T.C
MANISA CELAL BAYAR UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

y

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI
TEMEL VE ENDUSTRIYEL MiKROBIYOLOJI BILiM DALI

BiNA DISI HAVADAN iZOLE EDILEN
MIKROFUNGUSLARIN HEMOLITIK VE
ENZIMATIK AKTIVITELERI YONUNDEN

ARASTIRILMASI

Gunay GASIMOVA

Damisman
Prof. Dr. Fatih KALYONCU
Dr. Emine ALTINKAYA

MANISA- 2025



TAAHHUTNAME
Bu tezin Manisa Celal Bayar Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Biyoloji Ana
Bilim Dalinda akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigin1 ve kullanilan tiim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini, tamamen kendi ¢aligmam
oldugunu, her alintiya kaynak gosterdigimi, tezin yaziminda akademik ve etik

kurallara aykir1 herhangi bir yapay zeka ve program kullanmadigimi beyan ederim.
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Yiiksek Lisans Tezi
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Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Fatih KALYONCU

ikinci Damsman: Dr. Emine ALTINKAYA

Bu calisma ile Manisa Ili, Yunusemre ilgesindeki bes istasyondan bina dis
havasal mikrofungus izolasyonu yapilarak, bu funguslarin tanimlanmasi, ti¢ farklh
enzim agisindan taranmast ve hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.
Mikrofungus izolasyonu 2023 yili Ekim ayi1 ile 2024 yili Temmuz aylar1 arasinda
gravimetrik yontem ile gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda 200 petri kabinda
toplam 4694 mikrofungus kolonisi sayilmis, tanimlama islemleri neticesinde de 9
genusa ait 20 tiir teshis edilmistir. Tespit edilen tiir sayilarinin ¢okluguna gore ilk dort
genus sirasiyla Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Cladosporium dur.

Izolasyonu yapilan mikrofunguslar amilaz, lipaz ve proteaz enzimlerini iiretme
potansiyellerini belirlemek ic¢in petri kabinda tarama testlerine tabi tutulmuslardir.
Ayrica 6nemli bir viriilans faktorii olan hemolitik aktivite yoniinden de kanli agar
besiyerinde gelisimleri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Manisa, mikrofungus, hemolitik aktivite, amilaz, lipaz, proteaz
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This study aimed to isolate indoor airborne microfungi from five stations in
Manisa Yunusemre district, identify these fungi, screen them for three different
enzymes, and determine their hemolytic activity. The microfungal isolation was
carried out using the gravimetric method between October 2023 and July 2024. A total
of 4694 microfungal colonies were counted in 200 petri dishes, and 20 species
belonging to nine genera were identified as a result of the identification. The top four
genera identified by the highest number of species were Aspergillus, Penicillium,
Alternaria, and Cladosporium, respectively.

The isolated microfungi were subjected to screening tests in petri dishes to
determine their potential to produce amylase, lipase, and protease enzymes. Their
growth was also examined on blood agar for hemolytic activity, an important virulence
factor.

Keywords: Manisa, microfungi, hemolytic activity, amylase, lipase, protease
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1. GIRIiS

Funguslarla insanlarin etkilesimi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir.
Mikroskopun kesfi ile bilim insanlar1 funguslarim morfolojik yapilar1 ve gelisimleri
hakkinda bir ¢ok bilgi elde etmiglerdir. Genel olarak 1.500.000 fungus tiiriiniin
bulundugu diisiiniilmesine ragmen sadece 120.000 kadarinin kesfedildigi ve
tanimlamasinin yapildigi bilinen bir gergektir. Bu durum fungal alemin, canli alemleri
arasinda en az kesfedileni oldugunu gostermektedir (Webster, 2006). Funguslar
kozmopolit organizmalardir ve diinya iizerindeki tim iklim kusaklarinda cesitli

substratlar iizerinde bulunmaktadirlar (Kirtsideli et al. 2017).

Diinya atmosferi gazlarin yani sira, polenler, fungal sporlar, bakteri ve viriisler
de dahil c¢esitli mikroorganizmalara ev sahipligi yapmaktadir (Bhattacharjee et al.
2012). Mikroorganizmalarin bir yerden bagka bir yere tasinmasi i¢in en 6nemli arag
havadir (Atik ve Tamer, 1994). 1860’11 yillarda Pastor’iin, mikroorganizmalarin
cansiz maddelerden kendiliginden olustugu fikrini reddeden deneyleri, atmosferde
mikroorganizmalarin varligini ortaya koymustur. Havadaki mikroorganizmalarin

cesitliligi ve konsantrasyonu konum ve rakimla baglantilidir (Smith et al. 2009).

Funguslarin hava igerisinde yasamlarini siirdiirebilmelerini hidrofobin olarak
isimlendirilen proteinler saglamaktadir ve bunlarin yirmiye yakii tanimlanmustir.
Hidrofobinler, funguslarin biinyelerinde bulunan suyu koruyarak dis ortam havasi ile
funguslar arasindaki nem dengesini saglamaktadirlar (Talbot, 1997). Atmosferde
bulunan fungal partikiiller hava ile taginarak bitkiler tizerinde ¢esitli hastaliklara sebep
olabilirler, ayn1 zamanda solunum yolu ile insan ve hayvanlarin biinyesine alinirlar
(Burik and Magee, 2001). D1s ortamda bulunan funguslar hava akimu ile bina igerisine
tasinirlar (Chao, 2002). Giinliikk 1s1 degisimleri i¢ ve dis mekan havasindaki
mikrofungus miktarini etkileyen faktorlerden biridir. Funguslara ait goriilme sikligi
cinsler arasinda farklilik gosterir. Havada Cladosporium konidileri giindiiz saatlerinde,
Sporobolomyces ve Epicoccum konidileri ise aksam saatlerinde daha ¢ok bulunur.
Alternaria, Penicillium, Nigrospora, Curvularia ise giindiiz dis ortamlarda c¢ok
rastlanir. Aspergillus ve Penicillium cinsine ait olan tiirler genellikle Mart ve Kasim
aylarinda atmosferde maksimum yogunluga ulasirlar. Ayn1 zamanda dogal giibreler

icerisinde sik¢a rastlanan Aspergillus glaucus, A. clavatus, A. flavus gibi



mikrofunguslar saks1 topraginda gelisim gdsterir, bina i¢i atmosfere geger ve yogun

bir kirlilik olusturabilirler (Ozyaral, 2003).

Funguslar bina igerisine girdikten sonra kolayca cogalabilecekleri degisik
ortamlara yerlesirler. Ortamda sicaklik, nem ve besin kaynagi olmasi1 mikrofunguslarin
iireyebilmesi i¢in uygun kosullar1 saglar. Ozellikle nemli duvarlar, karanlik koseler,
banyo dolaplari, kaplama malzemeleri, duvar kagitlari, ahsap kaplama ve dosemeler
gibi malzemeler funguslarm gelisebilecegi ortamlardir (Morey, 2007). I¢ mekan
havasinin mikobiyotasi, neredeyse her bina ve tesiste biyoaerosollerin énemli bir
parcasidir ve hem bina yapisinin bozulmasmi hem de insan saghgini etkileyebilir
(Gravesen, 1979). Funguslar tarafindan tiretilen ugucu organik bilesikler (VOC’s)
yasam alanlarinin hava kalitesini olumsuz etkilemektedirler (Fischer and Dott, 2003).
Ugucu organik bilesiklerin neden oldugu fungus kokusu insanlarda “istenmeyen kotii
koku sendromu” nun (kakosmi) gelismesine neden olmakta ve ayni1 zamanda kronik
yorgunluk ve isteksizlik goriilmektedir (Ozyaral, 2003). Fungal ajanlarm insan
saglhigina etki yollar1 ii¢ ana baglk altinda siniflandirilmaktadir. S6z konusu etkiler,
enfeksiyon gelisimi, alerjik duyarlilik ve toksisitedir. inhalasyon ile akciger dokusuna
kadar ilerleyen fungal sporlar, elverisli ortamlarda kolonize olarak aspergillozis ya da
mukormikozis benzeri hastalik tablolarina neden olabilmektedir (Burik and Magee,
2001). Alerjik Bronkopulmoner Aspergillozis (ABPA), Aspergillus fumigatus’un
sebep oldugu ve diinyada 4 milyondan fazla insani etkisi altina alan bir akciger
hastaligidir. 4. fumigatus sporlarinin boyutlar1 2,0-3,0 um arasinda degisiklik
gosterdigi i¢in sporlar kolayca taginabilirler. Ayrica, A. fumigatus kolay ve hizli ireme
kapasitesine sahip olmasindan dolay1 insan solunum yolu her zaman ABPA

enfeksiyonuna agik durumdadir (Latgé, J. P, 2001).

Alerjik hastaliklar toplumda her yas grubundan ¢ok sayida kisiyi etkileyen ve
zaman icerisinde hasta sayisinda ciddi artis gosteren 6nemli bir saglik problemidir.
Sanayilesmenin hizlanmasiyla birlikte atmosfer kirliligi de artis gdstermis ve bu da
allerjik hastaliklarin diinya ilizerinde artis gostermesine sebebiyet vermistir. Alerji,
genetik yolla aktarilir ve bir ¢cok ¢evresel faktoriin etkisi altinda ortaya ¢ikabilir. En
onemli biyolojik faktorler arasinda akarlar, polenler, fungus sporlar1 bulunmaktadir.
Funguslara kars1 alerjik reaksiyonlarm sik goriilmesinin baglica sebebi insanlarin
yasadig1 mekanlarda fungus yogunlugunun artisidir. Solunum havasmm 1 m*’iinde

106 oraninda fungus bulunmasi insanlarda ekstra rahatsizliklarin goriilmesine neden



olmaktadir (Asan et al., 2002). Yeryiiziinde alerjen 6zellik gosteren yaklasik 50 fungus
cinsine atmosferik orneklemelerde siklikla rastlandigi bildirilmistir. Bu grupta
Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Ganoderma, Mucor,
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma ve Ulocladium gibi cinsler 6ne g¢ikmaktadir.
Tiirkiye’de gerceklestirilen ¢aligmalarda ise; Adana’da 34, Samsun’da 29, Kastamonu
ve Ankara’da 35 farkli alerjen fungus cinsinin atmosferde varligi saptanmistir. Bu
tespitlerde ozellikle Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Nigrospora, Periconia ve

Sporormiella gibi tiirler daha yaygin olarak kaydedilmistir. (Ceter et al., 2008).

Fungal duyarliligi olan alerji hastalarinda cesitli klinik semptomlar rapor
edilmistir. Bu hastalarin 6nemli bir boliimiinde kas agrilar1 (%71), halsizlik ve asir1
yorgunluk (%70), biligsel islev bozukluklar1 (%67), siniizit ve bas agris1 (%65) gibi
sikayetler goriilmektedir. Ayrica sindirim sistemi (%58) ve solunum sistemi (%54) ile
iliskili bozukluklar, depresyon (%54), hafiza kayb1 (%46) ve noropsikiyatrik sorunlar
da sik bildirilen semptomlar arasindadir. Daha diisiik oranlarda ise gérme problemleri
(%42), gogiis agris1 ve sikisma hissi (%42), uykusuzluk ve solunum problemleri
(%40), sersemlik (%38), uyusukluk ve larenjit (%35), mide bulantis1 (%33),
fibromiyalji (9%29), cilt kizarikliklar1 (%27), titreme ve kolon rahatsizliklar1 (%25) ile
kalp ¢arpintis1 (%21) gbzlenmistir. (Curtis et al., 2004).

Bu tez ¢alismasi ile Manisa Ili, Yunusemre ilgesinde bina dis1 havadan izole
edilen mikrofunguslarin tanimlanmasi, amilaz, lipaz ve proteaz enzimleri yoniinden
taranmast ve hemolitik aktivite gosterip gdstermediklerinin  belirlenmesi

amaclanmistir.



2. LITERATUR OZETi

Robert Koch, 1881 yilinda gerceklestirdigi calismada, igerisinde besiyeri
bulunan petri kaplarin1 i¢ ve dis ortamlarda belirli siirelerle agik birakarak hava
ornekleri toplamig; ardindan gelisen kolonileri inceleyerek mikroorganizmalarin

dagilimini ve yogunlugunu ortaya koymustur (Portnoy et al., 2004).

Alabama’da yiiriittiikkleri calismada Louise ve Cason (1955), bir yil boyunca
havadan izole edilen funguslar1 degerlendirmis; 468 petri plagi iizerinde toplam 4488

koloni tespit etmiglerdir.

Delhi’de atmosferik alerjenik fungus sporlarmin incelendigi bir yillik
aragtirmada Agarwal et al. (1969), elde edilen kolonilerin %85’inin Aspergillus,
Alternaria, Curvularia, Cladosporium ve Fusarium cinslerine ait tiirlerden olustugunu
bildirmistir.

Williams et al. (1973), Toronto - Kanada’da bir yillik siire boyunca atmosferik
fungal tiirlerin dagilimini incelemislerdir. Calisma sonuglarina gore, en yaygin olarak

Alternaria ve Hormodendrum cinslerine ait tiirler tespit edilmistir.

Macher et al. (1991), San Francisco — California da gergeklestirdikleri iki
yullik arastirmada, yeni bir apartmanin i¢ ve dis mekanindaki hava kalitesini
incelemislerdir. Bulgular, i¢ mekandaki fungal yogunlugun 198 cfu/m?, dig mekandaki

yogunlugun 362 cfu/m? oldugunu gostermistir.

1992 yilinda Ayata ve Ekmek¢i Izmir’in cesitli bdlgelerinde bina igi ve

disindan fungal 6rneklemeler yapmis ve 140 petride toplam 1348 koloni saymislardir.

Hjelmoors (1993), Stockholm’de gergeklestirdigi calismada, 1980-1989 yillar
arasinda Cladosporium ve Alternaria cinslerine ait fungal spor yogunluklarini
belirleyerek dis mekan hava florasi ile atmosferik parametreler arasindaki iliskiyi

aragtirmistir.

Li ve Kuo (1994) tarafindan Tayvan’da yiiriitiilen ¢calismada, subtropik iklim
kosullarma sahip mekanlarin havasindaki fungal tiirleri degerlendirmistir.
Aspergillus, Penicillium ve Cladosporium cinslerine ait tiirlerin diger fungal tiirlere

oranla daha fazla oldugu bildirilmistir.



Atik ve Tamer (1994), Eskisehir merkez il¢esinde yiiriitiilen ¢calismada, hava
kirliligi kapsaminda 360 petri lizerinde 4506 fungal koloni sayilmis ve 12 farkli cins

izole edilmistir.

Tamer et al. (1994) tarafindan Manisa’nin merkez ilgesinde yiiriitiillen
calismada, atmosferdeki Cladosporium ve Alternaria cinslerinin spor yogunluklari ile
meteorolojik parametreler arasindaki iliskiler arastirilmistir. Calisma neticesinde, cm?

basina 3476 adet spor tespit edilmistir.

Romero et al. (1999), Cordoba—Ispanya’da yiiriitiilen calismada, atmosferdeki
Alternaria  sporlart  ile  meteorolojik  parametreler  arasindaki iliskiler
degerlendirilmistir. Giinliik ortalama 74,3 konidium/m® Alternaria saptanmis olup,
Spor yogunlugunun hava sicakligi ile pozitif, yagis ile negatif yonde iligkili oldugu

belirlenmistir.

Wilson et al. (2001) tarafindan Kuzey Amerika’da gerceklestirilen ¢alismada,
hasta bina sendromu (sick building syndrome) ile baglantili fungal tiirler arastirilmis
ve Penicillium chyrsogenum ile Stachybotrys chartarum tiirlerinin yaygin olarak

gozlendigi belirlenmistir.

Yazicioglu et al. (2004) tarafindan Edirne’de astimli ¢ocuklarin bulundugu
ortamlardaki havadaki fungal populasyonu incelemislerdir. Bulgular, Cladosporium
cinsine ait tlirlerin hakim oldugunu ve ¢ocuklarin %25,23 iiniin bu fungal tiirlere kars1

alerjik reaksiyon gosterdigini saptamistir.

Kalyoncu (2004) tarafindan yiriitiilen ¢alismada, 12 ay boyunca Manisa il
merkezinde 11 dis mekan ve 4 i¢ mekan olmak {izere toplam 15 istasyondan her ay
birer kez hava oOrnekleri alinmis ve Merck MAS 100 hava ornekleme cihazi
kullanilmistir. Calisma boyunca 540 petri kullanilmig toplam 10323 fungus koloni
sayllmis ve identifikasyon sonucunda 48 fungal tiir teshis edilmistir. Elde edilen
bulgular, Manisa il merkezindeki bina i¢i ve dis1 havadaki fungal florasinin mevsimsel

degisimlerini ortaya koymaktadir.

Gelincik et al. (2005), Istanbul’da yiiriittiikleri ¢alismada, bina i¢i fungal
tiirlerin alerjik rinitli hastalar tizerindeki etkilerini incelemis ve 10 cinsin dahil oldugu

toplam 13 fungal tiirii izole etmislerdir.

Ozmay (2007), Adana’da 6 farkli istasyondan havasal funguslarin izolasyonu,

identifikasyonu, yogunlugu, dagilimi ve alerjik hastaliklarla iliskisini incelemistir.



Subat 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda toplam 12 Ornekleme gergeklestirilmis ve
3220 koloni izole edilmistir. Elde edilen bulgular, 9 farkli fungal cinsin varligini ortaya
koymus olup; bunlarin %44,5’i Cladosporium, %?20°si Penicillium, %]17’si
Aspergillus, %5,40 Alternaria, %1,36’s1 Rhizopus, %0,90’1 Fusarium, %0,55°1
Acremonium, %0,27°si Trichoderma ve %0,03’1 Chatemonium olarak belirlenmistir.
Rutubetli binalarda sikca izole edilen funguslar Aspergillus, Pencillium,

Cladosporium, Stachybotrys, Epicoccum, Ulacladium olmustur (Kaleli, 2007).

Imal1 et al. (2008), Corum’da yiiriitiilen ¢alismada, il merkezine bagli 5 farkli
mahallede bina i¢i ve bina dis1 havadaki alerjen fungal sporlarin aylik dagilimlari, 8
aylik bir siire boyunca degerlendirilmistir. Neticede, 240 petri plagi incelenmis, 2468
koloni sayillmistir. Bu kolonilerin 642 (%26,02)’1 i¢ mekan havasindan, 1826’s1
(%73,98) dis ortam havasindan elde edilmistir. Koloni yogunlugunun en yiiksek
oldugu donem, 814 (%34,0) koloni ile Ekim ayinda belirlenmistir.Identifikasyon
sonucunda toplam 23 cins (Acremonium, Alternaria, Arthoderma, Aspergillus,
Ceratocystis, Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Geotrichum, Monilia, Mucor,
Mpycelia, Penicillium, Phialophora, Phoma, Pleospora, Rhizopus, Stachbotrys,

Stemphylium, Scolecobasidium, Torula, Ulocladium) tespit edilmistir.

Codina et al. (2008) tarafindan Florida’da yliriitillen calismada, rutubet
problemi olmayan i¢ mekanlarda ya8is doneminde havadaki fungal sporlar
degerlendirilmis ve hem i¢ hem dig mekan havasinda Aspergillus, Penicillium ve
Cladosporium cinslerinin diger fungus cinslerine gore daha fazla oldugunu

saptamiglardir.

Haleem Khan et al. (2009) cesitli i¢ mekanlardan izole edilen ve
identifikasyonunu gergeklestirdikleri fungal tiirlerin alerji testlerini yapmislardir.
Arastirma kapsaminda, 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 tiirlin
izolasyonunu yapmiglardir. Bu c¢alisma ile i¢ ortamlardaki havalandirmalarin
funguslarin yayilmasi1 tizerinde kritik rol oynadigi ve bu mekanlarda bulunan
bireylerde alerjik semptomlarin ortaya c¢ikmasma katkida bulundugu sonucuna

varilmistir.



Kalyoncu (2010) tarafindan Ocak 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda
Manisa’da sehir merkezinde 11 farkli istasyonda hava kaynakli fungal alerjenler
iizerinde sicaklik, nem, riizgarin etkilerini arastirmistir. Merck MAS100 hava
ornekleme cihazi ile 792 6rnek almig ve toplam 12988 koloni saymistir. Bunlardan 14
tanesi tanimlanmistir. Sonu¢ olarak en yaygin olan genuslarin Cladosporium,

Penicillium, Aspergillus, Alternaria oldugu bildirilmistir.

Uztan et al. (2010), Izmir’de sehir merkezine uzak konumdaki ilkdgretim
okullarinda olan alerjik floray1 incelemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria ve Cladosporium cinslerini tespit etmislerdir. Ek olarak, bu
genuslarin okulda bulunan 6gretmen ve Ogrencilerde alerjiye neden olabilecegini
diigtinerek 55 6gretmene deri testi uygulanmis ve sonug¢ olarak 17 Ogretmenin

mikrofunguslara kars1 hassas oldugu bulunmustur.

Bhattacharjee et al. (2012), otobiis terminalinde yaptiklar1 6rneklemeler
sonucunda, Aspergillus cinsine ait 11 tiir, Cladosporium cinsine ait 3 tiir, Curvularia,
Fusarium ile Monilia cinslerine ait 2 tiir belirlemisglerdir. Spor yogunluguna
bakildiginda Cladosporium cinsine ait spor sayisi toplam spor sayismin %20,7’sini

olusturmaktadir.

Kochar et al. (2014), Hindistan’in Rohtak sehrinde iki y1l (2008 Mart — 2010
Subat) boyunca hava ornekleri toplamislardir. Arastirmada 45 farkli fungal spor
belirlenmis olup, en yiiksek spor konsantrasyonlar1 Subat-Nisan ve Temmuz-Kasim
aylarinda gozlenmistir. Cladosporium’un en yiiksek konsantrasyonu %?25,14 olarak
kaydedilirken, Alternaria %18,05, Aspergillus niger %7,66, Curvularia %5,31 ve
Epicoccum’un %35,29 olarak belirlenmistir. Baz1 atmosferik fungus tiirleri i¢in deri
testi uygulanarak alerjik yanitlar degerlendirilmistir. Penicillium, %17,3 ile en yliksek
reaksiyona neden olmustur. Cladosporium herbarum i¢in %8 ve Alternaria solani igin

%3,3 pozitif sonug elde edilmistir.

Dallongeville et al. (2015), Britanny, Fransa’da 150 evden hava ornekleri
toplamis ve yapilan analizler sonucunda, konutlarin %90’indan fazlasinda
Cladosporium ve Penicillium tirlerine, %46’sinda Aspergillus tlirlerine, %6’sinda

Alternaria tirlerine rastlanmislardir.

Kirtsideli et al. (2017), Arktik yerlesim bolgesi olan Tiksi’nin farkli yerlesim

bolgelerindeki i¢ ve dig ortam havasindan fungus izole etmis ve agik alanlarda spor



konsantrasyonlarini en diisiik, terk edilmis binalarda ise spor konsantrasyonlarini en
yliksek olarak saptamislardir. Calismada bagisikligr diisiik olan insanlar igin

“mikrofungus” alerjisi hastaliklar1 riski oldugu sonucuna varilmastir.
2.1.  Enzimler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve reaksiyonlarin
maksimum verimle sonu¢lanmasini saglayan, hayvansal, bitkisel, mikrobiyal orijinli
olabilen, ayn1 zamanda endiistrinin bir ¢cok alaninda genis kullanim yelpazesine sahip
olan diizenleyicilerdir. Kendileri hi¢ bir degisiklige ugramadan reaksiyonlarin tepkime
hizlarina etki ederler. Enzimler amino asit zincirlerinin katlanmasi sonucunda ii¢
boyutlu yapiya sahip olan proteinlerdir. Onlarin birbirlerinden farklilagmasini

saglayan kendilerine 6zgli olan amino asit dizilimleridir (Karaca, 2018).

Giiniimiizde 2000°den fazla enzim kaynagimin oldugu bilinmekle birlikte, 100
tanesinin ticari kullanim i¢in uygun oldugu, ama sadece 18 tanesinin endiistriyel
amaglar dogrultusunda kullanildig1 rapor edilmektedir. Aspergillus sp, Penicillium sp,
Trichoderma sp, Rhizopus sp, enzim lUretimi igin gerekli 6zellikleri saglayan ve ayni
zamanda biiylik bir pazar payma sahip olan fungal cinsler olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Endiistriyel uygulamalarda genellikle yiiksek sicakliklarda stabilitesini koruyan
enzimler tercih edilmektedir. Termofilik mikroorganizmalardan {iiretilen amilazlar

endiistride bilyiik 6nem tasimaktadir (Tanriseven et al., 2002).

Cok cesitli substrat ve komplekslerin biyolojik doniisiimii i¢in gerekli olan ¢ok
sayida hiicre i¢1 ve hiicre dis1 enzim iiretebilen funguslar doganin ayristiricilar: olarak
kabul edilir (Berbee, 2017). Fungal proteaz, amilaz, lipaz ve seliilazlar ticari olarak en

cok talep goren smiflardir (Singh, 2016).

Amilolitik enzimler (a- amilaz, - amilaz ve gluko amilaz) ve proteazlar (asit
ve alkali proteazlar) tekstil, kagit, gida prosesleri, deterjan, mayalama, seker gibi
bir¢ok endiistri alaninda kullanilan enzimlerdir (Negi and Banerjee, 2010). Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus foetidus, Rhizomucor miehei, Rhizomucor
pusillus tirleri a- amilaz liretme potansiyeli yiiksek olan mikrofunguslardir (Velioglu

and Celikyurt, 2016).
2.1.1. Amilazlar

Amilazlar, yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerine gore dort ana gruba

ayrilmaktadir: ekzoamilazlar, endoamilazlar, dallanma kiric1 enzimler ve transferazlar.



2.1.1.1. Ekzoamilazlar: Nisasta icerisindeki a-1,4 veya a-1,6 baglarm
rediikleyici olmayan u¢ kisimdan hidrolize ederler ve hidroliz sonucunda a veya f-

anomerik tirilinler olustururlar.

2.1.1.2. Endoamilazlar: Bu enzimler, nisastadaki a-1,4 glikozid baglarinmi
hidrolize ederek hidroliz sonucu a-anomerik {iriinlerin olusumunu saglar. Bilinen bir

endoamilaz 6rnegi ise a-amilazdir. (Pandey et al., 2000).

2.1.1.3. Dallanma Kiric1 Enzimler: Nisastadaki o-1,6 baglarin1 hidrolize

ederek uzun ve dogrusal yapida iiriinlerin olusumunu katalize eder.

2.1.1.4. Transferazlar: Bu enzim grubu, donér molekiildeki a-1,4 glikozidik
baglar1 keserek, elde ettikleri glikoz birimlerini alici molekiile transfer ederek yeni

glikozidik baglarin olusumunu saglarlar. (Van der Maarel et al., 2002).

(a)-Amilazlar ve Glilkoamilazlar amilaz gubu enzimlerin iki temel sinifini
olusturmakta olup, ¢esitli mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir. Buna karsin,
genellikle bitki orijinli olan B-amilaz, mikrobiyal kaynaklardan daha sinirli diizeyde

elde edilmektedir.
2.1.2 Proteazlar

Proteazlar polipeptit zincirlerinde olan amid baglarin1 hidrolize ederek
gidalardaki proteinleri par¢alamaktadir, bunun yanisira spesifik hidroliz reaksiyonlar1
icin  kullanimlar1  biliniyor. Bazi  hormonlarin  isi  proteazlar tarafindan
diizenlenmektedir. Ornegin, kan pihtilasmasinda ¢ok sayida serin proteaz
kullanilmaktadir (Gerze, 2003). Proteazlar, hiicre dis1 biiyiik peptitlerin sindirimi ve
patojenlere kars1 savunma mekanizmalarinda énemli bir role sahiptir (Yike, 2011). Ug
ana gruba ayrilmaktadirlar: alkalin proteazlar, asidik proteazlar, notr. Alkalin
proteazlar i¢in optimum pH 7.0’ iistii, n6tr proteazlar i¢in optimum pH 7.0, asidik
proteazlar i¢in optimum pH 2.0 ila 5.0 arasinda degismektedir (Niyonzima et al.,

2013).

Proteazlar1 etki mekanizmasimna gore iki Onemli grupta toplayabiliriz:
ekstraselliiler ve intraselliiler proteazlar. Ekstraselliiler proteazlar, biiylik protein
molekiillerinin hiicreler tarafindan absorbe edilebilecek kadar kiigiik molekiillere
hidrolizini saglar. Intraselliiler proteazlar ise metabolizmanin diizenlenmesinde énemli

rol oynar.



Son yillarda fungal proteazlara olan talep artmaktadir. Aspergillus sp,
Penicillium sp, Rhizopus sp, genuslarmin proteaz iiretimi yiiksek olarak kabul
edilmektedir. Filamentli yapisiyla bilinen funguslardan Aspergillus sp. tiirleri, yiiksek
proteaz iiretim kapasitesiyle karakterize edilir (De Souza et al., 2015). Proteazlar,
filamentli funguslarin yanisira Schizophyllum commune, Armillariella mellea,
Pleurotus ostreatus ve Phanerochaete chrysosporium, Irpex lacteus gibi

basidiomisetlerden de elde edilmektedir (Burdsall et al., 2008).

Biyomiihendislik ve biyoteknoloji uygulamalarinda siirekli proteazlar
kullanilmaktadir, bunun nedeni proteazlarin yiiksek sicakliklarda aktivite gostermesi
ve ayn1 zamanda stabilitesini koruyabilmesidir. Deterjan endiistrisinde genel olarak
pH 9.0-12.0 araliginda degerlere sahip olan alkali proteazlar kullanilmaktadir (Gtil
Giiven, 2011). Biyokatalitik mekanizmalara gore proteazlar 4 gruba ayrilir. Bunlar ;
Serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartik proteazlar ve metaloproteazlardir (Bulut,

2007).
2.1.3. Lipazlar

Lipazlar (triasilgliserol hidrolaz, EC. 3.1.1.1.3) hidrolazlar grubuna dahildir ve
peptit baglariyla birbirine baglanan, igerisinde 20 amino asitin de bulundugu, biiyiik
ve karmagik yapili proteinlerdir. Lipazlar, orijinlerine bagli olarak 20000- 200000
molekiil agirliga sahip, pH 4.0 -9.0 araliginda ve 70°C'ye varan sicakliklarda
trigliseridleri di- ve mono- asil gliseridlere, serbest yag asitleri ve gliserole hidrolizini

saglayan, enzim grubudur.

Mikroorganizma orijinli lipazlar genellikle, Bacillus licheniformis,
Pseudomonas aeuriginosa, Geobacillus thermodenitrificans gibi bakteriler ve
Aspergillus  niger, A. terreus, Penicillium verrucosum, Fusarium solani,
Rhodosporidium babjevae, Rhizopus niveus, Rhizopus japonicus gibi funguslar
tarafindan tretilirler (Nema et al. 2019). Lipazlar, deterjan, ilag, tekstil, kozmetik ve
kagit endiistrisinde, atik sularin aritilmasinda, biyodizel {iretiminde, derinin yagdan

arindirilmasinda kullanilmaktadir (Chandra et al. 2020).
2.1.4. Hemolitik aktivite

Hemolizinler, kirmizi kan hiicrelerinin yami sira ¢ekirdekli hiicreleri de
parcgalayabilen ekzotoksinlerdir. Bunlar cesitli hedef hiicrelerin yiizeyindeki spesifik

ligandlarla etkilesime girebilen gozenek olusturucu toksinlerdir (Gonzalez et al.,
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2008). Cesitli bakteri tiirlerinde (Bhakdi et al., 1996) uzun siire ¢alisilmis olsa da ,
hemolizinler fungus (Nayak et al. 2012., Berne et al. 2002) , bitki (Sousa et al. 1994),
omurgasizlar (Macek, 1992., Sher, 2005), memelilerde de rapor edilmistir (Pipkin and
Lieberman, 2007).

Bakteriyel hemolizinler, proteinlerin patogenezdeki rolii nedeyile kapsamli bir
sekilde O0grenilmis ve hemoliz mekanizmalari, yapisal detaylari, hedef hiicrelerde

bulunan ligand farkliliklar1 tantmlanmistir (Callegan et al. 1999).

Hemolizinler ilk olarak 1907 ve 1911 yillarinda W. W. Ford tarafindan
Amanita, Entoloma, Lactarius ve Inocybe gibi ¢esitli mantarlarda bildirilmistir (Ford,
1911). 1939 yilinda Minneapolis’teki Minnesota Universitesi’nde mikrobiyolog
olarak calisan Henrici, Aspergillus fumigatus ve Aspergillus flavus'u incelerken
filamentli funguslarda ilk hemolitik aktiviteyi raporlamigtir (Henrici, 1939). Salvin
tarafindan 1951 yilinda Hamilton, Montana’daki Rocky Mountain Laboratuvarinda
yapilan ¢alismalarda, Histoplasma capsulatum ve Blastomyces dermatidis’in yani sira
Candida albicans ve Cryptococcus neoformans gibi patojenlerde de hemolitik aktivite

saptanmistir (Salvin, 1951).

Asp-hemolizin ilk kez 1977 yilinda saflastirilmistir (Yokota et al. 1977). Cok
sonralar, {igli sistein olmak tiizere 131 amino asit icerdigi saptanmustir (Ebina et
al.,1994). Asp-hemolizin, spesifik bir reseptor olan diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptoriine (L-DLR) (Fukuchi et al. 1998) baglanan salgisal bir glikoproteindir (Ebina
et al. 1983).

Biyoinformatik yaklasimlarin kullanimi sayesinde arastirmacilar fungus
tirlerinin hemolitik proteinlerini tanimlayabilmektedirler. Bu proteinlerin bir kiimesi
aegerolysin ailesidir. Aegerolysinler, en biiylik fungal hemolizin grubudur. Genel
olarak boyutlar kiigiiktiir (15-20 kDa), ¢ok sayida aromatik ve asidik kalint1 ile
karakterize edilirler. Bu proteinler genis bir pH araliginda stabil olurlar ama 60-65°C

sicakliklarin lizerinde dayaniksizdirlar (Berne , Lah, Sepcic , 2009).

Cok sayida patojen mikroorganizma ig¢in hemolitik aktivite virtilans faktorii
olarak kabul edilmektedir (Aktas and Yigit, 2014). Vesper and Vesper (2004) fungal
hemolizinlerin bazi hasta bina sendromu (SBS) semptomlarinin ortaya ¢ikmasinda
onemli rol oynadigini varsaymistir. Hemoliz, eritrositlerin pargalanmasi ve igerigin

cevreye salinmasi olarak tanimlanan bir siiregtir. Hemolizin iki tipi bilinmektedir: (I)
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tam hemoliz, mikroorganizmalardan salgilanan hiicre dis1 metabolitler tarafindan
tamamen eritrosit par¢alanmasimi gosteren (B) hemoliz ve (II) kismi hemoliz,
hemoglobinin (Fe?") methemoglobin (Fe*") ve ferry hemoglobine (Fe*") oksidasyonu
sonucu (o) hemoliz, hemolizin ger¢eklesmemesi ise (y) hemoliz olarak adlandirilir
(Buxton, 2005). Serbest hemoglobin veya hem eritrosit pargalandiginda hiicreden
salinir ve patojen mikroorganizmalar bu molekiillerde olan demiri farkli mekanizmalar
yoluyla kullanirlar (Subramanian et al. 2014). Memeli konake¢1 hiicrelerinde
yasayabilmeleri ve enfeksiyona neden olmalar1 patojenlerin demir edinme kabiliyetine
baghdir (Aktas and Yigit, 2014). Sonug olarak, insanlarin siirekli bulundugu kapali

alanlarda, potansiyel patojenlerin varligi goz ard1 edilmemelidir.

Daha 6nce fungusdan izole edilen hemolitik ajanlarin ¢ogu peptitler, proteinler
(Greenhill et al., 2010) ve hemolizinler olarak smiflandirilan hemolitik aktivitede rol

oynayan spesifik enzimlerdir (Lineras et al. 2007).
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3. MATERYAL - YONTEM
3.1. Cahsma alani

Calismamizda Manisa Ili Yunusemre ilgesinde belirlenen 5 bina dist
istasyondan Ekim 2023 — Temmuz 2024 tarihleri arasinda 3 aylik periyotlar seklinde
(Ekim, Ocak, Nisan, Temmuz) hava &rnekleri alinmustir. Orneklerin alindig
istasyonlarin numaralari, isimleri, koordinatlar1 Tablo 3.1°de verilmis ve sehir haritasi

(Sekil 3.1) iizerinde isaretlenmistir.

Tablo 3.1. Istasyon isimleri ve koordinatlar:

Istasyon . , . .
Istasyonun Yer1 Istasyonun Koordinatlar
Numarasi
1 Atatiirk Ortaokul Bahgesi 38°36'56"N / 27°25'10"E
2 Manisa Fen Lisesi Bahgesi 38°38'05"N / 27°22'34"E
3 Muradiye 38°39'14.46"N /27°21'13.18"E
4 M.C.B.U. Tip Fakiiltesi Bahgesi 38°36'30.52"N / 27°22'31.22"E
M.C.B.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi
5 i 38°40'42"N / 27°18'17"E
Bahgesi

Manisa Ili, Ege Bélgesi’nde yer almakta olup, yaklasik 13.810 km?’lik bir
yiizolgiimiine sahiptir. 1 sinirlari igerisindeki rakimlar 43 ile 750 metre arasinda
degismekte ve doguya dogru gidildikge yikselti artist gozlenmektedir; sehir
merkezinin ortalama yiikseltisi ise 74 metredir. Idari agidan Manisa, doguda Usak ve
Kiitahya, kuzeyde Balikesir, giineyde Aydin, giineydoguda Denizli ve bati ile
giineybatida Izmir illeri ile cevrilidir. Yiizey sekilleri bakimmdan il alanmin
%54,3’1inii daglar, %27,8’ini platolar ve %17,9’unu ovalar olusturmaktadir. Arazi
morfolojisi, dogu-bat1 dogrultusunda uzanan ve kuzey-giiney ile glineydogu-kuzeybati
dogrultularina catallanan oluk bi¢imli ¢ukurlar tarafindan sekillendirilmektedir. Bu
cukurlarin kenarindaki yiiksek kiitleler dag siralarin1 meydana getirirken, dogudan
batiya dogru egimli genis alanlar ovalar1 olusturmaktadir. Toprak kullanimina gére, il
topraklarimin yaklasik %33,8’1 tarima elverisli alanlardan olusurken, ¢ayir ve meralar
%4,6, orman ve fundaliklar ise %36 oraninda yer kaplamaktadir. Geriye kalan
%25,6’lik alan, yerlesim birimleri, yollar, nehir ve gol yataklar: ile ekonomik agidan
tarima elverigsiz ve verimsiz arazileri kapsamaktadir. Bu durum, Manisa’nin hem

dogal morfolojik yapisimi hem de arazi kullannm potansiyelini acgik¢a ortaya
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koymaktadir. Manisa Iline ait demografik, jeolojik, cografik ve tarimsal veriler ile

vejetasyon bilgileri Manisa Valiligi’'nden alinmustir.

2 =istasyongno-3

Sekil 3.1. Istasyonlarin uydu gériintiisii

Manisa Ili, Ege Bolgesi’nde genis bir alan1 kapsamakta olup, Akdeniz iklimi
ile I¢ Anadolu’ya 6zgii karasal iklim 6zelliklerinin etkilesiminde yer almaktadir.
Ovalar ve bunlart c¢evreleyen vadilerde karasal nitelikli Akdeniz iklimi hakimken,
yiiksek daglik alanlar, platolar ve ilin kuzey ile kuzeydogusundaki yiikseltilerde I¢
Anadolu’ya 6zgii karasal iklim etkileri gozlenmektedir. Batidan doguya ilerledikce
toprak yapisi, iklim ve topografya gibi ¢evresel parametrelerde kademeli degisimler
meydana gelmekte ve buna bagl olarak bitki ortlisii farklilik gostermektedir. Bitki
ortiisii batidan doguya dogru; ova bitkileri, makiler, ormanlar ve alpin bitkileri olarak
cesitlenmekte, ancak bu tiirler diizenli bir sira halinde birbirini izlememektedir. Il
genelinde egemen bitki Ortlisii ormanlar ve makilerden olugsmakta olup, dogal bitki
ortlistiniin bliylik kismi kuraklia dayanikli, sert yaprakli ve stirekli yesil kalan
Akdeniz bitki tiirlerinden meydana gelmektedir. ilin yillik ortalama sicaklig1 17,0 °C
olarak belirlenmis olup, en sicak aylar Haziran, Temmuz ve Agustos’tur. Kis aylarinda
(Ocak) ortalama sicaklik 6 °C’nin altina diismemekte, yillik ortalama 25 giin donlu
gecmektedir. Ortalama olarak yilda 107,5 giin boyunca sicaklik 30 °C’nin iizerinde
seyrederken, yillik ortalama yagis miktari metrekare basina 750,3 kg olup, yagislt giin
sayis1 yilda yaklagik 91 giin olarak kaydedilmistir. En yogun yagislar Aralik, Ocak ve
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Subat aylarinda gézlemlenmektedir. Ornekleme giiniine ait ortalama sicaklik ve nem

degerleri ile diger meteorolojik veriler Manisa i1 Meteoroloji Miidiirliigii’nden

alinmustir.

Tablo 3.2. Ornekleme giinlerine ve aylarma ait olan ortalam sicaklik ve nem degerleri

ile yagigh giin sayilar

Sicaklik Nem Yagish Giin Sayis1
Giinliik Aylik Giinliik Aylik
Ekim 18.0 19.0 63.0 64.0 6
Ocak 8.0 7.0 72.0 71.0 12
Nisan 16.0 15.0 62.0 62.0 7
Temmuz 28.0 28.0 47.0 46.0 2
3.2. Yontem

Calismamiz siirecinde hava orneklerinin alinmasinda gravimetrik yontem
kullanilmistir. Ornekler, belirtilen aylarda son haftalarinda hava kosullarinin
ornekleme i¢in uygun hava kosullarinin saglandigi (6rneklemenin gergeklestirilecegi
giin ve bir 6nceki giliniin yagissiz olmasi gibi kriterler gz 6niinde bulundurulmustur)
giinlerde sabah saat 08.00 ile 11.00 saatleri arasinda alinmistir. Rose Bengal
Kloramfenikol Agar igeren petri kaplar1 yerden 1,0 m yiikseklige konulmustur. 15-20
dakika siire ile petri kapaklar1 acik vaziyette bekletilerek drnekleme tamamlanmustir.
Etraflar1 parafilmle kapatilarak, etil alkol ile dezenfekte edilmis etiiv icerisinde
27°C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonun ii¢, bes ve yedinci giinlerinde agar
ylizeyinde gelisen fungal koloniler kayit altina alinmistir(Asan et al., 2004). Gelisme
gosteren koloniler, birer numara verilmek suretiyle aseptik kosullarda yatik malt
extract agar (MEA) igeren tiiplere aktarilmistir. Bu kiiltiirler, sonraki asama olan
identifikasyon calismalarmda kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza edilmislerdir.
Inkiibasyon sonucu, mikroorganizma koloni olusturan birim (cfu) ya da partikiil say1s
olarak tespit edilmektedir. Gravimetrik yontem, basit ve diigiik maliyetli bir yontem
kantitatif ~ 6zellik bu nedenle havadaki

olmakla birlikte tagitmamaktadir,
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mikroorganizma yogunlugunu yalnizca tahmini olarak belirlemekte, ancak kesin
sayisal degerler sunmamaktadir (Salustiano et al., 2003). Ayrica yontemin sinirliliklar
arasinda incelenen hava hacminin belirsizligi, riizgar hizinin ve aerodinamik etkilerin
sonuglar lizerindeki etkisi ile yalnizca belirli boyuttaki partikiillerin yakalanabilmesi

yer almaktadir (Imali et al., 2008).

3.2.1. Cahismada Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Calismamiz siiresince kullandigimiz genel besiyerleri patates dekstroz agar,
malt ekstrakt agar, czapek agar ve rose bengal kloramfenikol agardir. Bu besiyerlerinin
ticari hazir formlar1 kullanilmistir. Kullanilan tiim besiyerleri hazirlandiktan sonra 1.1
atm basing ve 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle otoklavda sterilizasyon islemine tabi
tutulmustur. Enzimatik aktivite tarama testlerinde ise asagidaki formiillere gore
hazirlanan  selektif besiyerlerine ekim yapilarak elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir. Hemolitik aktivitenin belirlenebilmesi i¢in de hazir halde, koyun
kan1 iceren ticari kanli agar tercih edilmistir. Amilaz ve proteaz enzim tarama testleri
ile hemolitik aktivite testi petri kaplarinda, lipaz tarama testi ise tiiplerde
gerceklestirilmistir. Petri kaplarinda yapilan testlerde cam pastor pipeti yardimiyla
kesilen 6 mm capindaki misel kapl1 agar parcasi besiyeri yiizeyinin orta noktasina ters
cevrilerek yerlestirilmistir. Tiipte yapilan testlerde ise transfer ignesi yardimi ile alinan
fungal partikiiller agar i¢ine dik bir sekilde batirilarak inokiile edilmistir. Besiyerlerine
ekim sonras1 tim Ornekler 27°C’de yaklasik 5-7 giin boyunca inkiibasyona

birakilmistir. Enzimatik aktivitenin degerlendirilmesinde;

Amilaz igin; inkiibasyon sonrasi lugol ¢ozeltisi eklenerek nisastanin hidrolizi ile

olusan zonun varlig1 ve genisligi,
Proteaz i¢in; kazeinin hidrolizi ile olugan seffaf zonun varlig1 ve genisligi,

Lipaz i¢in; tributrinin pargalanmasi ile olusan berrak zonun varligi goézlenmis ve

Olgtimleri yapilmistir.
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Amilaz Besiveri

Coziinebilir Nisasta
Yeast Extract
Pepton

Agar

NaCl

Distille su

Proteaz Besiveri

Skim milk
Glikoz
Agar

Distille su

Lipaz Besiveri

Pepton

Yeast Extract
Agar
Tributrin

Distille su

4,0 gr
1,0 gr
3,0 gr
20,0 gr
1,0 gr

1,0 It

10,0 gr
5,0 gr
20,0 gr

1,0 It

1,0 gr
1,0 gr
6.4 gr
1,1 ml

250 ml
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TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris 121.10 gr
EDTA (susuz) 5.84 gr
Borik asit (Merck) 61.83 gr
dDH>O 1000 ml

Biitiin i¢erikler 1000 ml’lik beher icerisine konularak iizerine 500 ml dDH>O eklenmis
ve berraklagincaya kadar manyetik karistiricida bekletilmistir. Son hacim 1000 mL’ye
tamamlanarak pH 8.0’a ayarlanmis ve +4°C’de saklanmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) {irlinlerinin agaroz jel elektroforezinde yliriitiilmesinde tampon

olarak kullanilmustir.

%1 Agaroz Jel

Agaroz 1 gr
TBE tamponu 100 ml

1 g agaroz tartilarak 100 ml TBE tamponuna alinmis, eriyinceye kadar mikrodalga
firinda bekletilmistir. Yaklasik 60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 5 pL DNA
boyasi ilave (Intron Biotechnology, RedSafe Nucleic Acid Staining Solution; 21141,
20,000x) edilerek manyetik karistiricida homojen karisimi saglanmis, uygun sekilde
dokiimii yapilarak donmasi beklenmistir. Funguslarin PCR amplifikasyon {irlinlerinin
agaroz jel elektroforezi ile goriintiillenmesi ve safliklarinin kontrolii uygulamalarinda

kullanilmistir.

Laktofenol Blue Cozeltisi

Calismamizda, ticari olarak 100 ml’lik sigselerde temin edilen Merck marka Laktofenol
Blue ¢o6zeltisi kullanilmistir. Bu ¢o6zelti, pamuk mavisi boyasi igermekte olup

saydamlastirict ajan olarak kullanilmaktadir.
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3.3. Hemoliz Tiplerinin Belirlenmesi

Beta hemoliz (B), kirmiz1 kan hiicrelerinin tam veya gergek lizisi olarak
tanimlanir. Temel ortamin renk ve seffafligina yaklasan berrak bir bolge koloniyi
cevreler. Bir¢ok bakteri tiirli ve funguslar kirmizi kan hiicrelerini yok edebilen toksik
yan lriinler iiretirler. Ayrica beta hemolizde hiicrelerin kahverengi veya yesil renk

degisimi olmaz.

Alfa hemoliz (o), koloniyi c¢evreleyen ortamda kirmizi kan hiicresi
hemoglobininin methemoglobine indirgenmesidir. Bu, ortamda yesil veya kahverengi
bir renk degisikligine neden olur. Alfa hemolize ugramis kirmiz1 kan hiicrelerinin
mikroskobik incelemesi, hiicre zariin saglam oldugunu gosterir, bu nedenle aslinda
gercek lizis degildir. Bazi literatiirlerde zayif, kismi veya yetersiz hemoliz diye de
gecer. Gamma hemoliz (y), bu tipte herhangi bir reaksiyon séz konusu degildir

(Buxton, 2005).

3.4. izole Edilen Fungus Tiirlerinin Identifikasyonu

Fungal tiirlerin identifikasyonu siirecinde, farkli besiyerlerinde (MEA, CZ,
PDA) elde edilen biiyiime 6zellikleri, kolonilerin makro ve mikroskobik morfolojik
yapilar1 ile boyutlari, ayrica koloni alt ve {ist yiizeylerindeki renklenme 6zellikleri
degerlendirilmistir. Identifikasyon amaciyla uygun ortamlara aktarilmis funguslar, 25—
27 °C sicaklik araliginda 7—14 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
tamamlanmasinin ardindan koloni c¢aplart 6lc¢lilmiis ve kiiltiirler, koloni
karakteristiklerinin belirlenmesi amaciyla 151k mikroskobu altinda ayrmtili olarak
incelenmistir. Mikro yap1 Ozelliklerin incelenmesinde Laktofenol Blue c¢ozeltisi
kullanilmis, hazirlanan preparatlar {izerinde organizmalara ait mikroskobik morfolojik
ozellikler belirlenerek identifikasyon igin gerekli dl¢iimler gergeklestirilmistir. Elde
edilen bulgular ilgili literatiirle karsilastirilarak tiir teshisi yapilmistir. Bu kapsamda,
Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasinda Raper ve Fennell (1965) ile Klich (2002),
Penicillium tiirlerinin teshisinde Raper ve Thom (1949), Pitt (1979, 2000) ve Samson
ve Pitt (2000), diger cinslerin tanimlanmasinda ise Barnett (1960), Domsch et al.

(1980), Hasenekoglu (1991) ve Samson et al. (2004) kaynaklarindan yararlanilmistir.
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3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Gen Amplifikasyonu

Mikrofunguslarda, diger okaryotlarda oldugu gibi, rRNA genleri kiimeler
halinde birkag yiiz defaya kadar tekrarlanir. Fungal I¢ Transkripsiyon Dizileri (Fungal
Internal Transcribe Sequences, ITS) bolgeleri hizla evrimlesir ve bu bolgelerdeki dizi
farkliliklar1 siklikla yakin iligkili tlirler arasinda veya ayni tiiriin popiilasyonlari
arasinda bulunur. Mikrofunguslarda bu bdlgenin heterojenligi belgelenmistir (Martin
etal., 2005). Molekiiler olarak tanimlanacak se¢ilen mikrofunguslarin ITS1-5.8S-ITS2
fragmentini kodlayan DNA gen bolgesinin amplifikasyonu ITS1 (5'-TCC GTA GGT
GAA CCT TGC GG-3") ve ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’)
primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir (White et al. 1990).

Tanilama i¢in secilen mikrofunguslarin PCR ile gen amplifikasyonu Oskay
2025°de belirtilen yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Kisaca;
mikrofunguslarm miseliyal gelisimi PDA besiyerinde 5-7 giin siireyle 28 °C’de
biiyiitiilerek hazirlanmistir. Asagidaki Tablo 3.5.2°de verilen konsantrasyon ve PCR
reaktifleri sirayla 2 mL'lik steril bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak mastrer mix
hazirlanmig ve bu karisimdan aseptik kosullarda 0.2 mL’lik PCR tiiplerine uygun
miktarlarda ilave edilmistir. Sonrasinda steril bir kiirdan kullanarak, dogrudan
besiyerinde gelisen fungal miselyumdan (Koloni PCR) az miktarda (hemen hemen
gozle goriilebilecek kadar) besiyerindeki agara temas etmeden alinarak reaksiyon igin
reaktiflerin bulundugu PCR tiiplere daldirilmistir (Oskay, 2025). Vakit kaybetmeden
hazirlanan PCR karisimlar1 asagidaki Cizelge 3.5.2° de verilen PCR kosullar
uygulanarak igslem tamamlanmustir.

PCR i¢in optimize edilen reaksiyon karisimlar1 Cizelge 3.5.1° de ve optimize
PCR kosullar1 Cizelge 3.5.2° de goriilmektedir. Bu kosullarla PCR iirlinli igin
calismalar Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler ile gergeklestirilmis ve
nihayetinde elde edilen PCR iiriinleri i¢in elektroforez; 5 uL niikleik asit boyasi (Intron
Biotechnology, RedSafe Nucleic Acid Staining Solution; 21141, 20,000x) katkil1 %1
agaroz jelde, ilk kuyucuga DNA marker (100 bp DNA marker, Takara Bio Inc. 3428A)
digerlerine PCR {iriinii aktarilarak (1.2 uL DNA loading boyasi-biotechrabbit 6x DNA
loading dye + 5 pL PCR f{iriin 6rnegi) TBE tamponu ile 100 V’da 34 dk. siireyle
yapilmistir. Sonrasinda PCR friinler1 UV transilliiminator’de (gLite gel scanner)
incelenerek tek saf olarak bank olusturanlar sekans analizleri i¢in ayrilarak -20 °C’de

saklanmustir.
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Tablo 3.5.1. PCR ile Uriin Eldesi igin Belirlenen Kosullar.

Adim Sicakhk Siire Cevrim
Baslangi¢c Denatiirasyonu 9(5: 5 dk 1
95
N °C
Denatiirasyon 53 30s
Baglanma . 30s 36
Uzama ¢ 60 s
72
°C
Son Uzama 7é 5dk 1

Tablo 3.5.2. PCR Reaksiyonu Bilesenleri ve Konsantrasyonlari.

Reaksiyondaki
Stok
Bilesen Son Son Hacim (nL)
Konsantrasyonu
Konsantrasyonu
Gliserol 100 % 10 % 5.0
Triton-X100 100 % 0.5 % 0.25
PCR Buffer 10X 1X 5
Mg soliisyonu” 20 mM 2.0 5
2.5 mM (her 0.2 mM (her
dNTP? 4
birinden) birinden)
Forward primer 20 uM 0.5 uM 1.25
Reverse primer 20 uM 0.5 uM 1.25
Polimeraz” 5.0 U/uL 2.0U/uL 0.40
Template DNA 50/70 ng/uL 50 0.5
PCR grade su -- -- 32.35

Toplam reaksiyon
- -- 50
hacmi

* ThermoScientific, DreamTag DNA polymerase, EP0702. Bu enzimle beraber gelen
PCR buffer bilesiminde 20 mM MgCl, bulundugundan dolay1 ayrica reaksiyon
bilesimine MgCl, eklenmemistir. * dNTP = Takara 4030.

Elde edilen PCR iiriinleri sekans analizi i¢in Medsantek (istanbul) firmasia

gonderilmis ve firmadan rDNA kromatogramlar1 alinmaistir.
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3.6. Sekans Verilerinin Analizii, Gen Bankasindaki Dizilerle

Karsilastirilmasi ve Filogenetik Dendogramlarinin Olusturulmasi

PCR ile elde edilen sekans analizleri hizmet alimlar1 kapsaminda yaptirilmistir.
Elde edilen ham sekans verileri degenaratif bazlarin karsiligi i¢in BioEdit Sequence
Alignment Editor programi (V, 7.7.1.) ile degerlendirilmis, yanlis eslesmeler
diizeltilmis ve yine ayni program kullanilarak ileri ve geri okuma sekanslari
birlestirilmistir. Elde edilen sekanslarin diizenlenmesi ise MEGA 12 (V, 12.0.11)
programui ile gerceklestirilmistir. Sonrasinda islenmis ve diizenlenmis sekans verileri
muhtemel tiirlerin belirlenmesi amaciyla gen bankasindaki (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) verilerle karsilastirmak igin blastlanmistir.
Filogenetik dendogramlarin  olusturulmasi i¢in tanilama amaciyla segilen
mikrofunguslarim tDNA gen dizileri, gen databanklarindan (NCBI) elde edilen tip
ornegi referans sekanslar1 ile karsilastirilarak elde edilmis ve mikrofunguslarin tiir
veya cins seviyesinde tanilamalar1 yapilmistir. Filogenetik dendogramlar1 Neighbour-
joining (Saitou and Nei 1987; Tamura et al., 2004), Maximum Composite Likelihood
algoritmalar1 kullanilarak olusturulmustur. Filogenetik analizler icin MEGA 12 (V,
12.0.11) paket programindan yararlanilmistir (Kumar et al., 2024).
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4. BULGULAR
4.1. Genel Bulgular

Manisa ili Yunusemre ilgesinde belirlenen toplam 5 farkli istasyondan 2023
Ekim- 2024 Temmuz tarihleri arasinda (Ekim, Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinin son
haftalar1) gravimetrik yontem kullanilarak hava 6rneklemesi yapilmistir. Caligma
stiresince toplam 200 adet petri kab1 kullanilmis ve bu petrilerden 4694 fungus kolonisi
sayilmistir (Sekil 4.1). Sayimin ardindan fungal koloniler tanimlama asamasina kadar
MEA igeren tiiplerde muhafaza edilmislerdir. Daha sonra izolatlar, literatiirde
belirtilen uygun besiyerlerine aktarilmis ve gerekli inkiibasyon siiresinin
tamamlanmasinin ardindan mikroskobik ve makroskobik 6zellikleri degerlendirilerek
tanimlama islemleri gerceklestirilmistir. Tanimlama islemleri sonucunda dokuz farkli
genusa ait toplam yirmi fungus tiirii teshis edilmistir. Teshisi yapilan funguslarin

mevsimlere gore hangi istasyonlarda goriildiigli Tablo 4.1°de verilmistir.

Caligmada tespit edilen tiir sayilarinin dagilimina gore en baskin dort genus
sirastyla Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Cladosporium olarak belirlenmistir.
Aspergillus genusu, tanimlanan tim tiirlerin % 25’ini olustururken, Alternaria
tirlerinin oran1 % 20, Penicillium ve Cladosporium cinslerine ait tiirlerin orani ise %
15 olarak kaydedilmistir. Aragtirma siiresince en sik rastlanan ilk li¢ genus Aspergillus,
Alternaria ve Cladosporium’dur. Ozellikle Cladosporium genusu nispeten diisiik tiir
cesitliligine sahip olmasina ragmen, ¢aligmada degerlendirilen istasyonlarm biiyiik

cogunlugundan izole edilmistir.

istasyonlara gére havasal fungal koloni sayilarinin
mevsimsel dagilimi

lodau

istasyonlar

Koloni sayilari
N Y D (0]
o o o o

o

B Sonbahar mKis Milkbahar mYaz

Sekil 4.1. istasyonlara gére fungal koloni sayilarinin mevsimsel dagilimi
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Tablo 4.1. Mevsimlere ve istasyonlara gore funguslarin goriilme siklig1

Tiir Adx

Ornekleme Mevsim ve istasyonlar

Alternaria

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

iB® , K@ .

Alternaria citri (Penz.) Mussat.

SB®:Y) KOG IBM Yy®

Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire.

SB®), KW IB®Y

Aspergillus

Aspergillus flavus Link.

YD,

Aspergillus fumigatus Thom & Raper.

SB®3) KMy

Aspergillus niger var. niger Tiegh.

SB13) KCH

Aspergillus wentii Wehmer.

KO-

Cladosporium

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) Vries.

SBM, KGH [BO,

Cladosporium herbarum (Pers.) Link.

KOy,

Cladosporium oxysporum Berk. & Curtis.

SBU4 B2

Curvularia

Curvularia hawaiiensis Ellis. IB® .
Epicoccum
Epicoccum nigrum Link. SB®,
Fusarium
Fusarium proliferatum Nirenberg. IB®.
Penicillium

Penicillium brevicompactum Dierckx. IB®.
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling. SB@
Penicillium italicum Wehmer. SBM
Penicillium verrucosum Dierckx. B,
Penicillium pinophilum Hedgc. IB®.
Rhizopus
Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl. Y®,
Trichoderma

Trichoderma viride Pers. B,

IB: Ilkbahar, K: K1s, Y: Yaz, SB: Sonbahar,
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4.2. Hava Orneklerinden izole Edilip Tanimlanan Fungus Tiirleri

4.2.1. Tanimlanan Mikrofunguslarin Deskripsiyonu

4.2.1.1. Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 1912

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen koloniler, zeytin tonlarinda ya da
siyah renkte yiizey Ozellikleri gostermis, koloni alt yilizeyi ise siyah renkte
gozlemlenmigstir. Koloni gelisimi hizli olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde koloni

cap1 4-5 cm’ye ulasmistir ( Sekil 4.2.1.1).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar soluk ya da
acik sar1 renkte olup, diiz ¢eperli bir yapiya sahiptir ve 2—4 pm kalinliginda, 30—-40 pm
uzunlugunda 6l¢iilmiistiir. Konidiumlar ise yogun miktarda gozlenmis, elipsoidal ya
da ovoid formda, altin saris1 renkte ve hem enine hem de boyuna bélmeli yapilar
sergilemistir. Olgiimler, konidiumlarin 5-7 pm genigliginde ve 10-14 um

uzunlugunda oldugunu ortaya koymustur ( Sekil 4.2.1.1).

Sekil 4.2.1.1. Alternaria alternata’nin koloni gériiniimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.1.2. Alternaria citri (Penz.) Mussat 1901

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi gri ile
zeytinimsi siyah tonlarinda gozlenmis, alt yiizeyi ise koyu siyah renkte kaydedilmistir.
Koloni gelisimi hizli olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde koloni ¢ap1 5-6,5 cm’ye

ulagsmistir ( Sekil 4.2.1.2).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar basit yapils,
septali olup, c¢eperleri hafif dalgali bir goriiniime sahiptir ve soluk kahverengi renkte
gozlemlenmistir. Konidioforlarin 6lgiileri 3-5 pum eninde ve 100-150 pm
uzunlugundadir. Konidiler ise tekil olarak ya da 2—5 konididen olusan zincirler halinde
bulunmus, ¢eperleri diiz, genellikle oval formda ve soluk kahverengi renkte
kaydedilmistir. Ayrica konidilerin 2—-5 septali oldugu belirlenmis, boyutlarinin ise 7—
25 wm uzunlukta ve 3—15 um eninde oldugu tespit edilmistir( Sekil 4.2.1.2).

Sekil 4.2.1.2. Alternaria citri’nin koloni goriiniimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.1.3. Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire 1933

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi koyu yesil ile
siyah tonlarinda gbzlenmis, koloni alt ylizeyi ise koyu siyah renkte kaydedilmistir.
Hizli gelisim gosteren kolonilerin cap1, inkiibasyonun yedinci giliniinde 5—6 cm’ye

ulagsmistir. ( Sekil 4.2.1.3).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar basit yapili
olup, ceperleri diiz ya da hafif dalgali, septali ve soluk kahverengi renkte gézlenmistir.
Konidioforlarin boyutlar1 45-65 pm uzunlukta ve 4—6 um genisliktedir. Konidiler ise
tekil veya kisa zincirler halinde bulunmus, ¢eperleri diiz, cogunlukla elipsoidal formda
ve soluk altin saris1 renkte kaydedilmistir. Ayrica, konidilerin hem enine hem de
boyuna birkag¢ septaya sahip oldugu belirlenmis olup, 6l¢iilerinin 20—45 pm x 5-15

PR

um araliginda degistigi tespit edilmistir. ( Sekil 4.2.1.3).

Sekil 4.2.1.3. Alternaria tenuissima’nin koloni goriiniimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.1.4. Aspergillus flavus Link, 1809

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi koyu yesil
renkte, alt kisimlart ise renksiz ya da agik sar1 tonlarinda gozlenmistir. Koloniler hizl
geligim gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde ¢aplar1 5—6 cm’ye ulagmustir.
Sporlanma yogun diizeydedir. Koloni yiizeyinin dokusu flokkose 6zellik sergilemekte,

yaslanma doneminde ise eksuda olusumu dikkati ¢ekmektedir ( Sekil 4.2.1.4).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gelisen yapilar incelendiginde,
konidial baslarin radyal formda oldugu, vezikiillerin kiiresel morfolojiye sahip
bulundugu ve sterigmatalarin biseriat diizenlenme gosterdigi belirlenmistir.
Konidioforlar renksiz olup, hafif dalgali ¢eper yapisina sahiptir; boylar1 250-500 um,
genislikleri ise 5-15 pm arasinda degismektedir. Konidiler cogunlukla kiiresel, yer yer
elipsoidal sekilli, koyu yesil renkte, genellikle diiz ¢eperli ve 2—5 pum c¢apinda
gozlenmistir ( Sekil 4.2.1.4).

Sekil 4.2.1.4. Aspergillus flavus’un koloni goriiniimii ve konidial bas yapis1 (400X)
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4.2.1.5. Aspergillus fumigatus Fresen. 1863

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi gri-yesil
tonlarinda, alt ylizeyi ise renksiz veya agik sar1 olarak gdzlenmistir. Koloniler hizli
gelisim gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde c¢aplar1 4-6 cm’ye ulagmustir.
Koloni yiizeyinin dokusu flokkose ozellik sergilemekte ve koloniler yaslandikc¢a

eksuda olusumu gozlenmektedir ( Sekil 4.2.1.5).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gozlenen konidial baslar
kolumnar yapida olup, vezikiiller kiiresel formda ve sterigmatalar uniseriat
diizenlenmistir. Konidioforlar genellikle renksiz, diiz veya hafif dalgal1 ¢eperli olup,
uzunluklar1 100-250 pm, geniglikleri ise 4—10 pm arasinda degismektedir. Konidiler
cogunlukla kiiresel, nadiren elipsoidal formda, diiz ¢eperli ve 3—4 pm capinda

gozlemlenmistir ( Sekil 4.2.1.5).

Sekil 4.2.1.5. Aspergillus fumigatus un koloni goriinlimii ve konidial bas yapisi

(400X)
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4.2.1.6. Aspergillus niger var. niger Tiegh. 1867

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi siyah, alt
ylizeyi ise renksiz veya ¢ok agik sar1 tonlarinda gézlenmistir. Koloniler hizli geligim
gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giliniinde c¢aplarit 6—7 cm’ye ulasmustir.

Sporlanma yogun olarak gerceklesmistir. (Sekil 4.2.1.6).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gozlenen konidial baslar radyal
formda olup, vezikiiller kiiresel ve sterigmatalar biseriat diizenlenmistir. Konidioforlar
diiz ¢eperli, 200-350 um uzunlugunda ve 10-15 pm genisliginde Olgiilmiistiir.
Konidiler ise kiiresel sekilli, gogunlukla diiz ¢ceperli ve 3—5 pm ¢apinda gozlenmistir.

( Sekil 4.2.1.6).

Sekil 4.2.1.6. Aspergillus niger’in koloni goriiniimii ve konidial bas yapist (400X)
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4.2.1.7. Aspergillus wentii Wehmer. 1896

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi koyu sari
renkte, alt ylizeyi ise renksiz veya agik sar1 tonlarinda gézlenmistir. Koloniler hizl
gelisim gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde ¢aplar1 6—7 cm’ye ulagsmuistir.

Sporlanma yogun diizeydedir (Sekil 4.2.1.7).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gozlenen konidial baslar radyal
formda olup, vezikiiller genellikle kiiresel, nadiren elipsoidal sekillidir ve
sterigmatalar uniseriat diizenlenmistir. Konidioforlar renksiz olup, ¢eperleri diiz veya

hafif dalgali yapidadir; uzunluklar1 150-250 pm, genislikleri ise 5-10 um arasinda

Ol¢iilmiistiir. Konidiler ¢ogunlukla kiiresel, diiz ¢ceperli ve 4—6 um ¢apindadir ( Sekil
4.2.1.7).

Sekil 4.2.1.7. Aspergillus wentii nin koloni gériiniimii ve konidial bas yapis1 (400X)
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4.2.1.8. Cladosporium cladosporioides (Fresen.) Vries 1952

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizey rengi zeytin
yesili ile koyu yesil tonlarinda, alt yiizeyi ise koyu yesil ile siyah arasinda gézlenmistir.
Kolonilerin biiyiime hizi yavas olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde ¢aplar1 2,5-3

cm’ye ulagmustir. Koloni yiizeyi velvet dokulu bir yap1 sergilemektedir (Sekil 4.2.1.8).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar soluk zeytin
yesili renkte olup, diiz ¢eperli yapiya sahiptir ve 100-200 pm uzunlugunda, 2—6 pm
genisliginde Ol¢iilmiistiir. Konidiler tekil ya da kisa zincirler halinde bulunmus,

cogunlukla elipsoidal formda, soluk zeytin renginde ve diiz ¢eperli olup, boyutlar: 3—

11 pm uzunlugunda ve 2—5 pm genisligindedir. ( Sekil 4.2.1.8).

Sekil 4.2.1.8. Cladosporium cladosporioides’in koloni goriiniimii ve konidiumlari

(400X)
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4.2.1.9. Cladosporium herbarum (Pers.) Link 1816

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi zeytin yesili
ile koyu yesil tonlarinda, alt ylizeyi ise yesilimsi siyah renkte gdzlenmistir. Koloniler
hizli biiylime gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giliniinde caplari 3—5 cm’ye

ulasmistir. Koloni yiizeyi velvet dokulu bir yapiya sahiptir (Sekil 4.2.1.9).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar diiz veya
hafif dalgali bir goriiniime sahip, soluk kahverengi renkte ve diiz ¢eperli olup, 3—6 pm
genigliginde ve 100—150 um uzunlugundadir. Konidiler elipsoidal formda, zeytinimsi
kahverengi renkte, diiz veya hafif sigilli ¢eperli ve 5—-15 pm uzunlugunda, 3-8 pum
genigliginde olctilmiistiir. (Sekil 4.2.1.9).

Sekil 4.2.1.9. Cladosporium herbarum "un koloni goriinlimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.1.10. Cladosporium oxysporum Berk. & Curtis 1868

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi koyu yesil,
alt ylizeyi ise koyu kahverengi ile siyah tonlarinda goézlenmistir. Koloniler hizli
biliylime gdstermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde ¢aplar1 4-5 cm’ye ulagsmistir

(Sekil 4.2.1.10).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar diiz veya
hafif dalgali bir goriiniime sahip, soluk kahverengi renkte ve diiz ¢eperli olup, 150—
300 pum uzunlugunda ve 3—5 um genisliginde dl¢lilmiistiir. Konidiler tekil veya kisa
zincirler halinde bulunmus, genellikle elipsoidal sekilli, soluk kahverengi renkte, diiz

ceperli ve 3—6 um uzunlugunda, 5-15 pm genisliginde ol¢tilmiistir. (Sekil 4.2.1.10).

Sekil 4.2.1.10. Cladosporium oxysporum’un koloni goriiniimii ve konidiumlar (400X)
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4.2.1.11. Curvularia hawaiiensis Ellis 2012

Koloni ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen koloniler genellikle gri,
kahverengi veya siyah renkte olup, velvet dokulu yilizey ve batik miselyum yapisi
sergilemektedir. Koloniler hizli biliylime gostermis ve inkiibasyonun dordiincii

giinlinde caplar1 5-6 cm’ye ulagsmistir (Sekil 4.2.1.11).

Mikroskopik ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen konidiyoforlar 120 um’ye
kadar uzunlukta, 2-3 um kalinliginda olup, diiz veya dalgali bir yap1 gostermektedir.
Konidiler 2—7 bélmeli, 12-37 pm uzunlugunda ve 5-11 pm genisliginde 6l¢lilmiis;
basit, diiz veya kivrik, klavat veya silindirik bi¢imli olup, uglar1 yuvarlak, ellipsoidal
veya furiformdur. Bazal hiicreler farkli renk tonlar1 sergilerken, u¢ hiicreler aradaki

hiicrelere kiyasla daha acik renktedir ve diiz ¢eperli yapidadir (Sekil 4.2.1.11).

Sekil 4.2.1.11. Curvularia hawaiiensis’in koloni goriiniimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.1.12. Epicoccum nigrum Link 1816

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi koyu sart, alt
ylizeyi ise sar1 veya soluk kahverengi tonlarinda gézlenmistir. Koloniler hizli biiyiime
gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde genellikle petri kabini kaplamaktadir.

(Sekil 4.2.1.12).

Mikroskopik Ozellikler: MEA besiyerinde, konidiyoforlar yogun bir sekilde
bir arada bulunmakta ve stromanin ylizeyini kaplamakta, kiiltiirde ise genellikle
kiimeler halinde, dallanmis, kisa, diiz veya dalgali, konidiyoforlar 5 — 15 X 3 — 6 um,
konidiler tek, yar1 kiiresel veya priform, koyu altin rengi (Sekil 4.2.1.12).

Sekil 4.2.1.12. Epicoccum nigrum 'un koloni goriinlimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.1.13. Fusarium proliferatum Nirenberg 1976

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi agik pembe
ile mor tonlarinda, alt yiizeyi ise agik kirmizi renkte gozlenmistir. Koloniler hizli
bliylime gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde c¢aplar1 4,5-6 cm’ye

ulagsmaktadir. (Sekil 4.2.1.13).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde gelisen konidioforlar seffaf olup,
mikrokonidiler bol miktarda bulunmakta ve oval ile elipsoidal sekillidir; boyutlar1 5—
8 um uzunlugunda ve 2-3 um genisligindedir. Makrokonidiler ise seyrek olup, 3—5
boélmeli, 2030 um uzunlugunda ve 3—5 pm genisliginde Sl¢iilmiistiir. (Sekil 4.2.1.13).

Sekil 4.2.1.13. Fusarium proliferatum ’un koloni goriiniimii ve makrokonidiumlari

(400X)
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4.2.1.14. Penicillium brevicompactum Dierckx 1901

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi donuk
yesil, alt ylizeyi ise yesilimsi kahverengi tonlarinda gdzlenmistir. Koloniler yavas
bliylime gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giinlinde c¢aplari 2-3 cm’ye
ulagsmaktadir. Koloni yiizeyi velutinoz dokulu olup, koloniler yaslandik¢a eksuda

olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.2.1.14).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gelisen konidioforlar diiz
ceperli olup, 250—400 um uzunluga ve 5-10 um genislige sahiptir. Penisilli asimetrik

bivertisillat yapis1 gosterirken, sterigmalar 8—12 pum uzunlugunda ve 3-5 pm

genisligindedir. Konidiler ¢ogunlukla kiiresel, nadiren subgloboz sekilli ve 3—4 um
capidadir (Sekil 4.2.1.14).

Sekil 4.2.1.14. Penicillium brevicompactum’un koloni gbriinlimii ve penisilli yapist

(400X)
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4.2.1.15. Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 1911

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi donuk
yesil, alt ylizeyi ise yesilimsi sar1 tonlarinda gozlenmistir. Koloniler hizli biiylime
gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde caplart 5-6 cm’ye ulasmaktadir.
Koloni yiizeyi velutinoz dokulu olup, koloniler yaslandik¢a eksuda olusumu

gozlemlenmektedir (Sekil 4.2.1.15).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gelisen konidioforlar 100200
pm uzunlugunda ve 4-7 pm genisliginde olup, diiz veya nadiren hafif piiriizlii ¢ceperli
ve renksizdir. Penisillus yapist bivertisillat seklindedir. Sterigmalar 8—12 pm
uzunlugunda ve 3—4 pum genisliginde Ol¢ililmiis olup, konidiler diiz ¢eperli, kiiresel

sekilli ve 3—4 pum c¢apindadir. (Sekil 4.2.2.15).

Sekil 4.2.1.15. Penicillium glabrum’un koloni gériinlimii ve penisilli yapis1 (400X)
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4.2.1.16. Penicillium italicum Wehmer 1894

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi donuk
yesil-gri renkte, alt yiizeyi ise acik kahverengi tonlarinda gézlenmistir. Koloniler
yavag biliylime gostermis olup, inkiibasyonun yedinci giliniinde ¢aplar1 3—4 cm’ye

ulagsmaktadir. Koloni yiizeyi velutinoz dokulu bir yapiya sahiptir (Sekil 4.2.1.16).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gelisen konidioforlar 200-250
pm uzunlugunda ve 4-6 pm genisliginde olup, renksiz ve diiz c¢eperli yapidadir.
Penisillus tervertisillat seklindedir. Sterigmalar silindirik formda, 10-12 pm
uzunlugunda ve 3—4 pum genisliginde Ol¢iilmiis; konidiler elipsoidal, diiz ¢eperli ve 3—

5 um uzunlugunda, 4-8 pm genisliginde bulunmustur. (Sekil 4.2.1.16).

Sekil 4.2.1.16. Penicillium italicum’un koloni goriinlimii ve penisilli yapis1 (400X)
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4.2.1.17. Penicillium verrucosum Dierckx 1901

Koloni Ozellikleri: CYA25 besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi donuk
yesil, alt ylizeyi ise acik sar1 renkte gézlenmistir. Koloniler yavas biiylime gostermis
olup, inkiibasyonun yedinci giiniinde ¢aplar1 2,5-3 cm’ye ulagsmaktadir. Koloni yiizeyi

velutinoz dokulu olup, eksuda olusumu gozlemlenmistir. (Sekil 4.2.1.17).

Mikroskobik Ozellikler: CYA25 besiyerinde gelisen konidioforlar dalgal
ceperli, renksiz olup 200-250 pm uzunluga ve 4—6 pum genislige sahiptir. Penisillus
yapist tervertisillat seklindedir. Sterigmalar 7-9 um uzunlugunda ve 4-6 um
genisliginde Sl¢iilmiistiir. Konidiler ¢cogunlukla kiiresel, nadiren elipsoidal olup, diiz

ceperli ve 2-3 um ¢apindadir (Sekil 4.2.1.17).
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Sekil 4.2.1.17. Penicilium verrucosum "un koloni goriiniimii ve penisilli yapisi (400X)
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4.2.1.18. Penicillium pinophilum Hedgc 1910

Koloni Ozellikleri: PDA besiyerinde gelisen kolonilerin yiizeyi yesil, alt
ylizeyi ise acik sar1 renkte gozlenmistir. Koloniler hizli biiyiime goéstermis olup,
inkiibasyonun yedinci giiniinde ¢aplar1 6—7 cm’ye ulagmaktadir. Koloni yiizeyi velvet

dokulu bir yap1 sergilemektedir. (Sekil 4.2.1.18).

Mikroskobik Ozellikler: PDA besiyerinde gelisen konidioforlar diiz yapili
olup, 200 um uzunlugunda ve 3-5 um genisligindedir. Sterigmalar 6-8 um
uzunlugunda ve 3-5 pum genisliginde Ol¢lilmistiir. Konidiler genellikle kiiresel,

nadiren eliptik sekilli, diiz ¢eperli ve 2—3 um capindadir (Sekil 4.2.1.18).

Sekil 4.2.1.18. Penicillium pinophilum "un koloni gériiniimii ve penisilli yapis1 (400X)
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4.2.1.19. Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl. 1895

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde koloni, iist yiizeyinde koyu gri, alt
kisminda ise agik kahverengi renkte goézlenmistir. Koloni gelisimi hizli olup,
inkiibasyonun dordiincli giiniinde petri kabinin tamamini kaplamaktadir (Sekil

4.2.1.19).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde sporangioforlar genellikle diiz
ceperli olup, 500-700 pm uzunlugunda ve 8-15 pum genisliginde goézlenmistir.
Rizoidler koyu kahverengi renkte, sporangiumlar ise globoz sekilli, koyu kahverengi
ve 50-80 um c¢apindadir. Sporangiosporlar ¢cogunlukla elipsoidal, nadiren globoz

formda, diiz ¢eperli ve 5—8 x 3—4 um boyutlarindadir (Sekil 4.2.19).

Sekil 4.2.1.19. Rhizopus oryzae nin koloni goriiniimii ve sporangium yapisi (400X)
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4.2.1.20. Trichoderma viride Pers. 1794

Koloni Ozellikleri: MEA besiyerinde koloni, iist yiizeyinde koyu yesil, alt
kisminda ise agik sar1 renkte gozlenmis olup, koloni gelisimi olduk¢a hizlidir ve

genellikle inkiibasyonun besinci giliniinde petri kabimin tamamini kaplamaktadir (Sekil

4.2.1.20).

Mikroskobik Ozellikler: MEA besiyerinde konidioforlar dallanmis ve
bolmeli yapida olup, 200-250 pm uzunlugunda ve 4-5 pum genisligindedir; iizerinde
cok sayida kisa yan dal bulunur. Sterigmalar, bir yan dal iizerinde genellikle 3—4 adet
olup, boyutlar1 8-10 x 2—3 um’dir. Konidiler ¢ogunlukla globoz, nadiren elipsoidal,
puriizlii ¢eperli, koyu yesil renkte ve 3—4 um ¢apindadir (Sekil 4.2.1.20).

Sekil 4.2.1.20. Trichoderma viride’nin koloni gériiniimii ve konidiumlar1 (400X)
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4.2.2. Mikrofunguslarin Hemolitik Aktiviteleri

Tablo 4.2.2.1. Mikrofunguslarin hemolitik aktivite degerleri

Tiir isimleri a B Y
A.alternata TB-6(3) ++

A.citri  AB-3(1) ++++

A.tenuissima FEF-2(7) .
A.flavus AB-9(1) ++

A. fumigatus FB-2(37) ++++

A.niger MB-2(3) ++

A.wentii FEF-7(4) +++

C.cladosporidies FEF-3(3) ++++

C.herbarum MB-7(6) -+

C.oxysporum AB-2(6) -+

C.hawaiiensis MB-9(47) ++++

E.nigrum FEF-2(1) ++

F.proliferatum MB-1(101) -+
P.brevicompactum MB-5(1) +++

P.glabrum FB-3(33) -+

P.italicum AB-2(1) +++

P.pinophilum MB-1(2) A+t

P.verrucosum FB-4(1) +++

R.oryzae MB-6(1) ++
T.viride TB-1(33) T

“+” aktivite yok; “++ aktivite diislik; “+++” aktivite iyi; “++++ aktivite ¢ok iyi

Hemolitik besiyerine ekimi gerceklestirilen 20 tiirden dordiiniin (% 20,0) alfa,
onikisinin (% 60,0) beta ve dordiiniin (% 20,0) gama hemoliz yaptig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.2.2.2. Aspergillus fumigatus 'un alfa hemoliz goriintiisli
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Sekil 4.2.2.3. Cladosporium cladiosporidies’in beta hemoliz goriintiisii

Sekil 4.2.2.4. Penicillium glabrum’ un beta hemoliz gorilintiisii
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Sekil 4.2.2.5. Penicillium italicum 'un beta hemoliz goriintiisii

Sekil 4.2.2.6. Penicillium pinophilum 'un beta hemoliz goriintiisil.
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Sekil 4.2.2.7. Fusairum proliferatum 'un gama hemoliz goriintiisii
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4.2.3. Mikrofunguslarin Amilaz Aktiviteleri

Tablo 4.2.3.1. Mikrofunguslarin amilaz aktivite degerleri

Tiir isimleri Amilaz aktiviteleri

Alternaria alternata TB-6(3) -+
Alternaria citri AB-3(1) +H++
Alternaria tenuissima FEF-2(7) +
Aspergillus fumigatus FB-2(37) ++
Aspergillus niger MB-2(3) +++
Aspergillus wentii FEF-7(4) +
Cladosporium cladosporidies FEF-3(3) +++
Cladosporium oxysporum AB-2(6) ++
Curvularia hawaiiensis MB-9(47) +
Epicoccum nigrum FEF-2(1) +
Fusarium proliferatum MB-1(101) +
Penicillium brevicompactum MB-5(1) -+
Penicillium glabrum FB-3(33) +++
Penicillium pinophilum MB-1(2) +++
Trichoderma viride TB-1(33) +

“+” aktivite yok; “++ aktivite disiik; “+++ aktivite 1yi; “++++ aktivite ¢ok iyi

Amilaz enzimi agisindan taranan mikrofungus tiirleri icerisinde Alternaria
alternata, Alternaria citri ve Penicillium brevicompactum digerlerine gére daha genis

zonlar olusturmuslardir (Tablo 4.2.3.1).

Secilen mikrofunguslarin amilaz aktivitesini belirlemek amaciyla karbon
kaynag1 olarak sadece nisasta igeren besiyerine ekimleri yapilmis ve 26°C’de 4 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda gelisen
mikrofungus kolonilerinin ¢evresine lugol c¢ozeltisi damlatilmistir.  Lugol,
par¢alanmamis nisasta ile mavi-siyah renk kompleksi olusturdugundan, nisastanin
hidrolize edildigi bolgelerde renk agilmasi gézlenmesi amilaz aktivitesinin varhigini
gostermistir. Elde ettigimiz pozitif sonuclarda, mikrofunguslar nisastay1 pargalayan
amilaz enzimi liretmis ve nisasta molekiillerini daha kii¢iik seker birimlerine hidrolize
etmistir. Bu durum, kolonilerin ¢evresinde iyot etkisiyle olusan seffaf zonlarla

kanitlanmistir.  Dolayisiyla ilgili  funguslarin  amilolitik  potansiyel tasidigi

50



belirlenmistir. Elde ettigimiz negatif sonuclarda, mikrofunguslar nisastay1 pargalayan
amilaz enzimi liretmemistir. Bu nedenle, besiyerinde nigastanin varligi korunmus ve

iyot ile tlim besiyerinin mavi-siyah renk aldigi gozlenmistir. Bu durum, ilgili

mikrofunguslarin amilaz aktivitesine sahip olmadigini1 gostermektedir.

[
5
I,

SN

e
» g

Sekil 4.2.3.1. Kontrol besiyeri Sekil 4.2.3.2. Alternaria alternata nin

amilaz aktivitesi goriiniimii

P
’g‘

Sekil 4.2.3.3. Alternaria citri nin Sekil 4.2.3.4. P.brevicompactum "un

amilaz aktivitesi goriinimii amilaz aktivitesi goriinimii
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4.2.4. Mikrofunguslarin Proteaz Aktiviteleri

Tablo 4.2.4.1. Mikrofunguslarin proteaz aktivite degerleri

Tiir isimleri Proteaz aktivitesi
Alternaria alternata TB-6(3) ++
Alternaria citri AB-3(1) +++
Aspergillus flavus AB-9(1) -+
Aspergillus fumigatus FB-2(37) +
Aspergillus niger MB-2(3) +
Aspergillus wentii FEF-7(4) -+
Cladosporium cladosporidies FEF-3(1) ++
Cladosporium oxysporum AB-2(6) -+
Penicillium brevicompactum MB-5(1) R
Penicillium glabrum FB-3(33) -+
Penicillium italicum AB-2(1) +++
Penicillium pinophilum MB-1(2) +
Penicillium verrucosum FB-4(1) 4+
Trichoderma viride TB-1(33) +

“+” aktivite yok; “++ aktivite disiik; “+++ aktivite 1yi; “++++ aktivite ¢ok iyi

Mikrofunguslarin proteaz aktivitesini belirlemek amaciyla besiyerine siit tozu
(skim milk) eklenmistir. Inokiilasyon sonrast1 26°C’de 5 giin inkiibasyona
birakilmiglardir. Inkiibasyon sonrasi fungus kolonilerinin cevresinde protein
hidrolizine bagli renk agilmasi (saydamlasma zonu) gozlenmistir. Elde ettigimiz
pozitif sonuglarda, mikrofunguslar besiyerindeki siit proteini olan kazeini hidrolize
eden proteaz enzimi iiretmisler ve bunun sonucu olarak kolonilerin ¢evresinde saydam
zonlar olusmustur. Calismamizda Aspergillus wentii, Cladosporium oxysporum ve
Penicillium glabrum tiirlerine ait izolatlar diger izolatlara goére daha iyi sonuglar

vermistir (Sekil 4.2.4.1 —4.2.4.3).
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Sekil 4.2.4.1. C. oxysporum 'un proteaz aktivitesi gorlintiisii

Sekil 4.2.4.2. P. glabrum’un proteaz aktivitesi goriintiisii
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Sekil 4.2.4.3. Aspergillus wentii’ nin proteaz aktivitesi goriintiisii
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4.2.5. Mikrofunguslarin Lipaz Aktiviteleri

Tablo 4.2.5.1. Mikrofunguslarin lipaz aktivite degerleri

Tiir isimleri Lipaz aktivitesi

Alternaria alternata TB-6(3) 4+
Alternaria citri AB-3(1) ++
Alternaria tenuissima FEF-2(7) ++
Aspergillus fumigatus FB-2(37) -+
Aspergillus niger MB-2(3) ++
Aspergillus wentii FEF-7(4) ++
Cladosporium oxysporum AB-2(6) ++
Curvularia hawaiiensis MB-9(47) -+
Epicoccum nigrum FEF-2(1) +
Fusarium proliferatum MB-1(101) A+
Penicillium brevicompactum MB-5(1) +++
Penicillium glabrum FB-3(33) 4+
Penicillium pinophilum MB-1(2) -+
Penicillium verrucosum FB-4(1) 4+
Trichoderma viride TB-1(33) +++

“+7 aktivite yok; “++ aktivite diistik; “+++ aktivite 1y1; “++++" aktivite ¢ok 1yi

Mikrofungus izolatlarinin lipaz iiretim kapasitelerini belirlemek amaciyla
besiyerine tribiitrin ilave edilmis sonrasinda deney tiiplerine esit miktarda
dagitilmistir. Mikrofungus inokiilasyonlar1 yapildiktan sonra tiipler 26°C’de 7 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Tribiitrin igeren ortam, lipaz varliginda hidrolize
ugrayarak goriiniir degisikliklere yol agmaktadir. Elde ettigimiz pozitif sonuglarda,
mikrofunguslar tribiitrini hidrolize edebilen lipaz enzimi liretmistir. Bunun sonucunda
inokiilasyon boélgesinden tiipin asagi kisimilarina dogru saydamlasma (¢cokme
goriiniimii) olusmustur. Bu durum, ilgili mikrofunguslarin lipolitik aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Calismamizda Aspergillus fumigatus, Curvularia
hawaiiensis, Penicillium pinophilum ve Trichoderma viride tiirlerine ait izolatlar lipaz

pozitif olarak belirlenmistir (Sekil 4.2.5.1 —4.2.5.4).
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Sekil. 4.2.5.1. C. hawaiiensis’in Sekil. 4.2.5.2. T.viride’nin

lipaz aktivitesi goriintiisii lipaz aktivitesi goriintiisii

Sekil 4.2.5.3. A.fumigatus’un Sekil 4.2.5.4. P. pinophilum

lipaz aktivitesi goriintiisii lipaz aktivitesi goriintiisii
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4.2.6. Secilen Mikrofunguslarin Molekiiler Identifikasyonu
4.2.6.1. ITS1-5.8S-ITS2 rRNA Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

Identifikasyon amaciyla segilen her bir mikrofungusun ITS1-5.8S-ITS2 rRNA
gen bolgesinin amplifikasyonu, Boliim 3.5’te belirtilen yontem, PCR bilesenleri ve
kosullar1  kullanilarak, evrensel primerler ITS1 ve ITS4 araciligiyla
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR firiinleri, UV transilliminatorde (gLite gel
scanner) incelenmis; tek saf ve bank olusturan 6rnekler sekans analizine hazirlanmak
lizere ayrilarak -20 °C’de saklanmistir. Toplam bes mikrofungusun PCR iiriinleri
sekans analizi i¢in gonderilmis ve sonuglar elde edilmistir. PCR iiriinlerine ait agaroz

jel goriintlisti Sekil 4.2.6.1.1°de sunulmaktadir.

5000 ==

2000 ==

1000 ===

750

500

Sekil 4.2.6.1.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Gériintiisii (M= 100 baz ¢ifti (b¢) DNA

markir, a - e mikrofungus izolatlariin PCR iiriinii).
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4.2.6.2. ITS1-5.8S-ITS2 rRNA Gen Dizi Verilerinin Analizi, Gen

Bankasindaki Siralarla Karsilagtirilmasi ve Filogenetik Dendogramin Olusmasi

ITS1-5.8S-ITS2 rRNA sckans verileri elde edildikten sonra, ham diziler BioEdit
Sequence Alignment Editor (v. 7.7.1) ve MEGA 12 (v. 12.0.11) programlari
kullanilarak diizenlenmistir. Muhtemel tiirlerin belirlenmesi amaciyla diziler,
GenBank veritabanindaki verilerle karsilagtirilarak BLAST analizi yapilmistir.
Diizenlenen izolat sekanslarinin GenBank ile karsilastirilmasi sonucunda, en yiiksek
benzerligi (%97 ve lizeri) gdsteren ve tanimlanan mikrofunguslarin bilgileri Cizelge

4.2.6.2.1’de sunulmustur.

Tablo 4.2.6.2.1. ITS1-5.8S-ITS2 rRNA Dizilerinin Gen Bankasi (NCBI:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) Verileri ile Karsilagtirilmasi.

Eslesen (En
) yiiksek benzerlik | Sekans Gen Bank
1zolat Benzerlik Atanan
gosteren) boyutu Erisim o
No: (%) b Cins/Tiir
Muhtemel (bo) No
Cins/Tiir
Fusarium .
MB-1-1 oliferatum 576 | 9648 | OP4g2394 | [usarium
101 ! proliferatum
strain F8
Talaromyces e
MB-1- 1 inophilus isolate | 602 | 9824 | IXes4o10 | enicillium
2 122 pinophilum
FEF-7- Asp?rglllus wentii 608 93.90 MZ158613 Aspe;ggzllus
4 strain Asp38 wentii
Cladosporium .
EEF'3 " | cladosporioides 564 98.13 | PQ821842 C/“josf’ 0’”.’”.’;“
strain CGE2 cladosporioides
TB-1- | Kromatogram sonuclarinin kalitesi diisiik oldugundan dolay1 sekans
33 verileri kullanilamamustir.

* GenBank erisim numaralari, en yiiksek benzerlik gdsteren muhtemel tiirleri temsil

etmektedir.

**Son olarak belirlenen (atanan) tiirlerin tespitinde kiiltiirel karakterlerden

faydalanilmistir.

Sonuglarimiza gore mikrofunguslardan % 97 ve lizerinde benzerlik gdsteren

tirler tabloda listelenmistir. Toplamda yiliksek benzerlik gosteren ve tiir bazinda
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belirlenebilen mikrofungus sayist 4’diir. MB-1-101 kodlu mikrofungus izolatimiz
%96.48 benzerlik orantyla Fusarium sp. cinsine benzerlik gdstermis diger kiiltiirel
testlerle desteklenerek Fusarium proliferatum olarak tanimlanmistir. MB-1-2, FEF-
7-4 ve FEF-3-3 kodlu mikrofungus izolatlarimiz %98.24, %98.90 ve %98.13 benzerlik
oranlar1 ile sirasiyla Penicillium pinophilum (Talaromyces pinophilus), Aspergillus

wentii ve Cladosporium cladosporioides olarak tiir bazinda tanimlamalar1 yapilmastir.

ITS1-5.8S-ITS2 rRNA gen analizi filogenetik dendogramlar1 icin MEGA 12 (V,
12.0.11) programindan yararlanilmig, databanklardan elde edilen yakin benzer
mikrofunguslarin tip 6rnegi gen dizileri ile secilen mikrofungus izolatlarinin gen

dizileri karsilastirilarak olusturulan filogenetik agac Sekil 4.2.6.2.2°de verilmistir.

——— NR 119839.1 Cladosporium cladosporioides CBS 112388

( KU133370.1 Fusarium proliferatum strain F8
33
NR 111691.1 Talaromyces pinophilus CBS 631.66

100

NR 077152.1 Aspergilius wentii ATCC 1023

’—FEF-3-3
L— MB-1-101
» MB-1-2
” FEF-7-4
0.50
Sekil 4.2.6.2.2. Secilen ve Tanimlanan Mikrofunguslarin Tip Tirleri ile

Evrimsel Iliskileri. (Evrimsel analizler Neighbor-Joining metot ile 1000 replikattan
elde edilen bootstrap (Felsenstein, 1985) konsensiis agact kullanilarak ¢ikarilmistir.
%50'den daha az filogenetik dallanmalar gosterilmemektedir. Evrimsel uzaklik
Maksimum Kompozit Likelihood yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Bosluklar ve

eksik veriler igeren tiim pozisyonlar elenmistir).
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5. TARTISMA - SONUC

Calismamizda, 2023 Ekim ay1 ile 2024 yili Temmuz aylar1 arasinda Manisa 11
merkezinde belirlenen 5 istasyondan bina dis1 havasal mikrofunguslarin Ekim, Ocak,
Nisan, Temmuz aylarinda gravimetrik yontem kullanilarak izolasyonu
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda 200 petri kabinda toplam 4694 mikrofungus
kolonisi sayilmis, tanimlama islemleri neticesinde 9 genusa ait 20 tiir teshis edilmistir.
Belirlenen tiirlerin sayisal dagilimina gore, en yaygin dort cins sirasiyla Aspergillus,

Alternaria, Cladosporium ve Penicillium’dur.

Ornekleme aylarma bakildiginda, ortalama en ¢ok mikrofungus kolonisinin
izole edildigi ay Nisan ay1 olmustur. 25 Nisan tarihinde giineyden esen riizgarin ve ¢ol
tozunun etkili oldugu, bundan dolayr mikrofungus koloni sayisinin yiiksek c¢iktigi

diistiniilmektedir. Bu 6rneklemede Cladosporium spp. baskin olmustur.

Ortalama en az mikrofungus kolonisinin izole edildigi ay Temmuz ay1
olmustur. Temmuz aymda olan sicakligin mevsim normallerinin {istiinde olmasi,
yagish giin sayisinin ¢ok az olmasi ve havadaki nem oraninin ¢ok diisiik olmasindan
dolay1 izole edilen mikrofungus kolonilerinin sayisinda azalma gozlemlenmistir. Bu

orneklemede Alternaria spp. baskin olmustur.

Ekim ayinda yagish ve riizgarli havanin etkisi, nem diizeyinde yiikselme ve
sicakhigin fungal gelisim igin ideal kosullar1 saglamasi, bitkisel ve hayvansal
faaliyetlerin ve etkilesimlerin gittik¢e azalmasi, yeterli sayida mikrofungus kolonisinin

izole edilmesini saglamistir. Bu 6rneklemede Aspergillus spp. baskin olmustur.

Ocak ay1 boyunca, yagish giinlerin ¢ok olmasi ve havanin riizgarl olmasindan
dolay1 izolasyonda ¢ikmasi beklenen mikrofunguslarin sayisinda diisiis ve soguk
havada bulunma olasilig1 yiiksek olan funguslarin sayisinda artis gézlemlenmistir. Bu

orneklemede Cladosporium spp. baskin olmustur.

Istasyonlar acisindan bakildiginda, en yiiksek mikrofungus koloni izolasyonu
gerceklestirilen istasyon bir numarali istasyon, Atatiirk Ortaokulu Bahgesi olmustur.
Ogrencilerin okul bahgesinde aktif oldugu saatlerin ve ortaokulun sehrin merkezi
konumunda olmasi gibi etkenlerden dolay1 tespit edilen mikrofungus sayisinin diger

istasyonlardan daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

Izolayonun gerceklestirildigi ikinci istasyon olan Manisa Fen Lisesi Bahgesi

bir numarali istasyon ile karsilastirildiginda lisenin sehrin merkezi konumundan uzak,
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nispeten sakin oldugu alanda bulunmasi gibi etkenlerden dolay1r mikrofunguslarin

sayisinda diisiis oldugu gézlemlenmistir.

Ugiincii istasyon olan Muradiye’de izolasyon yapilan alanin karayoluna
uzakligi, sakin ve insani faaliyetlerin az oldugu alan oldugu i¢in izole edilen

mikrofungus sayisinin az, ama genus ¢esitliliginin yliksek oldugu belirlenmistir.

Orneklemenin gerceklestirildigi dordiincii istasyon olan MCBU Tip Fakiiltesi
Bahgesinin, Hastanenin Acil Girisine ve Otoparkina yakin olmasindan dolay1 izole

edilen mikrofungus sayisinin yiiksek oldugu sonucuna varilmastir.

Izolasyonun gerceklestirildigi besinci istasyon olan MCBU Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Bahgesi’'nde, alanin genisligi, orneklemelerin 6grencilerin derste oldugu
zamanlarda yapilmasi ve yaz aylarinda ogrencilerin bulunmamasi gibi faktorlerin,
tespit edilen mikrofungus koloni sayisinin diger istasyonlara kiyasla daha diisiik

olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Ic ve dis mekanlardaki havadaki funguslarin yogunlugu ve dagilimmimn
belirlenmesi, insan yogunlugunun fazla oldugu alanlarda yasam kalitesini artirmak ve
fungus kaynakli saglik problemlerini azaltmak ag¢isindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Manisa Il merkezinin niifus yogunlugu ve tarimsal iiretim bolgesi olmas1 gdz 6niine
alindiginda havasal funguslarin ve onlarin mevsimsel dagilimmin belirlenmesi
gerekmektedir. Ek olarak, uygun iklimsel kosullar1 sebebiyle bu bolge fungal gelisim

i¢in elverigli bir ortamdir.

Diinya genelinde pek cok tlilkede gerceklestirilen havasal fungus arastirmalari,
iilkemizde 6zellikle son yillarda artis gdstermistir. Bu kapsamda, Istanbul, Edirne ve
Eskisehir’de bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Asan et al., 2002, 2003, 2004). Ayrica gegmis
yillarda Izmir, Manisa, Bursa, Burdur ve Ankara gibi illerde de havasal funguslarin
tespiti amaciyla arastirmalar yiiriitiilmiistiir. (Sakiyan & Inceoglu, 2003., Tatlidil et al.
2001, Simsekli et al. 1999, Tamer et al. 1996, Ayata & Ekmekg¢i, 1992).

1994 yilinda Manisa il merkezinde Tamer et al., tarafindan gergeklestirilen
calismada, atmosferde bulunan Cladosporium ve Alternaria cinslerine ait sporlar
sayllmis ve Cladosporium cinsine ait sporlarin daha yogun oldugu tespit edilmistir.
Bu sonug ¢alismamizda elde ettigimiz sonug ile az da olsa benzerlik gostermektedir.
1996 yilinda Tamer et al., tarafindan Manisa ilinde yapilan 2 farkli ¢calismada segilen

bina i¢i istasyonlarin havasal fungal florasi arastirilmistir. Bu calismalarda siklikla
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karsilasilan genuslar olarak Cladosporium, Alternaria, Penicillium ve Aspergillus

gosterilmistir.

Simgekli et al., 1998 y1linda Bursa ilinde atmosferde Aspergillus ve Penicillium
cinslerine ait tiirleri belirlemeyi ve bunlarin mevsimsel degisimlerini incelemeyi
amaclamistir. Calisma sonucunda, s6z konusu tiirlerin 6zellikle ilkbahar ve sonbahar
aylarinda daha yogun olarak gozlendigi tespit edilmistir. Bu bulgular, bizim

calismamizin sonuclariyla farklilik gostermektedir.

Diinya genelinde birgok iilkede havasal funguslarla ilgili cesitli arastirmalar
yiriitilmektedir. Agarwal ve arkadaglar1 (1969), Hindistan’in Delhi sehrinde fungal
spor sayimmlarini gergeklestirmis ve en sik rastlanan fungal cinslerin Cladosporium,
Alternaria ve Aspergillus oldugunu belirlemislerdir. Bu bulgular, ¢alismamizin

sonuglariyla kismen benzerlik gostermektedir.

Menezes et al. (2004) Brezilya’nin Fortaleza sehrinde gergeklestirdikleri
calismada, Aspergillus, Penicillium ve Cladosporium cinslerine ait tiirlerin sikg¢a
gozlendigini rapor etmiglerdir. Bu bulgular, ¢alismamizin sonucu ile benzerlik

gostermektedir.

Fang et al. (2005) Cin’in baskenti Pekin’de ytriittiikleri havasal fungus
arastirmasinda, genellikle Cladosporium cinsine ait tiirlerin daha baskin oldugunu ve
bunu Penicillium ve Aspergillus cinslerinin takip ettigini bildirmiglerdir. Bu bulgular

calismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Bunun yani sira, hava gibi cesitli ortamlardan fungus izolasyonu yapilirken
karsilagilan 6nemli sorunlardan biri, kullanilan besiyerlerinin tiim fungus tiirlerinin
ireme ve gelisimi i¢in uygun olmamasidir. Olas1 en fazla sayida fungusun
izolasyonunu saglamak amaciyla genel ozellikte besiyerleri tercih edilse de, bazi
funguslar bu besiyerlerinde yeterince gelisememekte veya diger tiirlere kiyasla daha
gec gelisim gosterdiklerinden rekabet edememektedir; bu nedenle, ortamda mevcut
olsalar dahi izolasyonlar1 miimkiin olamamaktadir. Havadaki bazi fungus sporlari
insanlarda c¢esitli alerjik reaksiyonlara yol acabilmektedir ve funguslar ile alerji
arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok sayida calisma mevcuttur. (Agarwal et al. 1969,

Tamer et al. 1994, Tathdil et al. 2001, Yazicioglu et al. 2004, Gelincik et al. 2005).

Genel olarak bakildiginda mikrofunguslarin enzim {iretimi ve hemolitik

aktiviteleri ile ilgili farkl yillarda ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
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Salvin (1951) tarafindan yapilan ¢alismada, Histoplasma spp. Blastomyces
spp. ve Candida spp. gibi patojenik mayalarin hemolizin iiretebilme potansiyeli

arastirtlmistir. Bu calisma bizim ¢alismamiz ile benzerlik géstermektedir.

Yokota et al. (1977), Ebina et al. (1983), Ebina et al. (1994) tarafindan yapilan
calismalarda Aspergillus fumigatus’ un kiiltiirlerinden saflastirilan Asp- hemolizin
proteininin giiglii hemolitik etki gdsterdigi gosterilmistir. Bu calisma, bizim

calismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Fischer et al. (1999) tarafindan yapilan c¢alismada kompost tesislerinde
Aspergillus fumigatus’un toksin ve metabolitlerini igeren biyoaerosolleri rapor

edilmistir. Bu ¢alisma, bizim ¢calisgmamiz ile benzerlik gostermektedir.

Tanrisever et al. (2002) tarafindan yapilan calismada, Aspergillus niger
kaynakli glikoamilazin, maltodekstrinden glikoz elde edilmesi amaciyla
immobilizasyon yontemi optimize edilmistir. Bu ¢alisma bizim c¢alismamiz ile

farklilik gostermektedir.

Linares et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada HIV pozitif hastalardan elde
edilen Candida dubliniensis ve Candida albicans suslar1 arasinda viriilanslarini,
hyaluronidaz, kondritin siilfataz  aktivitelerini ve hemolitik aktivitelerini
karsilastirmali olarak incelemislerdir. Bu ¢alisma, bizim ¢alismamiz ile enzimatik ve

hemolitik aktivitelerin belirlenmesi gibi degerlere gore paralellik gostermektedir.

Greenhill et al. (2010) tarafindan yaptiklar1 calismada gidalardan izole ettikleri
mantarlarin hemolitik aktivitelerini arastirmis ve bunun halk sagligi agisindan 6nemine
dikkat ¢ekmistir. Bu calismanin verileri bizim calismamizin verileri ile paralellik

gostermektedir.

Negi & Banerjee (2010) tarafindan Aspergillus awamori (MTCC 6652)
kullanilarak tek bir fermentasyon sisteminde hem amilaz hem de proteaz enzimlerinin
iretimini kiiltiir kosullarma bagli olarak optimize etmeyi amaglamislardir. Bizim
calismamizda ise cesitli mikrofunguslarin 3 farkli enzim iiretme potansiyeli

aragtirtlmigtir. Bu calisma, bizim ¢alismamiz ile farklilik gdstermektedir.

Niyozima et al. (2013) tarafindan Aspergillus terreus kaynakl alkali proteazin
fermentasyon ve saflastirilmasi siireci, ayni zamanda deterjan formulasyonlar1 gibi
uygulamalarda potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi arastirilmistir. Bu c¢alisma, bizim

calismamiz ile farklilik gostermektedir.
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Aktas & Yigit (2015) tarafindan yapilan ¢alismada dermatofit funguslardan
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichophyton ve Candida tiirlerinin hemolitik
aktivite potansiyeli belirlenmeye calisilmistir. Bu c¢alisma, bizim g¢aligmamiz ile

benzerlik gostermektedir.

Velioglu & Celikyurt (2016) tarafindan tarimsal atiklar kullanilarak Bacillus
amyloliquefaciens ve Aspergillus foeditus’tan a-amilaz {liretimi ¢aligmast yapilirken
bizim ¢alismamizda dogal ortamdan izole edilen mikrofunguslarin enzim potansiyelini
ortaya  cikarilmistir. Bu c¢alismada, kullanilan izolatlarin dogal ve c¢evresel

kaynaklardan izole edilmesi bizim ¢alismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Nema et al. (2019) Apergillus niger (MTCC 872) susunun kati hal
fermentasyon ortaminda lipaz iiretimini agro-endiistriyel substrat bilesimlerinin
etkisine gore optimize etmeyi amaglamiglardir. Bu calisma bizim calismamiz ile

farklilik gostermektedir.

Pandey et al. (2000), Van der Maarel et al. (2002), Chandra et al. (2020)
tarafindan yapilan arastirmalarda mikroorganizmalardan elde edilen amilaz, proteaz
ve lipazlarin endiistrideki uygulamalarina dikkat ¢ekilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise
belirlenen enzim aktiviteleri, literatiirdeki bu endiistriyel Onemle paralellik

gostermektedir.

Bhakdi et al. (1996), Gonzales et al. (2008) tarafindan yapilan caligmalarda
bakterilerdeki por olusturan toksinlere benzer olarak fungal hemolizinlerin de
membranda por olusturarak eritrositleri pargaladigi bilinmektedir. Bu ¢aligma, bizim

calismamiz ile benzerlik gdstermektedir.

Anderluh & Macek (2002), Berne et al. (2002), Berne et al. (2009) tarafindan
yiirlitiilen ¢aligmalarda Okaryotik mikroorganizmalardaki por olusturan toksinlere
benzer sekilde fungal hemolizinlerin de membranda por olusturarak eritrositleri
parcaladig1 sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda gézlenen hemolitik zonlar, bu

mekanizma ile uyumlu goriinmiistiir.

Literatiirdeki ¢ogu calisma genellikle tek bir mikroorganizma veya dnceden
secilmis bakteri veya fungus tiirleri ile optimizasyon ve endiistriyel iiretim {izerine
yogunlasmistir. Bu ¢ercevede, bizim ¢alismamiz literatiire havadan izole edilen farkli

genuslara ait olan fungal tiirlerin amilaz, proteaz, lipaz iiretme ve hemolitik aktivite
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potansiyelinin ortaya c¢ikarilmasinda ve gelecekte optimizasyon ¢aligmalar1 ve

endiistrinin ¢esitli alanlarinda uygulama i¢in katki sunmaktadir.

Caligmamizda Manisa 11 merkezi atmosferinde bulunan havasal funguslarin
tespiti, mevsimsel dagilimi, identifikasyonu ve belirlenen fungus tiirlerinin hem
enzimatik hem de hemolitik agidan degerlendirilmesi amaglanmistir. Arastirmamizdan
elde edilecek verilerin tip, eczacilik, ziraat ve gida alanlarinda yiiriitiillecek olan

gelecekteki caligmalara rehberlik edecegi ve katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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