler icin Istatistik Paketi ve Excel 2003
kullanilarak gergeklestirilmistir. Frekansh tablolar icin ki-kare testini ve ortalamalari ile
standart sapmalar1 olan tablolar i¢in bagimsiz 6rnek t testi kullanilmistir. Anlamlilik
kriteri olarak 0,05 P degeri kullanilmistir. Sonuglar i¢in tanimlayici istatistikler olarak

ortalama ve standart hata kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Enfekte Hastalarin Alt Solunum Yollarindan (LRT) Mantar izolasyonu

Mevcut arastirmada solunum yolu enfeksiyonu olan bireylerden balgam Ornekleri
alimmustir. 181 adet numune mikroskop altinda %10 KOH soliisyonu kullanilarak analiz
edilmis olup 92 numune pozitif, geri kalan 89 numune ise negatif bulunmustur (Cizelge
4.1). Hyphae ve dikotom, dallanma, konidial kafalar veya metula yoklugunda
phialidlerden basipetal zincirler olarak goriiliirken, konidia ve vezikiil zincirleri

dogrudan dogmustur.

Potasyum hidroksit alkali ¢ozeltileri (KOH) kullanildiginda mantar 6rnekleri degismeden
kalacak olup diger karisik bilesenlerden acike¢a ayirt edilebilecektir (Modler and Emmons

1977). Hem mikroskobik inceleme hem de kiiltlirleme yontemleri ayn1 sonucu vermistir.

Cizelge 4.1 Kabul edilen her iki tan1 prosediiriine gore kiiltiir pozitif ve negatif olgularin

dagilimi
Prosediirler Ornekler Pozitif drnekler
No. %
0 1 S
%10 KOH ile dogrudan 181 9 50.83
muayene
Kiiltiirleme Prosedurii 181 92 50,83

4.2 Enfeksiyonlarin Yasa Gore Dagilim

Cizelge 4.2 mantar enfeksiyonuna maruz kalan en yiiksek yas grubunun 41-50, en diisiik
yas grubunun ise 11-20 yas oldugunu gostermektedir. 30 ile 60 yas arasindaki yas
gruplar1 arasinda enfeksiyon oraninin yiiksek olmasinin nedeni, en ¢ok ¢alisan yas grubu
olmasi, en fazla liretim, hareketlilik ve farkli ¢evre kosullariyla ugragsmasi nedeniyle isin
dogasina baglanmaktadir. 60 yas iistii yas gruplarinda enfeksiyon nedenlerine gelince,
yaslilarda bagisikligin zayif olmasi, 30 yasin altindaki yas gruplarinda ise geng olmalari,
daha fazla enerjiye sahip olmalari, farkli sporlar yapmak ve bagisiklik sisteminin en gii¢lii

asamalarinda ve aktivitesinde olmasidir.
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Cizelge 4.2 Enfeksiyonlarin yas gruplarina gore dagilimi

ENFEKSIYON
YAS Erkek Kadin TOPLAM
Say1 % Say1 %
11-20 2 66,7 1 33,3 3 (%3,3)
21-30 4 66,7 2 33,3 6 (%6,5)
31-40 14 63,6 8 36,4 22 (%23.,9)
41-50 19 55,9 15 44,1 34 (%36,9)
51-60 10 58,9 7 41,1 17 (%18,6)
<61 5 50 5 50 10 (%10,3)
Toplam 54 (58.7) 38 (41,3) 92
CS=3,028 P Degeri=0,426

4.3 Mantar Tiirlerine gore LRT ile Enfekte Hastalardan Mantar izolasyonu

Aspergillus fumigatus ile enfeksiyon, tespit edilen en yiiksek kaydi temsil eden 38’ini (%
41,3) olusturmustur; bunu Cizelge 4.3'de gosterildigi gibi Aspergillus flavus 23 adet ile
(% 25) takip eder.

Cizelge 4.3 Pozitif sonuglarin Aspergillus cins ve tiirlerine gére dagilimi

Mantar Tiirleri Pozitif izolat Sayist
%0 Say1
A. fumigatus 41,3 38
A. flavus 25 23
A. niger 17,4 16
Aspergillus spp. 16,3 15
Toplam 100 92

Mevcut calismanin sonuclari, (Al-Ameri and Azeez 2005) sonuglariyla birlikte
Aspergillus ile en yiiksek enfeksiyon oraninin tip A. fumigatus i¢in oldugu konusunda
hemfikirdir. Aspergillus ile en yiiksek enfeksiyon yiizdesinin tip A. fumigatus'a (% 29,9)
ulastig1 belirtilirken, bunu A. niger (% 28,9) takip etmekte olup her bir A. flavus'un
enfeksiyon oranlariin oldugu tespit edilmistir. A. ferreus (% 18,69 ve % 12,14) ulagsmis

olup bu sonuglar mevcut ¢alismanin sonuglarina ¢ok benzerdir.

Mevcut calismanin sonuglart da (Wong ef al. 2021), solunum yolu enfeksiyonu olan

hastalarda Aspergillus ile en yiiksek enfeksiyon oraninin (%33,3) A. fumigatus igin
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oldugunu belirten bulgular ile uyumludur. Bunu % 16,7'ye varan enfeksiyon orani ile A.

niger izlemektedir.

4.4 LRT'li Enfekte Hastalarda Cinsiyete gore Kiif ve Maya Dagilimi

Ortalama olarak, 57 adet (% 58,7) erkek hasta, 35 adet (% 41,3) kadin hastaya gore 6nemli
Olciide daha biiyiik bir kiif ve maya dagilimina sahiptir (p<0,001) (Cizelge 4.4). A.
Sfumigatus'un 25 (% 65,8) adet erkek ve 13 (% 34,2) adet kadin; A. flavus'un 14 (% 60,9)
adet erkek ve 9 (% 39,1) adet kadin; A.niger'de 9 (% 56,3) adet erkek ve 7 (% 43,7) adet
kadin; Aspergillus spp. 9 (% 60) adet erkek ve 6 (% 40) adet kadin mevcuttur; Aspergillus
spp- 9 (% 60) adet erkek ve 6 (% 40) adet kadin mevcuttur.

Cizelge 4.4 Pozitif 6rneklerin, mantar izolatlarinin cinsiyete gore dagilimi

.. . Cinsiyet
Mantar tiirleri Erkek Y Kadin Toplam
A. fumigatus 25 (65,8) 13 (34,2) 38 (41,3)
A. flavus 14 (60,9) 9(39,1) 23 (25)
A. niger 9 (56,3) 7 (43,7) 16 (17,4)
Aspergillus spp. 9 (60) 6 (40) 15 (16,3)
Toplam 57 (58,7) 35 (41,3) 92 (100)

4.5 Mikroskopi ve Laboratuvar Teshisi

Ellis et al. (2011)’e gore SDA kiiltiir besiyeri 7 giin boyunca ve 30°C sicaklikta biiyiitme
amactyla kullanildiktan sonra izole edilen solunum kanserli hastalardan Ornekler

(balgam) teshis edilmistir.

4.5.1 Aspergillus fumigatus

Morfoloji incelemesi: SDA besiyerinde koloniler hizl1 biiyiimekte olup 6n yiizii mavimsi

yesil, kenarlar1 beyaz tiiylii, koloni yiizeyi piiriizsiiz toz, kars: taraf krem rengindeydi.
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Mikroskobik muayene: Mantar hifleri, septumlu, konidia kisa, armut bigimli
vezikiillerle ¢evrili tek bir villus tabakasi ve konidia kiiresel, konidyal basli tek sirali,
kolumnar, zincirli veya ayrilmis ve dagilmis konidilerdi. Tek veya ¢ift konidia maya

hiicrelerine benzeyebilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 A. fumigatus'un morfolojisi (solda) ve mikroskobik (sagda) 6zellikleri

4.5.2 Aspergillus niger

Morfoloji incelemesi ve mikroskobik muayene: Koloniler SDA besiyerinde hizli
biiyiimekte olup 0n taraf beyazdan sariya goriinmiis ve yasla birlikte siyaha donmiis olup

graniiler pamuk goriinlimiine sahipken, kars1 taraf beyazdir.

Septumlu fungal hifler, konidyumlar uzun, vezikiiller dairesel boyutta, villuslar radyal
olarak diizenlenmis olup konidyumlar yuvarlak ve koyu kahverengi renktedir. Konidyal
basli cift sirali, zincirler halinde veya ayrilmis ve dagilmis konidia yaymaktadir. Tek veya

cift konidia, sekildeki gibi maya hiicrelerine benzeyebilir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 A. niger'in morfolojisi (solda) ve mikroskobik (sagda) 6zellikleri

4.5.3 Aspergillus flavus

Morfoloji incelemesi ve mikroskobik muayene: A. flavus kolonileri, genellikle {ist
yiizeyde sarimsi-yesil sporlarin ve alt yiizeyde kirmizimsi-altin rengi toz kiitleleridir.

Biiyiime hizlidir ve koloniler tiiylii veya tozlu bir yapiya sahiptir.

A. conidiophores, renksiz, kalin duvarl, piiriizlii ve vezikiil igeren flavus izolatlart A
vezikiiliiniin formuna sahiptir. Flavus izolatlar kiiresel ila alt kiiresel sekillidir. Hiicreler
dogada tek sirali veya iki siralidir. Fialidler, iki sirali hiicrelerde sadece metulalar
iizerinde biliylimesine ragmen tek sirali hiicrelerde vezikiiller iizerinde biiylimemistir.
Metulalar ¢evrelenmis ve vezikiillerin yiizeyinden her yone dogru yayilmistir. Resimde

goriildiigi gibi, konidyum kiiresel, ince duvarli ve biraz piiriizliidiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 A. flavus'un morfolojisi (solda) ve mikroskobik (sagda) 6zellikleri

4.6 Viriilans Faktorleri

Viriilans faktorler iki baglik halinde ele alinmistir.

4.6.1 Ureaz iiretimi

Cizelge 4.5, tim Aspergillus izolatlarinin iireaz enzimi liretme kabiliyetini, ancak farkli
oranlarda gostermektedir. A. fumigatus % 100'liik bir oran géstermis olup bunu % 87,5'lik

bir oran ile A. niger izlemistir. Ureaz {iretiminin en diisiik yiizdesi Aspergillus spp. ile

olurken, % 73,3'e ulagmustur.

Cizelge 4.5 izole 6rneklerin iireaz enzimi {iretme yetenegi

Ureaz Uretimi

izole Pozitif Negatif Toplam
Say1 % Say1 %

A. fumigatus 38 100 0 0 38

A. flavus 20 86,9 3 13,1 23

A. niger 14 87,5 2 12,5 16

Aspergillus spp. 11 733 4 26,7 15

Toplam 83 (58.7) 9 @1.3) %)
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Mevcut calismanin sonuglari, ¢alisma sirasinda izole edilen tiirlerin ¢ogunun iireaz
tireticisi oldugunu ve tiim A. fumigatus ve A. flavus izolatlarinin lireaz iirettigini gosteren
(Zohri et al. 2017) ¢alismasiyla uyumlu olup A. niger tipi, lireaz sonuglarinin ylizdesi
agisindan izlenmistir. Insan viicudunda farkl1 hastaliklara neden olan bir¢cok mikrop, iireyi
amonyak ve karbamik aside doniistiiren lireaz enzimini iretip salgilayarak, iireyi azot
kaynagi olarak kullanma yetenegine sahip olup bu da kendiliginden amonyak olusturmak

lizere ayrismaktadir (Julian et al. 2014).

4.6.2 Hemolizin iiretimi

Cizelge 4.6, tim Aspergillus izolatlariin farkli oranlarda hemolizin enzimi {iretme
kabiliyetini gostermektedir. A. fumigatus % 97,4'lik bir yiizde gdstermis olup bunu %
91,3'liik bir yiizde ile A. flavus izlemistir. En diisiik hemolizin tiretim ylizdesi Aspergillus
spp. ile olurken, sekilde gortildiigi gibi % 66,7'ye ulasmistir.

Cizelge 4.6 izole 6rneklerin hemolizin {iretme yetenegi

Hemolizin iiretimi
izole Pozitif Negatif Toplam
Say1 %0 Say1 %0
A. fumigatus 37 97,4 1 2,6 38
A. flavus 21 91,3 2 8,7 23
A. niger 12 75 4 25 16
Aspergillus spp. 10 66,7 5 33,3 15
Toplam 80 (58,7) 12 (41,3) 92

Bazi mantarlarin in vitro hemoliz kapasitesi, enzimler veya zehirler gibi dokulara zarar
verebilen ve insanlarda ¢esitli hastaliklara neden olabilen viriilans faktorlerinin varligini
aciklayabilir (AL-Hamdani et al. 2007). Hemoliz, bakterilerin eritrosit parcalayici
enzimler olan hemolizinler yoluyla kirmizi kan hiicrelerini pargalama kapasitesidir. Bazi
bakteriler, kanli agar kolonilerinde kiiltiirlendiklerinde hemoliz olusturma yeteneklerine
gore siniflandirilmaktadir. Kan hemoliz tespiti i¢in bakteri liremesi i¢in bir kiiltiir ortam1
ve kiiltiir ortam1 takviyesi olarak bir kan temini gereklidir. Hemoliz elde etmek i¢in kan

bazli agar yerine hazirlanmis besiyeri kullanilmis veya kanla desteklenmistir.
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Mevcut caligmanin sonuglari, koyun kani besiyerinde yetistirilen tim A. fumigatus
izolatlarinin hemolizin iirettigini dogrulayan (Zarrin and Ganj 2019) calismasiyla ayni
fikirde olup bu, ayn1 calismada genin bimolekiiler tespiti ile dogrulanmistir. Farkli bir
calismada, (Mezher and Bandar 2015), A. fumigatus'un % 62,5 oraninda hemolizin
tirettigini belirtmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Aspergillus'un hemoliz testi sonuglar

4.7 Genetik Calisma

Genetik calisma iki baslik altinda yapilmistir.

4.7.1 DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu

Mantar biiylimesi, tek bir agar plakasinin yiizeyinden dnceden sogutulmus (-20°C) steril
seramik havana aktarilmis olup sivi nitrojen eklenmis ve karisim steril bir seramik havan
tokmagi ile ince bir toz halinde ezilmistir. Tozu siispanse etmek i¢in, RNaz (200 mg/mL;
Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo.) iceren iki mililitre G-2 tamponu (Genomic
DNA tampon seti; Qiagen, Valencia, CA) ilave edilmis olup siispansiyon temiz bir deney

tiiptine aktarilmistir. Siispansiyona toplam 45 mikrolitre proteinaz K soliisyonu (20
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mg/mL stok soliisyonu; Sigma) ilave edilmis olup daha sonra ara sira ¢alkalanarak
58°C'de 3 saat inkiibe edilmistir. Cozelti 21,500/g'de 10 dakika santrifiijlenmis olup
siipernatan temiz bir test tiipiine aktarilmistir ve DNA oOziitlenmis olup {ireticinin
yonlendirdigi sekilde Qiagen's Genomictip 20/G kolonlar1 kullanilarak saflagtirilmistir.
Elute edilen DNA, daha sonra normal izopropanol ve etanol teknikleri kullanilarak
cokeltilen iki buguk mikrolitre glikojen soliisyonu (20 mg/mL; Gentra Systems,
Minneapolis, Minn.) ile islenmistir. DNA, 60 mL. DNA rehidrasyon tamponu (Gentra
Systems' PureGene kiti) i¢inde yeniden hidratlanmis olup ihtiya¢ duyulana kadar —
20°C'de tutulmustur.

Aspergillus'un bu amacg icin 6zel ekipman kullanilarak cikarimi ve agaroz jel ile
elektroforez ve gilivenli kirmizi boya kullanilarak tespiti ve ultraviyole 1sinlar1 altinda

inceleme sonugclari, bir molekiiler boyutun oldugu esnada nasil oldugunu gostermistir.

Aspergillus'un yerel izolatlarindan saflastirilmis DNA'y1 teshis etmek amaciyla, bu
bolgedeki (5,8S) farkli mantar izolatlari ile ile ITS1'i Aspergillus izolatlar1 arasindaki
genetik verileri incelemek i¢in onaylanmis bir taksonomik ve genetik indeks olarak ITS1
hedef bolgesini amplifiye etmek icin global primerler kabul edilmistir. PCR iiriinleri,
Sekil 4.5°te gosterildigi gibi deki gibi tiim 6rnekler i¢in 550 baz c¢ifti uzunlugundadir.
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000be
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Sekil 4.5 75 dakikalik bir siire boyunca 5 vol/cm oraninda %1,5 Agaroz jel lizerindeki
izolatlardan ekstrakte edilen ITS1 gen bolgesinin PCR {iriinlerinin elektroforez
sonuglari

Bu sonucun ortaya ¢ikmasi, bir primerin ribozomal rDNA kromozomunun hedef bolgesi
(5,8S) ITS1'1 biiylitmedeki basarisinin kanitidir. Ribozomal rDNA kromozomunun ITS1'i
ve bu, mantar izolatlarinin DNA'sinda bunlar1 tamamlayabilen azotlu baz dizisinde ortak
ve benzer dizilerin varliginin bir sonucu olarak bir molekiiler agirlikli demetlerin
goriinlimiine yansimistir. Primerler ve monomerler arasindaki etkilesim, benzer boyutta
DNA paketlerinin liretilmesine neden olmustur. Bu sonuglar, yakindan iligkili Aspergillus
tiirleri arasindaki taniya ve aralarindaki ayrimlara dogrudan katkida bulunmakta olup bu
tani, ayni cinsin farkli tlirlerinin erken tanisinda tibbi 6neme sahiptir (Sambrook et al.

1989).
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4.7.2 Replikasyon sonucu elde edilen iiriinlerin azotlu bazlarinin analiz ve tayin

sonuclari

Bu ¢alisma, akciger enfeksiyonlarina neden olan asperjili daha kesin ve hizli bir sekilde
incelemek i¢in molekiiler tanimlama yontemlerinin (ITS bolgeleri) geleneksel
mikrobiyolojik yontemlere gore yararliligini arastirmigtir. Morfolojik tanimlamayi
yeniden uyumlu hale getirmek i¢in genel olarak tiim izolatlar i¢in ITS dizilerinin kritik
incelemeleri yapilmistir. Ayrica, ITS analizi ile ortaya ¢ikarilan nadir tiirler, ek gen
lokuslarinin ayrintili bir incelemesi ile dogrulanmistir. Klinik laboratuvarlarda molekiiler
analiz yapilmamasina ragmen, Aspergillus'un alt tiirleri arasinda ayrim yapmanin
zorlugu, aralarindaki biiylik benzerlik nedeniyle tanida sik sik hatalara yol actigr igin
mutlaka bagvurulmalidir (Balajee er al. 2005). Bu arastirmadaki ITS bolge 1 ve 2 tabanl
analizler, A. fumigatus'un Onemli tlirler arasi benzerlik sergiledigini ve bu izolatin
dizisinin Avustralya'daki bir klinik kaynaktan izole edilen A. fumigatus WM 06,99 susu
ile %100 6zdeslige sahip oldugunu ortaya koymustur (Genbank'tan yayinlanmamis
veriler). Kanbe et al. (2002), DNA topoizomeraz II genini kullanarak A. flavus, A.
fumigatus, A. niger, A. nidulans ve A. terreus dahil olmak iizere tibbi agidan énemli beg
Aspergillus tiirtinii tanimlamak icin c¢esitli 6zel primerler kullanarak i¢ ice PCR
kullanmistir. Bu tiir tanimlama yontemleri, akciger enfeksiyonlariin cogunlugu da dahil
olmak iizere daha genis bir tiir g¢esitliliginin saptanmasina olanak tanmaktadir. Bu
arastirmalar, basitlestirilmis PCR kitlerinin, laboratuvarda akciger enfeksiyonlarini
belirlemek i¢in ¢ok hassas ve spesifik teshis yetenekleri saglayabilecegini gostermistir.
Gergek zamanli PCR bu durumda da faydali olabilir (Goebes et al. 2007). Bununla
birlikte, PCR tabanli tekniklerin genel olarak benimsenmesinin 6niindeki baslica engeller,
her ikisi de kritik ve geleneksel kiiltiir tabanli yaklagimlardan daha yiiksek olan beceri ve

masraftir.

Ayr1 PCR reaksiyonlari ve tiire 6zgii primerlerle nested PCR, A. flavus, A. fumigatus ve
A. niger dahil olmak iizere ii¢ birincil insan patojenik Aspergillus tiirli i¢cin baska bir
aragtirmada belgelenmis olup daha sonra, PCR reaksiyonlarini ve i¢ ice PCR'yi tiire 6zgii
primerlerle ayrilmistir (Sugita ef al. 2004). De Aguirre et al. (2004) tibbi acidan dnemli
yedi Aspergillus tiiriinii ayirt etmek i¢in rDNA'nin ITS2 bélgesine yonlendirilmis DNA
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problarini etkili bir sekilde olusturmustur. A. fumigatus, A. Nidulans, A. niger, A. Terreus,
A.ustus ve A. Versicolor birbirinden ve diger firsat¢1 kiif ve mayalardan PCR-enzim

immunoassay bazli amplifikasyon ve tespit teknigi kullanilmistir.

Bagyalakshmi et al. (2008) A. niger okiiler izolatlariin genetik benzerliklerini
arastirmiglardir. Flavus'un ITS bolgesinin PCR-RFLP ve DNA dizilimi, inversiyonlar ve
ikameler nedeniyle yeni bir niikleotit polimorfizm modelinin yani sira tek niikleotit
degisiklikleri veya insersiyon ve delesyonlara baglh kisa dizi cesitliligini ortaya

cikarmustr.

Elektroforez ve dizi hizalamadan sonra A. flavus izolati i¢in molekiiler saptama sonuglari,
bu genlerin iki katina ¢ikarilmasi ve primerin DNA sablonunun tamamlayici dizisine
baglanmasi ve ITS1 primerlerini kullanan DNA zincir reaksiyonunun, DNA sablonunun
tamamlayici dizisine baglandigin1 ve molekiil boyutunun 550bg¢'ye bagh olarak tahmin
edildigini ortaya koymustur. Aynmi jel iizerinde ve ayni kosullar altinda DNA
elektroforezi, bu genlerin iki katina ¢ikarilmasi ve primerin tamamlayic1 diziye
baglanmas1 silirecinden kaynaklanan ITS1 primerleri kullanilarak DNA  zincir
reaksiyonunu gostermistir. Sus tespiti i¢in de evrimsel sinirlamalarin bir sonucu olarak
tamamen degismeyebilir ve tiirleri ve suslar1 biliylik bir hassasiyetle ayirt etmek i¢in

kullanilabilir (Stoll ez al. 2003, Stoll et al. 2005).

Ribozomal gen S18'deki ITS bolgesi i¢in niikleotit dizisi, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi NCBI'deki diger sus iizerindeki niikleotit dizisi verileriyle karsilagtirilmis olup
Gen Bankasi bulgulari, BLAST programi kullanilarak izolat i¢in yiizde 98 oraninda bir
eslesme gostermistir. Mevcut calismada A. niger 3,4 tiiri, MK263026.1 numarali gen
bankasinda kaydedilen A. niger izolatlar1 ile benzerlik gostermistir. A. flavus 5,6
izolatlari, gen bankasinda MN856403.1 numarasiyla kaydedilen Irak'taki A. flavus
izolatlarininki ile % 99 oraninda ¢aligilan bolgelerde genin azotlu bazlarinin sekansina

sahiptir.

Mevcut calismada A. fumigatus 11, 12 tiirleri, gen bankasinda MKO070012,1 No ile

kaydedilen A. fumigatus izolatlar1 ile %97 benzerlik gostermistir. Mevcut caligmada A.
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fumigatus 13, 14, MN634626,1 numarali gen bankasinda kaydedilen A. fumigatus

izolatlar1 ile benzerlik oran1 % 97 olarak bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Bu calismada izole edilen Aspergillus izolatlarinin azotlu bazlarinin, Ulusal

Biyosaflagtirma Bilgi Merkezi NCBI'de kayith ayni mantarin diger
izolatlar1 ile sekans benzerlik oraninin karsilastirilmasi ve izolatlarda
varyasyon ve mutasyonlarin meydana gelmesi

Gen: 18s Ribozomal Rna Geni
No. Ikame Tiirii | Konum | Niikleotid K:;?;i?:;;g?h Kaynak Kimlikler
ASF Transisyon 470 G\C ID: MK263026.1 A. niger’ 99%
ASR Transisyon 470 C\G ID: MK263026.1 A. niger* 99%
A6F Transisyon 43 G\T ID: MN856403.1 A. flavus’ 99%
A6R Transisyon 43 C\A ID: MN856403.1 A. flavus® 99%
Transisyon 99 G\A
Transisyon 113 C\G
Transisyon 118 T\A
Transversiyon 125 A\G
Transisyon 155 A\T
Transversiyon 171 A\G A.
AllF - ID: MK070012.1 . " 97%
Transisyon 201 G\C Jumigatus
Transversiyon 217 G\A
Transversiyon 378 G\A
Transversiyon 380 A\G
Transisyon 384 C\G
Transversiyon 385 A\G
Transversiyon 385 T\C
Transisyon 384 G\C
Transversiyon 380 T\C
Transversiyon 378 C\T
Transversiyon 217 C\T
AlIR |—ransisyon | 201 G| 1. MK070012.1 A 97
Transversiyon 171 T\C fumigatus
Transisyon 155 T\A
Transversiyon 125 T\C
Transisyon 118 A\T
Transisyon 113 G\C
Transisyon 99 C\T
Transisyon 501 A A.
A12F : ID: MN634626.1 . 13 99%
Transisyon 519 G\C fumigatus
Transisyon 519 C\G A.
Al12R ID: MN634626.1 ; ! 99%
Transisyon 501 A\T fumigatus
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Ayrica, Cizelge 4.7 araciliiyla mevcut ¢aligmaya dahil edilen tiirler i¢in iki tip mutasyon
(gecis ve transversiyon) bulunmustur. Bu mutasyonlar, nitrojenli bir salonun baska bir

nitrojen bazini1 doniistiirdiigii farkli lokasyonlarda meydana gelmis olup bu tipler:

A. niger3'e gelince, 470 bolgesinde, guaninin azotlu baz sitozin ile degistirildigi tek bir
transversiyon mutasyonu meydana gelmistir. A. niger4, sitozinin azotlu baz guanin ile
ikame edildigi 470 bolgesinde tek bir transversiyon mutasyonuna sahiptir. A. flavusS'e
gelince, sitozinin azotlu baz guanin ile degistirildigi 43. bolgede tek bir transversiyon
mutasyonu meydana gelmistir. A. flavus6, azotlu baz timin yerine guaninin ikame edildigi

43. pozisyonda tek bir transversiyon mutasyonuna sahiptir.

A. fumigatus11'e gelince, altisi transisyon tipinde olmak {izere, adenin'in nitrojenli baz
guanin ile degistirildigi 125 bolgelerinde ve adeninin nitrojenli baz guaninle degistirildigi
171 bolgesinde on iki mutasyon meydana gelmis olup guaninin azotlu baz adenin ile
degistirildigi 217 noktasinda ve adeninin azotlu bazla degistirildigi 378. bolgede, ve 380.
bolge burada adenin azotlu baz guanin ile degistirilmis olup 385. bolge, burada adenin

azotlu baz guanin ile degistirilmistir.

A. fumigatus13 igin, tiaminin nitrojenli baz sitozin ile degistirildigi 501 bolgesinde ve
nitrojenli baz sitozin yerine guaninin ikame edildigi 519 bolgesinde bir ¢ift transversiyon
mutasyonu meydana gelmistir. A. fumigatusl4'e gelince, sitozinin nitrojenli baz guanin
ile degistirildigi 519 bolgesinde ve nitrojenli baz tiamin yerine adenin ikame edildigi 501

bolgesinde bir ¢ift transversiyon mutasyonu meydana gelmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Solunum sistemi enfeksiyonu olan hastalarda yiiriitiilen calismada 181 6rnek (balgam)
%10'luk KOH soliisyonu kullanilarak mikroskop altinda incelenmis olup 92 6rnek pozitif,
89 ornek negatif ¢ikmistir. Sonuglar, mantar enfeksiyonuna en ¢ok maruz kalan yas
grubunun, daha geng yas gruplarina kiyasla diisiik bagisiklik seviyeleri nedeniyle 41 — 50
yas arasinda degistigini gOstermistir. Aspergillus fumigatus'un neden oldugu
yaralanmalar toplam yaralanmalarin 38 adedini (% 41,3) olusturmakta olup bu simdiye
kadar kaydedilen en yiiksek sayidir. Ortalama olarak, 54 adet erkek hasta (% 58,7), 38
adet kadin hastadan (p=0,001) (% 41,3) 6nemli dl¢lide daha fazla kiif ve maya dagilimina
sahiptir. Polimerizasyon tirlinlerinin, ITS1 geninin tiim demetleri i¢in tek bir molekiiler
boyuta (550) sahip oldugu gozlenmistir. Zohri et al. (2017), A. niger ig¢in lreaz
sonuglarinin yiizdesini izlemistir. Insan viicudunda cesitli hastaliklara neden olan birgok
mikrop, lireyi amonyak ve karbamik aside doniistiiren {ireaz enzimini iiretmekte olup
salgilamaktadir. Al-Hamdani er al. (2007), 181 o6rnek mikroskop altinda %10 KOH

cozeltisi ile incelenmis olup 92 6rnek pozitif, 89 drnek ise negatif bulunmustur.

5.2 Oneriler

Ulagilan sonuglar 1s18inda bu calisma, 6zellikle solunum sistemi ve diger viicut
sistemlerinde tehlikeli hasarlarin ana nedeni olarak kabul edilen Aspergillus
mantarlarinda viriilans faktorlerinden sorumlu birka¢ gendeki olasi mutasyonlarin genel
olarak incelenmesini Onermektedir. Mevcut ¢aligma ayrica, solunum yolu
enfeksiyonlarindan izole edilen bakteri ve mayalarin, 6zellikle akis pompalarini kodlayan
antibiyotiklere direncinin artmasinin nedenlerini tespit etmek i¢in c¢esitli ¢alismalarin
yapilmasint 6nermektedir, cilinkii tehlikeli virlilans faktorlerine sahip daha tehlikeli
suslarin antibiyotik direncindeki artig, gelisme nedeniyle insan hayati i¢in ciddi tehlike
olusturmaktadir. Ayrica, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu teknigini
benimseyerek antibiyotik diren¢ genlerinin gen ekspresyonunu arastirmaktadir. Sonug

olarak, mevcut caligsma, sitokinler bagisiklik sisteminin ana itici giici oldugundan ve
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diisiik seviyeleri oldugundan, viicudu mantarlara ve diger mikroorganizmalara karsi
savunmadaki 6dnemleri goz oniine alindiginda, mantar solunum yolu enfeksiyonlarindan
muzdarip hastalarda baz1 sitokinlerin konsantrasyonlarinin tahmin edilmesini
onermektedir. Insanlar mikroorganizmalarla enfekte oldugunda, bagisikligin azalmas ve

dolayistyla hayati tehlike anlamina gelen risk altindadir.
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