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OZET

KLINIK VE CEVRESEL ORNEKLERDEN iZOLE EDILMIi$ ASPERGILLUS
FUMIGATUS SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERIN ARASTIRILMASI

Esmira AHMADOVA
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
TIBBI MIKROBIYOLOJi ANA BiLiM DALI
Yiksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Prof. Dr.Asuman BIRINCI

Aspergillus turleri toprakta, curiiyen bitki Ortiisiinde, yiyeceklerde ve hemen
hemen her yerde yasamlarini siirdiirebilen saprofit mantarlardir. Bulunduklar
ortamlarda nitrojen ve karbon gibi besinlerin geri doniisiimiinde 6nemli rol oynarlar.
Aspergilloz olarak bilinen Aspergillus spp’nin neden oldugu hastaliklar kiiresel
saglik lizerinde ciddi tehdit olusturmaktadir. Aspergillus fumigatus, Aspergillus
terreus tiirleri siklikla invaziz aspergilloza neden olan tiirler arasinda yer almaktadir.
Hastalik olusturmalarinda 6nemli rol oynayan virulans faktdrlerinden biri sahip
olduklar1 enzim aktiviteleridir.

Calismamizda klinik ve ¢evresel oOrneklerden izole edilen A.fumigatus
izolatlarinda fosfolipaz, asit proteinaz ve elastaz enzim aktiviteleri incelenmistir.

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 37 adet A.fumigatus izolat1 ve
Uludag iiniversitesi Tip fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’dan elde
edilmis 33 gevresel A.fumigatus izolati dahil edilmistir. Klinik ve ¢evresel izolatlarin
fosfolipaz enzim aktiviteleri yumurta sarili agar plaklarinda, asit proteinaz enzim
aktiviteleri s1gir serum albumin agar plaklarinda, elastaz enzim aktiviteleri ise rose
bengal-elastin agar plaklarinda incelenmistir.

Calismaya dahil edilen 37 klinik izolatin 28 (% 75.7)’inde asit proteinaz enzim
aktivitesi izlenirken, 9 (%24.3) izolatta asit proteinaz enzim aktivitesi izlenmemistir.
33 ¢evresel izolatin 27 (%81.9)’nde asit proteinaz enzim aktivitesi izlenirken, 6
(%18.1) izolatta asit proteinaz enzim aktivitesi izlenmemistir.

37 klinik A. fumigatus izolatin 35 (% 94.6 )’inde fosfolipaz enzim aktivitesi
saptanirken, 2 (% 5.4) izolatta ise fosfolipaz enzim aktivitesi saptanmamuigtir. 33
cevresel izolatin 31 (% 94)’inde fosfolipaz enzim aktiviesi izlenirken, 2 (% 6.06)’nde
fosfolipaz enzim aktivitesi izlenmemistir.

37 Kklinik A. fumigatus izolatun 28 (% 75.7)’inde elastaz enzim aktivitesi
saptanirken, 9 (% 24.3 ) izolatta elastaz enzim aktivitesi saptanmamistir. 33 ¢evresel
A. fumigatus izolatinin 24 (% 72.7)’Unde elastaz enzim aktivitesi izlenirken,
6 (% 18.2) izolatta elastaz enzim aktivitesi izlenmemistir. Calismaya dahil edilen
3 (% 9.1) cevresel A. fumigatus izolatinin rose-bengal elastin agarinda iiremedigi
gozlemlenmistir.

Cevresel ve klinik A. fumigatus 6rneklerinde enzim aktivitelerinin incelendigi
calismamizin  bu konuda yapilacak diger c¢alismalara katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar Sozcukler: A.fumigatus, Asit proteinaz, Fosfolipaz, Elastaz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS IN ASPERGILLUS FUMIGATUS
STRAINS ISOLATED FROM CLINICAL AND ENVIROMENTAL SAMPLES

Esmira AHMADOVA
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Medical Microbiology
Master, August/2023
Supervisor:Prof. Dr.Asuman BIRINCI

As a versatile saprophytic fungus, Aspergillus species thrive ubiquitously, occupying
soil, decaying organic matter, and even food, vital for carbon and nitrogen recycling.
Paradoxically, they also underlie the menacing global health concern of aspergillosis.
Notably, Aspergillus fumigatus and Aspergillus terreus, frequently linked to invasive
aspergillosis, leverage their potent enzyme activities as significant contributors to
disease development.

Our study delved into enzymatic attributes (phospholipase, acid proteinase, and
elastase) within A. fumigatus isolates from clinical and environmental sources. Our
investigation involved 33 environmental isolates from Uludag University and 37
clinical isolates from Ondokuz Mayis University. Enzyme activities were assessed
using specialized growth media: phospholipase on egg yolk agar plates, acid
proteinase on bovine serum albumin agar plates, and elastase on rose bengal-elastin
agar plates.

Among clinical isolates, 75.7% (28 of 37) exhibited acid proteinase activity, with
24.3% (9 of 37) lacking it. Conversely, environmental isolates showed 81.9% (27 of
33) with active acid proteinase and 18.1% (6 of 33) devoid of it.

Regarding phospholipase, clinical isolates displayed 94.6% (35 of 37) enzymatic
activity, with only 5.4% (2 of 37) devoid of it. Environmental counterparts
demonstrated 94% (31 of 33) enzymatic activity, while 6.06% (2 of 33) lacked it.

Elastase activity was prominent in 75.7% (28 of 37) clinical isolates, in contrast to
24.3% (9 of 37) where it was absent. Among environmental isolates, 72.7% (24 of
33) exhibited elastase activity, while 18.2% (6 of 33) did not. Notably, a subset of
environmental isolates (9.1% or 3 of 33) failed to grow on rose-bengal elastin agar.

Our comprehensive analysis sheds light on the intricate enzymatic landscape of
A. fumigatus isolates, unraveling potential implications for disease mechanisms and
diagnostic advancements.

Keywords: Aspergillus fumigatus, Asid proteinase, Phospholipase, Elastase
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1. GIRIS

Aspergillus’lar dogada yaygin olarak bulunan, toprak, yiyecek, hava gibi
bircok farkli ortamda spor olusturarak enfeksiyonlara neden olan firsatgi
patojenlerdir. Klinik ve gevresel Aspergillus fumigatus izolatlarinin arasinda genetik
acidan bir fark olmadig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Alonso et al., 2016).
Bulunduklar1 ortam, pH ve belirli sicaklik araligi hayatta kalmalarin1 belirleyen
etkenlerdendir. Sahip olduklar1 konidyumun boyutunun kii¢iik olmasi hafif hava
akimi sayesinde daha verimli bir sekilde uzun mesafeler boyunca yayilmalarina ve
konak dokusunda kolaylikla ilerlemelerini saglar. Solunan gevresel sporlar invaziv
aspergilloz (I1A) infeksiyonuna neden olmakla birlikte immiin sistemi baskilanmis
kisiler icin tehdit olusturmaktadir (Oz vd., 2012). Bu 6zelliklerinden dolay: klinik ve
cevresel Aspergillus tiirleri insanlarda enfeksiyonlara neden olan en baskin kiif
tirlerinden biri olarak bilinmektedir. A. fumigatus ise bu cins igerisinde ¢evrede en

cok bulunan mantar tirtdir (Arastehfar et al., 2021).

1729 yilinda ilk kez Italyan rahip ve biyologu Pietro Antonio Micheli
tarafindan tanimlanmigtir. Mantarin mikroskobik morfoloji seklinin Hiristiyan
ayinlerinde kutsal su serpmek i¢in kullanilan “aspergere” aletine benzedigi igin, cinse
Aspergillus adi verilmistir (Sugui et al., 2015). Urettikleri enzimler vasitasiyla
organik maddeleri ayristirarak kullanirlar ve uygun kosullar saglandiginda patojen
hale gecebilme Ozelligine sahiptirler. Firsat¢r patojenlerin hastalik yapmasinda
onemli faktorlerden biri de konagin baskilanmis bagisiklik sistemine sahip olmasidir.
IA, alerjik bronkopulmoner aspergilloz, astim, alerjik siniizit, alveolit, gibi ¢esitli
hastaliklara neden olabilmektedirler. Aspergillus sporlarinin havada asili kalabilme
ozelligi sayesinde konagin solunum yollarina ve bozulmus deri dokusuna tutunarak
hastalik olusturduklart diisiinilmektedir. Cevresel ve klinik sporlarin inhalasyonu
enfeksiyona sebep olmaktadir. Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde de yukarida
ismi gecen klinik tablolara neden olmaktadirlar (Gulderen vd., 2008).

Aspergillus tarlerinin konak dokusuna girebilmeleri igin birka¢ asamadan
gecmeleri gerekmektedir. Once konagin solunum epiteline yapisabilmeli ve penetre
olabilmelidirler. Daha sonra konak immiin sisteminin fagositik hiicreleri tarafindan
gerceklesecek savunmadan korunmalari gerekir. Son asamada konak dokusuna uyum
saglayarak uzun slre hastalik olusturabilmelidirler. Bltin bu asamalar

tamamlayabilmesi i¢in birden fazla viriilans faktore ihtiyag duymaktadirlar. Bu

1



viriilans faktorlerin adhezyon (yapisma), adezinler, sicaklik toleransi, pigmentler,
konidyum boyutu, toksik molekiiller ve enzimler oldugu belirlenmistir (Kantarcioglu

ve Yicel, 2014; Abac1 ve Uztan, 2008).

Aspergillus cinsinde yer alan Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,
Aspergillus nidulans tiirleri siklikla invaziz aspergilloza neden olurlar. Diger tiirler
ornegin: Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Aspergillus oryzae ve birgogu
nadiren hastaliga neden olan tiirlerdir (Kantarcioglu ve Yicel, 2014). Aspergillus
Cinsinin insanlarda olusturdugu enfeksiyonlarin yaklasik olarak %90’indan
Aspergillus fumigatus sorumludur (Kantarcioglu ve Yiicel, 2014). Aspergillus
enfeksiyonlarinda enzim aktivilerinin viriilans faktdr olarak Onemi biiyiiktiir. Bu
calismanin amaci da klinik ve ¢evresel Orneklerden izole edilen Aspergillus
fumigatus suslarinda plak yontemiyle fosfolipaz, asit proteinaz ve ekstraseliiler

elastaz enzim aktivitelerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aspergillus Tiirlerinin Siniflandirmadaki Yeri

Aspergillus tiirleri toz, toprak, bitki, yiyecek, hava gibi bir ¢ok farkli ortamda
yasamini siirdiirebilme 6zelligine sahip olup, ¢evremizde yaygin olarak bulunan
funguslardir. Aralarinda en sik soyutlanan tiir A. fumigatus’tur. Bunu A. flavus ve
A. niger izlemektedir. A. clavatus, A. glaucus, A. nidulans, A. oryzae, A. terreus, A.
versicolor gibi tdrler ise daha nadir soyutlanan tlrler olarak bilinmektedir
(Hilmioglu, 2021).

Aspergillus tiirlerinin simiflandirilmas: ig¢in eseyli (telemorfik) ve eseysiz
(anamorfik) sekilleri, onlarin morfolojik 6zellikleri kullanilmaktadir. Eseyli {ireme
kusursuz (perfect) tireme olup telemorfik donemdedir. Eseyli iiremede olusan sporlar
(telemorfik sekiller): zigospor, askospor, bazidiyospor olarak gruplara ayrilmustir.
Firsatgr patojen olan Aspergillus’larin simiflandirilmasinda spor (konidyum) ve
konidyogenez 0Ozellikleri 6nemli yere sahiptir (Hilmioglu, 2021). Aspergillus’lar
Ascomycota béliminin Eurotiales takiminda Trichocomaceae ailesinde teleomorfik
(eseyli) cinsler i¢inde yer alirlar (Murray et al., 2009). Klinik olarak énemli birgok
Aspergillus tiiriiniin telemorflar1 sebebiyle “tek mantar: tek isim” uygulamasi
sorunlara neden olmaktadir. Yapilan filogenetik ¢alismalar ile Aspergillus’un genel
olarak monofiletik oldugu gosterilmistir. Boylelikle cins i¢indeki ¢ogu tiirlin ismi
korunmustur. Yaygin olarak telemorflari tarafindan bilinen tiirler Aspergillus cinsi
i¢cinde yeniden adlandirildi (Neosartorya fischeri, Aspergillus fischeri olarak yeniden
adlandirildi). Tablo 2.1.°de klinik ac¢idan o6nemli Aspergillus tirlerinin

isimlendirilmesinde yapilan degisikliklerin 6zeti gosterilmistir (Kidd et al., 2023).

Son 20 yilda bir¢ok yeni Aspergillus tlirii tanimlanmis ve molekiiler ¢alismalar,
orijinal olarak morfolojik ozelliklerine gore tanimlanmis olanlar i¢inde genetik
olarak farkli ¢ok sayida tiir bulunmustur. Aspergillus cinsi i¢inde yaklagik 300 tiir
tamimlanmistir. Antifungal ilaclara direncli olan Aspergillus lentulus, Aspergillus
fischeri ve Aspergillus udagawae tirleri dahil olmakla A. fumigatus’tan genetik

olarak farkli en az 50 tiir tanimlanmustir (Kidd et al., 2023).



Tablo 2.1. Klinik agidan 6nemli Aspergillus tiirlerinde isimlendirme degisikliklerinin ozeti
(Kidd et al., 2023).

Onceki isim Yeni gecerli isim Yaygin iliskili enfeksiyonlar
Neosartorya Aspergillus fischeri Solunum, invaziv enfeksiyonlar, alerjik
fischeri, durumlar

Neosartorya

pseudofischeri,
Aspergillus
thermomutatus

Neosartorya udagawae Aspergillus udagawae Solunum, invaziv enfeksiyonlar, alerjik

durumlar

Peterson tarafindan yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda tanimlanan tiirlerle,
Raper ve Fennell tarafindan yapilan ¢aligmada tanimlanan tiirler arasinda yiiksek
derecede korelasyon oldugu belirlenmistir (Murray et al., 2009; Peterson, 2008).
Fakat bu ¢alismalar sonrasinda Aspergillus turlerinin filogenetik analizinde yine bilgi

yetersizliginin oldugu goriilmiistiir.

Aspergillus tiirlerinin siniflandirilmasinda farkli gériisler mevcuttur. Bu alanda
DNA sekansi, kalmodulin, ITS ve LSU gen bolgeleri kullanilarak yapilan ¢alismalar
dogrultusunda, fenotipik olarak farkl tiirlerin aslinda filogenetik olarak birbirine gok

yakin olduklari sonucuna varilmigtir (Hilmioglu, 2021).

Konuyla ilgili uzmanlar sayesinde Trichocomaceae ailesinde yer alan tirlerin
listesi hazirlanmigs ve bu listede 184 Aspergillus tiiriiniin oldugu belirlenmistir
(Murray et al., 2009).

2.2. Aspergillus Turlerinin Ozellikleri

Aspergillus tirlerinin 6zelliklerine makroskobik ve mikroskobik ozellikler,
ayni zamanda firsat¢ct mantar olarak gorevlerini yapabilmelerinde énemli rolu olan

viriilans faktorler dahil edilmektedir.



2.2.1. Makroskobik Ozellikler

Aspergillus spp. tliyeleri ¢cogu eseysiz (anamorf) ¢ogalma ozelligine sahip olsa
da baz tiirlerde seksiiel gogalma goriilmektedir. Hizli tireyerek, yilizeyi pudramsi,
kadifemsi, pamugumsu sekilde koloniler olustururlar. Tirler iireme sartlarina ve
besiyeri ozelligine gore siyah, yesil, sar1, siyah renkli koloniler olustururlar.
A. fumigatus koyu mavimsi-yesil’den gri-turkuaza degisen renklerde, A. flavus sari,
koyu sarimsi yesil renklerde, A. nidulans koyu yesil ve genellikle morumsu
kahverengi renklerinde, A. niger cevresinde beyaz halesi olan siyah renkte, A. terreus
ise bej’den tar¢in rengine kadar degisen koloniler olustururlar (Hilmioglu, 2021).
Aspergillus cinsine ait tlrlerin Gremesine nem ve 151k, ortamdaki ozmotik basing gibi
bir¢ok dis faktor de etki edebilmektedir.

Sekil 2. 1. Aspergillus fumigatus ve Aspergillus niger koloni goérinima

2.2.2. Mikroskobik Ozellikler

Mikroskobik olarak Aspergillus tirleri 4-6um capinda hyalen, diizgiin ve
septali hifler olustururlar. Hiflerin bir boliimii genisleyerek “T” (foot cell) ismi
verilen “taban hiicreler”i olusturur. Taban hiicresinden koken alan ve dik bir sekilde
uzayan konidyum tasiyan konidyofor hiflerinin ucu siskinleserek vezikiil ismi verilen
yapiy1 olustururlar. Vezikiiliin yiizeyinde sise bi¢ciminde fiyalidler yer alir. Fiyalidler
tek sira (uniseriate) veya c¢ift sira (biseriate) seklinde olabilir. Cift sirali fiyalid
yapisinda i¢ siradakilere metula denir. Konidyum yapict hiicre olan fiyalidler
bliylime o6zelligine sahip degildir. Bu yilizden konidyumlarin gelisimi sirasinda
fiyalidlerin dig tabakasi konidyumlarin ftizerini Ortemez. Aspergillus turlerinde
konidyum Olgtisii  farklililk  gostermektedir. A. fumigatus dizgunden-dikensi

cikintiliya kadar degisebilen, 2-3.5 um ¢apinda konidyum olusturur. A. flavus’un



olusturdugu konidyumlar ise 3-6 um ¢apinda, piirtiiklii yapiya sahiptir. A. niger ise
yuvarlagimsi, ayn1 zamanda kalin duvara sahip, piirtikli ve 6 pm c¢apinda
konidyumlar olusturur (Topgu vd., 2008).

Sadece bazi tiirlere 06zgli mikroskobik yapilar: alérokonidyumlar,
sklerotyumlar, klaystotesyumlar mecvuttur. Bu yapilar tiirlerin ayriminda
kullanilmaktadir. Skleroita yuvarlak migel kiimeleri olup, esmer renginde kabuga
sahiptir (Hilmioglu, 2021). Sklerotyumlarin rengi tiire gore deyismekte olup,
A. flavus kirmiz1 bazen de kahverenginin agiktan koyuya kadar degisen tonlarinda
olusturabilmektedir. Aspergillus candidus kirmizimsi mor-siyah renkli sklerotyum
olustururken, Aspergillus ochraceus’un olusturdugu sklerotyumlar baslangigta beyaz
renkte olup, daha sonra mor renge kadar degisebilmektedir (Temiz, 1989).
Klaystotesya eseyli lireme zamani olusur. Her biri igerisinde askuslarin yer aldigi
askosporlar tasir ve askuslar patlama sonucu etrafa yayilir. Alorokonidyum ise lizize

ugrayan hiicre kalintilarini tagiyan bir tiir konidyumdur (Hilmioglu, 2021).
2.2.3. Virulans Faktorleri

Mantarin konak dokusuna yerlesmesi ve enfeksiyon olusturmasi i¢in virulas
faktorlere gereksinim duymaktadir. Aspergillus tiirlerinde en sik gozlemlenen

virulans faktorleri:

Konidyum boyutu: Aspergillus konidyumlar1 kiigiikk Olgililere  sahip
oldugundan konak akcigerine kolaylikla ulagabilmektedirler. A. fumigatus
konidyumlart 2-3um ¢apina, A.niger konidyumlar: ise Sum c¢apina sahiptir. Bu
yuzden A. fumigatus konidyumlari A. niger’e gore daha hizli ve ¢ok fazla
germinasyona ugrar (Hilmioglu, 2021). A. niger’in konidyumlar1 Sum ¢apinda
oldugu i¢in diisiik virulansa sahip oldugu diisiiniilmektedir (Kantarcioglu ve Yiicel,
2014). Enfeksiyon konidyumlarin solunum yolu ile alinmasi sonucunda ortaya ¢ikar.
Ozellikle de bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde, AIDS hastalarinda ciddi klinik

tablolara neden olabilmektedirler.

Adezinler ve adezyon: Konidya yizeyindeki sialik asit ve 0zellikle de
fibrinojen, fibronektin, kollagen, albumin, komplement proteinlerine ve surfaktan

proteinlerine yiizeysel olarak baglarlar (Kantarcioglu ve Yiicel, 2014).



Sicaklik toleransi: A. fumigatus diger tiirlerle Kkarsilastirildiginda
48-50° C’nin iistiinde bile iiremesini ve ayni zamanda spor olusturma &zelligini

devam ettirebilmektedir (Topcu vd., 2008).

Pigmentler: Melaninler hidrofobik yapida, negatif yiikli makromolekiiller
olup, birgok farkl tipleri vardir. Kiiflerde ise dihidroksinaftalin (DHN)-melanin ve
DOPA-melanin tipi mevcuttur. 4. fumigatus sporlart 1,8-dihidroksinaftalen benzeri
melanin igermektedir. DHN-melanin pigmenti A. fumigatus’a gri-yesil bir goriinim
vermektedir. Melanin sentezi 6 gen kiimesi (pksP, aygl, arpl, arpl, abrl ve abr2)
tarafindan kontrol edilir (Chotirmall et al., 2014). Melanin pigmenti patojeni asiri 1s1
derecelerine, enzimatik parcalanmaya, oksidasyona ve ultraviyole 1sinlarina karsi

koruma 6zelligine sahiptir (Cerik¢ioglu, 2012).

Siderofor: Bazi Aspergillus tiirleri transferinden demirin ayrilmasini
saglayabilmek i¢in siderofor salgilarlar. Firsatci patojenin konak dokusunda

ureyebilmesi igin siderofor biyosintezi 6nemlidir (Topgu vd., 2008).

Toksik molekuller: Aspergillus tiirleri hifal gelisim siirecinde ¢ok sayda ¢esitli
toksik molekuller Gretir. A. fumigatus tarafindan en fazla salgilanan ve ¢alismalarda
da yogun olarak kullanilan metabolitlerden biri gliotoksindir. A. fumigatus’un diger
tirlere kiyasla gliotoksin iretiminin (% 95) daha yiiksek oldugu goriilmistiir
(Shankar, 2013). Gliotoksin immiin sistem hiicreleri olan B ve T ( T helper ve T
sitotoksik) hiicrelerinin aktivasyonuna baskilayict etki gostermektedir (Abaci ve
Uztan, 2008). Onemli viriilans faktdrlerden biri olabilecegi diisiiniilen fitoik asit
toksik molekiilii de vardir. A. fumigatus kokenleri tarafindan iiretilerek, graniilom

olusumuna neden olmaktadir ( Kantarcioglu ve Yiicel, 2014).

A. parasiticus ve A. flavus tarafindan {iretilen mikotoksin olan aflatoksin
hayvanlarda ve in-vitro modellerde 6nemli kanserojendir (Hogan et al., 1996). En sik
misir, pamuk, yer fistig1 gibi yagli tohumlu iirtinlerde goriildiigii rapor edilmektedir
(Klich, 2007). Aym1 zamanda aflatoksinler insanlar ve hayvanlarda karaciger

kanserine sebep olabilmektedirler (Orug, 2005)

Enzimler: Aspergillus tiirleri tarafindan salgilanan enzimleri serin (Alp),
metalo (Mep) ve aspartik (Pep) proteazlari igerir (Chotirmal et al, 2014). Patojen
Aspergillus tiirlerinin konak dokusunda ilerleyebilmesi ve yayilmasi i¢in enzimlere

gereksinim duymaktadirlar. Hiicre membran yapis1 protein ve fosfolipidlerle zengin



oldugundan, yikim islemi i¢in A. fumigatus fosfolipaz ve proteinaz aktivitesine sahip
enzimlere ihtinyac duyar. Hiicre disi enzim aktivite diizeylerinin belirlendigi
calismalarda genellikle A. fumigatus tizerinde durulmaktadir. A. fumigatus, A. flavus
ve A. niger tiirlerini kapsayan bir ¢alismada, A. fumigatus izolatlarinin % 76.7°sinde
asit proteinaz; % 93.3’Unde ise fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. A.niger
izolatlarinun % 25’inde fosfolipaz aktivitesi saptandigi halde proteinaz aktivitesi
saptanmamustir (Birinci vd., 2014). A. fumigatus’la beraber birgok bakteri, parazit ve
mantarda fosfolipaz enzimi virulans faktdr olarak gorev yapmaktadir. Ornegin:
Clostridium perfiringes, Listeria monoctyogenes, Bacillus cereus, Rickettsia spp. ve
Entamoe histolytica, Toxoplasma gondii gibi turlerde bulunmaktadir (Ghannoum,
2000).

Fosfolipaz enzimi hiicre membrani yapisinda bulunan gliserofosfolipidler
arasindaki ester baglarini yikma 6zelligine sahiptir. A. fumigatus fosfolipaz aktivitesi
yardimiyla doku invazyonunu ve hiicre membraninin yikimini gergeklestirir (Abaci
ve Uztan, 2008). Konak dokusuna zarar vererek, mantar hiflerinin sitoplazmaya
penetrasyonunu saglar. “Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry” (FAB-MS)
yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismayla A. fumigatus’da hiicre disi fosfolipaz
enzimi iiretebilme 6zelligi ortaya konulmustur. Sonug olarak A. fumigatus’un 4 tipte:
A, B, C, D fosfolipaz aktivitesi gosterdiyi belirlenmistir (Birch et al., 1996).
Fosfolipaz C enzim aktivitesi klinik izolatlarda ¢evresel izolatlara kiyasla daha ¢ok
gorilmektedir (Topcu vd., 2008). A. fumigatus tarafindan sentezlenen fosfolipaz
D’nin iiretiminden sorumlu olan pld gen bdlgesinin bozulmasi sonucunda, tim hiicre
ici, hem de hiicre dist1 PLD aktivitelerinin azaldigi belirlenmistir (Li et al., 2012).
Aspergillus tiirleri hiicre dis1 enzimler salgilayarak besin ihtiyacini kargilarlar, ayni
zamanda konak dokusundaki lipid, protein ve elastin gibi major bilesenleri

parcalayarak ciddi klinik tablolara neden olurlar ( Korcan vd., 2007).

Funguslar tarafindan 3 temel proteaz olan metalloproteaz, alkalin serin proteaz
ve aspartik (asit) proteazlar salgilanmaktaidr. Aspartik proteinazlar diisik pH’l
ortamlarda bile aktivitelerini surdlrebilmektedirler. Aspergillus’larin salgiladigi
aspartik (asit) proteinaz enzimi konak solunum yolunda yer alan epitel hucrelerinin
pargalanmasinda 6nemli rol oynar. Ayni1 zamanda A. fumigatus tarafindan salgilanan
ait proteinaz enzimi elastin, fibronektin ve kollajen gibi bilesenleri parcalayabilme

ozelligine sahiptir ( Latge, 2001).



Aspergillus tdrlerinin patojenitesinden sorumlu olan virulans faktorler arasinda
elastaz enzim aktivitesi (EIA) dnemli rol oynamaktadir. Elastin baslica akciger, kan
damarlari, deri, cesitli doku ve organlara esneklik kazandiran hidrofobik yapidir
(Heinz, 2020). Elastaz enzimi yalmzca Aspergillus’lar tarafindan degil,
Pseudomonas aeruginasa gibi O6nemli pulmoner patojen tarafindan da
salgilanmaktadir. Ayrica A. fumigatus’un tiim suslari elastaz aktivitesi sayesinde
elastini parcalayarak, proteini nitrojen kaynagi olarak kullanma kapasitesine sahip
degildir (Alvarez-Pérez et al., 2010). 1992 yilinda yapilan bir g¢alismada
A. fumigatus’un ¢evresel suslarinin hiicre dis1 elastaz iiretebildigi gézlemlenmistir
(Frosco et al., 1992). Aspergillus’lar tarafindan salgilanan elastaz enzim aktivitesini
gozlemlemek icin Kothary vd. tarafindan gelistirilen kat1 besiyeri kullanilmaktadir.
Elastaz enzim aktivitesine sahip A. fumigatus besiyerinde bulunan elastini
kullanarak, koloni ¢evresinde pembe renkli presipitasyon zonu olusturur. Besiyerinde
kullanilan “rose-bengal” boyasi olusan erime zonunu gérme imkani saglamaktadir.
Ayn1 zamanda bu ¢alisma A. fumigatus tarafindan salgilanan elastaz enzimi ile onun

patojenitesi arasindaki iligkiyi ortaya koyan ilk ¢aligmadir ( Blanco et al., 2002).
2.2.4. Antijenik Ozellikler

Galaktomannan antijeni (GM): Aspergillus tiirlerinin bir¢ogunun hiicre
duvarinda bulunan ve ekzoantijen olarak hiicre disina salgilanabilen bir
polisakkarittir (Kantaricioglu ve Yiicel, 2005). GM iki monosakkaritten: mannoz ve
galaktofuranozdan olusur (Fontanie and Latge, 2020). Aspergillus turlerinin sahip
oldugu GM antijenini saptamak i¢in, Lateks agliinitasyon (LA), radyoimmiinoassay
(RIA) ve enzimimmiinoassay (EIA) yontemleri kullanilmaktadir (Birinci ve Cayeci,
2016). Ayn1 zamanda GM antijenini saptamak i¢in enzim temelli bir yontem test
sandvi¢ ELISA (Platelia Aspergillus ELISA) yontemi tercih edilmektedir (Aslan vd.,
2016).

Beta-glukan antijeni (BG): Aspergillus tiirlerinin yani sira Candida tirleri de
basta olacak sekilde bir ¢ok kiif ve maya mantar tiiriiniin hiicre duvarinda siklikla rsat
gelinen antijendir (Birinci ve Cayci, 2016). BG antijeni deniz ve okyanuslarda
yasayan “horseshoe crab” olarak bilinen canlilar tarafindan izole edilen faktor G ile
temas ettiginde, faktor G’nin aktive olmasini saglayabilme 6zelligine sahiptir. BG
antijenini saptamak icin gelistirilen bir ¢ok testin temeli bu 6zellige dayanmaktadir

(Ener, 2013).



2.3. Patogenez

Aspergillus spp. hafif sekilden ciddi klinik tablolara kadar uzanan hastalik
spektrumuna sahiptirler. Neden olduklar1 enfeksiyonlar aspergilloz olarak
isimlendirilmektedir. A. fumigatus tirii genellikle evcil hayvanlarda, kuslarda,
kopeklerde ve aym zamanda insanlarda aspergilloza sebep olmaktadir. Ote yandan
aspergilloz kuslarda 6nemli 6liim sebeplerinden biridir (Tell, 2005). Aspergillus
konidyumlar1 solunum yollarina tutunarak hastalik olustururlar. Konidyum boyutu
onemli olup, A. fumigatus’un sahip oldugu ¢ok kii¢iik 6l¢iilii konidyumlar kolaylikla
akcigerlere kadar ulasarak ciddi enfeksiyonlara neden olurlar. A. flavus’un
konidyumlar1 ise genelde {iist solunum yollarinda siniizite neden olmaktadirlar
(Ayberkin ve Ciftci, 2009). Konak akcigerinde kondiyumun ilk karsilstig
immiinolojik savunma sistemi makrofajlardir. Bununla birlikte, diger bagisiklik
hlcreleri geriye hayatta kalan A. fumigatus sporlarini ve hiflerini ortadan kaldirmak
icin uyarilir. Aspergillus enfeksiyonlarina karsi duyarliligin makrofaj ve nétrofillerin
sayisinin azaldigr durumlarda veya fonksiyonun bozuldugu durumlarda arttig1
goriilmustir (Heinz, 2020). A.fumigatus enfeksiyonunun neden oldugu hastaliklar
sunlardir: alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA), aspergilloma, kronik
nekrotizan akciger aspergillozu, alerjik hastaliklar ve lokal enfeksiyonlar (Gu et al.,

2021).

2.4. Epidemiyoloji

Aspergillus turleri tim diinyada yaygin olup, ¢iirliyen bitki kalintilarinda, ayn1
zamanda sUs bitkilerinde, havada, toprakta, diinyanin her yerinde bulunurlar. Ev,
hastane, hastaneye yakin insaat ¢alismalarmin bulundugu ortamlarda havada en sik
karsilasilan mantar tirtidiir (Murray et al., 2009). Hastane ortaminda Aspergillus
sporlarinin bulunmasi énemli epidemiyolojik bulgudur.

Genellikle Aspergillus turleri igerisinde A. fumigatus en yaygin tiir olarak
bilinmektedir. Tirlerin yaygmligi son 10 yilda degismistir. A. fumigatus Onceden
enfeksiyonlarin % 90’dan sorumluyken, son ¢alismalarda % 60’dan sorumlu oldugu
berlirlenmis ve bunu sirasiyla A. flavus, A. niger ve A. terreus’un izledigi

gosterilmistir (Bandres, 2021).

Kemik iligi nakli yapilan, bagisiklik sistemi baskilanmis ve kortikosteroid
tedavisi alan kisilerde Aspergillus tiirlerinin solunum yollarinda enfeksiyona neden
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oldugu belirlenmistir (Fridkin and Jarvis, 1996). Aspergilloz ise en sik hematopoietik
kok hiicre nakli alicilarinda en yaygin mantar enfeksiyonu olmayr devam
ettirmektedir (Rudramurthy et al., 2019). 1A yiiksek mortalite, morbedite seviyesine
gore en ciddi invaziv enfeksiyonlardan biridir (Wang et al., 2022). Enfeksiyonun
onemli belirliyicilerinden biri konagin mantar ile temas yogunlugu degil hastanin

bagisiklik durumudur.
2.5. Aspergillus Turlerinin Klinik Onemi

Aspergillus tiirlerinin sebep oldugu klinik tablolar 3 ana gruba: invaziv

sendromlara, invaziv olmayan sendromlara ve allerjik klinik tablolara ayrilabilir.
2.5.1. invaziv Sendromlar

invaziv Aspergilloz (IA): Aspergillozun sik rastlanan ve en ciddi formu IA
olup, bagisiklik sistemi baskilanmis, organ nakli yapilmis, nétropenik hastalarda
ciddi sorunlara yol agabilmektedir. Hastalik akcigerlerde tutulum yapar ve beyine,
gogiis duvarina, diyafragmaya, mideye, karacigere ve diger organlara yayilir (Aktlrk
vd., 2007). Beyine ve akcigere yayilim AIDS’li hastalarda 6limle sonuclanabilir
(Topcu vd., 2008).

IA teshisi konulmus kisilerde enfeksiyon beyin, deri, akciger gibi organlara
yayilirsa bunlarla ilgili septomlar ortaya cikar. Septomlar konaga bagli olarak

degisiklik gosterebilir (Alan, 2009).

Invaziv Pulmoner Aspergilloz (IPA): 1A’da oldugu gibi bagisiklik sistemi
baskilanmis, uzun siireli notropeni, kok hiicre nakli, ozellikle de akciger nakli
yapilmis kisilerde ciddi sorunlara yol acar (Naaraayan et al., 2015). Notropeni ve
buna bagli olarak kullanilan antibiyotikler 6nemli risk faktorleridir (Somer, 2009).
Genellikle A. fumigatus, A. flavus, A. niger ve A. terreus tlrlerinden biri invaziv
pulmoner aspergilloza sebep olmaktadir (Naaraayan et al., 2015). Hematopoetik kdk
hicre transplantasyonunun 10-21. gunlerinde invaziv pulmoner aspergilloz
goriildiigii halde, artitk notropenik olmayan donemlerde de invaziv pulmoner

aspergilloz gérilmektedir.

Sinlzit: Siniizit bagisiklik sistemi baskilanmig ve ayni zamanda normal
kisilerde gorilebilir. En sik goriilen etkenler A. fumigatus ve A. flavus olup,
cogunlukla kemik iligi nakli yapilan hastalarda goriilmektedir (Aktlrk vd., 2007).

Baslica belirtileri 6ksiiriik, basagrisi, ates ve burun kanamasidir (Inci vd., 2009).
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Goz  enfeksiyonlari:  Aspergillus tiirlerinin ~ olusturdugu  firsatg1
enfeksiyonlardan biri de gérme kaybina neden olabilecek fungal keratitlerdir. Fungal
patojenle birlikte, okiiler travmalar, antibiyotik kullanim1 ve baskilanmis bagisiklik
sistemi keratit olgusu i¢in onemli faktorlerdir. Ayn1 zamanda Aspergillus tlrlerinin
sahip oldugu fosfolipaz ve proteinaz enzimleri konak dokusunun biitiinligunin

bozulmasinda 6nemli role sahiptir (Altinbas vd., 2018).

Deri ve yara enfeksiyonlari: Aspergillus tiirlerinin neden oldugu deri
enfeksiyonlar birincil ve ikincil olabilir. Zayiflamis veya hasar gérmiis cildi, havada
bulunan Aspergillus sporlari enfekte ederek primer kutandz aspergilloza neden
olabilmektedir. Sekonder kutandz aspergillozda ise mantar sporlar1 dnce yumusak
dokulara entegre olur ve hematojen yayilim yolu yardimiyla deriye kadar ulagir

(Kusari et al., 2018).
2.5.2. invaziv Olmayan Sendromlar

Aspergilloma: Aspergilloma veya mantar topu olarak da isimlendirilen, fibrin
ve iltihabi hiicrelerden olusan bir kitledir (Diibiis ve Pasaoglu, 2010). Tuberkiloz,
histoplazmozis, brronkojenik Kist ve kronik akciger apsesi gibi bir ¢ok ciddi klinik
tablolarda aspergilloma gorilmektedir (Sanli vd., 2005). Ozellikle de tiiberkiiloz
kavitelerinde aspergillomanin yerlesmesi en c¢ok rastlanan durumlardan biridir

(Kutlay vd., 2000).

Otomikoz: Tropikal ve subtropikal bolegelerde sik karsilasilan ve ayni
zamanda tiim diinyada da yaygin olarak goriilen enfeksiyonlardir. Aspergillus trleri
icerisinde en sik enfeksiyon etkeni olan tiir A. niger’dir (Cetinkol vd., 2015). ikinci
siklikta ise en sik enfeksiyon etkeni olan tur A. fumigatus’dur (Ayberkin ve Ciftci,
2009). Kulakta kasinti, yangisal sizinti, agr1 baslica semptomlardandir (Degerli vd.,
2002).

2.5.3. Asir1 Duyarhhik Sendromlar:

Allerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA): A.fumigatus ABPA igin yaygin
etkendir. A. fumigatus konidyumlarmin boyutu 2-3um oldugundan, pulmoner
alveollere kolayca ulasir ve uzun siire orada kalarak hastaliklara neden olurlar.
ABPA immiin sistemi baskilanmis, atopik kisilerde, kistik fibrozlu hastalarda ve ayni
zamanda cocuklarda gorulebilen sendromdur (Cagigal et al., 2014). Hastalarda

genellikle oksiiriik, hiriltili solunum ve hemoptizi belirtileri goriilmektedir. Diger
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semptomlar arasinda ise ates, kilo kaybi, halsizlik ve yorgunluk bulunur (Jack and
Bajaj, 2022).

Allerjik sinlzit: Hastaligin en sik etkeni Aspergillus tirleri olup, genellikle
immiinsupresif kisilerde gozlemlenmektedir (Aric1 vd., 2015). Paranazal sinislerde
bas agrisi, burun tikanikligi, yiiz ve goz cevresi etrafinda agri, ates sik karsilasilan

belirtilerdendir (Cagigal et al., 2014).

2.6. Tam Yontemleri
Orneklerin Toplanmasi

Tani i¢in alimacak 6rnegin hastaligin yerine bagli olarak degisik bolgelerden
alimmasi gerekir. Doku biyopsisi, steril bosluk sivilari, solunum yolu 6rnekleri olan
BAL, balgam, trakeal aspirat ve akciger biyopsisi, ayn1 zamanda BOS, idrar ve kan
ornekleri kullanilmaktadir (Murray et al., 2009).

Invazif aspergilloz tanisinda en ¢ok tercih edilen 6rnekler akciger biyopsisi ve
steril bosluklardan alinan Orneklerdir (Kradin and Mark, 2008). Fakat hastalarin
cogunda komplikasyon riski géz oniinde bulundurularak tani i¢cin dokulardan biyopsi
yapilamamaktadir. Bundan dolayr mikrobiyolojik inceleme igin steril olmayan

balgam, BAL gibi 6rnekler tercih edilmektedir.

Alinmis 6rneklerin sicak veya soguktan etkilenmemesi igin 2 saat i¢inde ve oda
sicakliginda laboratuvara ulastirilmalidir. G6z 6rneklerinde ise direkt hasta baginda
ekim yapilmali, yapilamadig: takdirde 15 dk igerisinde laboratuvara ulastirilmasi

gerekmektedir.

GM ve BG gibi antijenleri ile yapilacak molekiiler yontemler i¢in kullanilacak
ornekler 72 saat igerisinde ¢alisilacaksa +4°C’de, uzun sure bekletilecekse -20°C’de
muhafaza edilmelidir. Orneklerin saklama kosullar1 yalnis negatiflie neden
olabilmektedir (Birinci ve Cayci, 2016).

2.6.1. Direkt Tan1 Yontemleri
Direkt Mikroskobik Inceleme

Aspergilloz tanisinda mikroskobik inceleme hizli 6n taniy1 saglayabilmektedir.
Kiiltiir sonucu ile birlikte degerlendirildigi zaman taninin desteklenmesinde yardimci

olur. Siv1 ornekler direkt, diger drnekler ise %10-20 potasyum hidroksit (KOH) ile
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incelenir. KOH o6rnegin hiicre ve doku artiklarindan arindirilmasimi saglayarak
mantar elemanlarinin daha iyi goriinmesine olanak saglar. Keratinize dokunun
yapisina gore kullanilan KOH’in yiizdesi arttirllmaktadir. Ayn1 zamanda mantar
elemanlarinin daha net goriinmesini saglayabilmek igin boyama yontemi tercih
edilmektedir. Laktofenol pamuk mavisi boyasi kiif yapilarin1 koruyarak, mantar
yapilarinin mavi renkte boyayarak, mikroskobik incelemede daha iyi bir goriiniim
saglamaktadir. Kalkoflor beyazi ise floresan bir boya olup, mantar hiicre duvarin
boyar. Bu boyama yontemi ile boyanmis orneklerin incelenmesi igin floresan
mikroskobu gerekmektedir. Direkt mikroskobik incelemede Aspergillus turleri
bolmeli, 3-6 um eninde ve dar ag1 ile (45°) dallanan hifler seklinde goriiniir. Direkt
mikroskobi sonucunda bol septali ve dar agili dallanmanin goriildiigii durumlarda
Aspergillus spp tanisi diisiiniilmeli ama bir ¢ok hiyalen kiiflerin de ayni goriiniime
sahip oldugu unutulmamalidir (Guarner and Brandt, 2011). Direkt mikroskobi
mantar enfeksiyonlarin degerlendirilmesinde, kontaminasyon ve etken ayrimin
yapilmasinda 6nemli yere sahip ve degerini korumakta olan tan1 yontemlerinden

biridir (Gllmez ve Alp, 2021).

A. terreus doku invazyonu sirasinda hifleri boyunca alorakonidyum olusturan

tek tlir oldugu i¢in, bu 6zelligi tanimlamada 6nemlidir (Hilmioglu, 2021).

Direkt mikroskobik inceleme kolay ve hizli oldugu kadar duyarlilig1 diisiik bir
yontemdir. Buna karsin, mantar elemanlarinin incelenmesi ile elde edilen sonuglar,
kiiltir yorumlanmasinda 6nemli bir katki saglamaktadir (Markantonatou et al.,
2019).

Laktofenol Pamuk Mavisi ile Boyama

Kif tarzinda iireyen mantarlarin spor ve hif yapilarinin tanimlanmasinda
kullanilir. Laktofenol pamuk mavisi, hem boya hem de sivi ortam olarak
kullanilmaktadir. Boyanin iceriginde yer alan laktik asit temizleyici ajan gorevi goriir
ve kiif yapilarinin korunmasinda yardimci olur. Fenol dezenfektan gorevini goriir.
Preparatin kurumasini gliserol onlerken, kiif yapilarina renk vererek daha iyi

goriinmesini pamuk mavisi saglar (Hilmioglu, 2021).
Kalkoflor Beyazi ile Boyama

Kalkoflor beyazi ile boyama yontemi kiif elemanlarinin hizli saptanmasi

amaciyla kullilan bir yontemdir. Boya mantar hiicre duvarinda bulunan kitin ve
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sellilozdaki beta polisakkaritlere baglanarak, ultraviyole 1sikta floresan vermektedir
(Gulmez ve Alp, 2021).

Boyama sonrasi inceleme i¢in floresan mikroskobu gerekmektedir. Boya
igerisine eklenen temizleme ajani gorevini géren KOH mantara ait yapilarin daha iyi

goriinmesini saglamaktadir (Glilmez ve Alp, 2021).
Kdaltdr

Aspergillozun kesin tanisinda kullanilan kiiltlir yontemi altin standart yontem
olarak bilinmektedir. Diger mantarlar gibi Aspergillus tiirleri de c¢esitli pigment
uretir. Bu pigmentler konidya (aseksuel) ve askosporlar (sekstel) gibi (reme
sporlarinda bulunur. Cogu zaman bu pigmentler tlirleri ayirt etmek i¢in kullanilir
(Chang et al., 2020). Rutin klinik laboratuvarda Sabouraud dekstroz agar (SDA) ve
Patates dekstroz agar (PDA) plaklarina ekim yapilmaktadir. SDA plaklarina ekimi
yapilan mantarlarin konidyum {iretimini ve pigment {iretimini arttirmak i¢in PDA
plaklaria ekim yapilir (Atalay vd., 2014). A. fumigatus kolonileri kadifemsi yapiya
sahip olup, rengi dumanli koyu yesil renginde goriiniir. A. flavus saridan yesile
degisen, A.niger kolonileri ise koyu kahverenginden siyaha degisen renge sahiptirler.
A.terreus kolonileri kadifemsi yapida olup, tar¢in renginde gorinmektedir.
Aspergillus tarlerinin koloni ve mikroskobik 6zelliklerini incelemek igin Czapek-
Dox, %20-30 glukoz igeren Czapek-Dox ve % 2’lik malt ekstrakt agara pasaj
yapilmast Onerilmektedir. Aspergillus tiirleri normal oda sicakliginda, 3-5 gilinde
ureyebilme ozelligine sahiptir. A. nidulans ve Aspergillus glaucus tirleri ise daha
yavas {lrerler. A. fumigatus termotoleran bir mantar olup, 40° C’nin Uzerindeki
sicakliklarda 1y1 trer. Tirlerin sahip oldugu iireme hizindaki farklhiliklar onlarin

tanimlanmasinda yardimeci role sahiptir.

Kultir yontemi icin BAL, doku biyopsisi, BOS, balgam ve kan, idrar, yara
gibi bir ¢cok Ornek kullanilabilmektedir. Balgam gibi steril olmayan bir 6rnek
kullanildig1 zaman, ardisik olarak balgam orneklerinde ayni etkenin {iremesine
bakilir ve iiredigi zaman enfeksiyon desteklenebilir. Idrar ve yara gibi orneklerin
kiiltirlerinde iireme olmasi kesin tani i¢in yeterli olmamakla birlikte, enfeksiyonun
tespit edilebilmesi icin direkt miksokobik inceleme gerekmektedir. Kan kulturlerinde
Aspergillus iremesi ¢ogu zaman yalanci fungemiye isaret eder. Ancak bazi
durumlarda invazif aspergilloz kan kultirlerinde Ureme saptanabilmektedir. A.
terreus’un gergek fungemiye neden oldugu gosterilmisdir (Hilmioglu, 2021).
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A. terreus’un olusturdugu alorakonidyumlarin doku kesitlerinde goriilmesi hizli 6n

tan1 saglayabilmektedir.
Molekdler Yontemler

Aspergillus enfeksiyonlarinda kullanilan molekiiler yontemler dogrudan hasta
Ornegi ya da kiiltiir ortamindan gergeklestirilebilir (Susever ve Yegenoglu, 2011).
Mantar gen dizilerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonu hizl
tanida kullanilmaktdir. Niikleik asitlerin in vitro ¢oglatlmasina dayali yontem olup,
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek yontemdir. Enfeksiyon bolgesinden alinmis doku,

BAL, BOS gibi birgok 6rnekler PZR yontemiyle ¢alisilabilmektedir (Azap, 2019).

PZR yonteminde hedef primer gen bolgeleri olarak rRNA, 28S subinit, ITS
bolgeleri kullanilmaktadir (Kog, 2007). Genellikle ITS bolgesi digerlerinden daha
ay1rt edici oldugu i¢in bu bolgenin sekansi sonucunda tiir kompleksi diizeyinde ayrim
yapilabilmektedir. Lakin kompleks i¢cinde yer alan tiirlerin ayni yontem ve gen
bolgesi ile ayrimi yapilamamaktadir (Hilmioglu, 2021). Calismalarda ismi gegen
hedef gen bolgeleri ile birlikte B-tubulin ve mitokondriyal sitokrom gen bdlgeleri de
siklikla kullanilmaktadir (Kog, 2007). Sekansa dayanmayan amplifikasyon ve sonrasi
urtin berlirlemek icin nested PCR, multiplex PCR ve real-time PCR (ger¢ek zamanli
PCR) kullanilmaktadir. PZR yontemi ¢ok hassas yontem oldugundan, havadaki
konidyumlar tarafindan kontaminasyon riski yiiksek olup, Aspergillus varligi
nedeniyle aspergilloz olmayan kosullarda pozitif sonug elde edilebilir (Imbert et al.,
2018). Real-time PCR yontemi ise kisa siirede sonu¢ vermesi yani sira
kontaminasyon riski oldukc¢a diisiiktiir. Ayni1 zamanda probun tanimlanmasi
sonucunda tiir ve cins diizeyinde tanida rol oynar, hedef DNA’nin sayin1 vererek ise

tedavide yardimci olmaktadir (Kog, 2007).
Otomatize Sistemler

MALDI-TOF MS Yontemi

Kimyasal spektroskopik ve kiitle analiz ydntemleri mikolojide mantarlarin
tanimlanmasinda son yillarda tercih edilmektedir (Bilgi ve Kiraz, 2019). MALDI-
TOF MS yontemi mantar tirlerine 6zgl parmak izi (fingerprint) olarak kabul edilen

bir protein profili Uretir. Bu teknikle veri tabaninda yer alan referans spektrumlarla
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goriintiilenen spekturum karsilagtirarak tiir ve cins bazinda tanimlama yapilmaktadir

(Normand et al., 2022).

Alanio vd 2011 yilinda yaptiklar1 ¢aligmaya 140 Aspergillus tiiriinii dahil
etmisler. Kullandiklart MALDI-TOF MS yoéntemiyle 138 tiir (%98,6) izolat dogru
sekilde tanimlandigr halde geriye kalan 2 izolatin tanimlanmasi yapilamamistir.
Tanimlanma yapilamamasina ragmen yanlig tanimlanan izolatin olmadig1 sonucuna
gelinmistir.  Yanlis tanimlanan izolat olmadigt i¢in, kullanilan yo6ntemin

ozgillliigliniin %100 oldugu yorumu yapilmistir (Alanio et al., 2011).

2014 yilinda Verwer vd yaptig1r bir ¢alismada morfolojik olarak birbirine
benzer olan A. fumigatus ve A. lentulus izolatlarinin MALDI-TOF MS (VITEK MS
RUO, bioMérieux) yontemiyle ayrimi yapilmasi amaglanmistir. Calismaya toplam
16 A. fumigatus ve 16 A. lentulus izolat1 dahil edilmistir. izolatlarm % 100 oraninda
dogru tanimlandig1 yorumunu yapmislar. Bu yontemle tanimlanma yaklasik 54 saat
sirmiis ve Aspergillus tiirlerinin teshisinde basarili bir yoOntem olarak

kullanilabilirligi gosterilmistir (Verwer et al., 2014).

2019 yilinda MALDI-TOF MS sisteminde giincel IVD VITEK MS V.2.0
yazilimi kullanilarak 48 koken c¢alisildi. 48 kokenden 39’u (%81.2) tanimlanirken,
9’u (%18.8) tanimlanamamistir. Dogru tanimlanmis 39 6rnegin sonucu DNA dizi
analizi ile karsilastinlmis ve 2 kdken uyumsuz sekilde, yani yanlhs tanimlandig
goriilmistiir. Sonugta VITEK MS V.2.0 yazilimi kullanilarak toplam 37 kdkenin
dogru tamimlandig1 belirtilmistir (Bilgi ve Kiraz, 2019).

2.6.2. indirekt Tam Yontemleri

Aspergilloz enfeksiyonlarinin tanisinda konavsiyonel yontemlerin yani sira
mantar antijenlerinin tespit edilebilmesi i¢in serolojik testler kullanilmaktadir.
Kullanilan serolojik testler Aspergillus tiirlerinin sahip oldugu GM ve BG
antijenlerine yonelik testlerdir.

Galaktomannan Antijen Testi

Galaktomannan antijeni mantar hiicre duvarinda bulunan major bir bilesen

olup, Aspergillus hiflerinin dokuda uzamasi sirasinda kana salinir.

GM antijenin saptanmasi i¢in 2003 yilinda Food and Drug Administration

(FDA) tarafindan IA tamisinda kullamlmak {izere onay almis sandwich ELISA
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prensibiyle calisan bir kit kullanilmaktadir (Platelia Aspergillus EIA; Bio-Rad
Laboratories). GM ELISA yonteminde smir deger olarak 0,5 ng/ml GM indeksi
kabul edilmektedir (Markantonatou et al., 2019). Yuksek risk grubunda yer alan
akciger nakil alicilarinin, ¢ocuk hastalarin ve kronik obstriikrif akciger hastaligi
(KOAH) olan kisilerin haftada iki kez olacak sekilde, serum orneklerinden GM
antijen tarama testinin yapilmasi kesin taniya katki sagladigi disiiniilmektedir

(Gulmez ve Alp, 2021).

S1v1 6rneklerden dzellikle de BAL &rneklerinde GM antijeninin saptanmasi 1A

tanisi i¢in, kiiltiir yonteminden daha duyarlidir (Ullmann et al., 2018).

Ayrica BAL 6rneginde GM saptanmasi serum drneginde saptanmasindan daha
duyarhdir, ancak 6zgilliigiiniin daha diisiik oldugu kabul edilmektedir (Gulmez ve
Alp, 2021; Hilmioglu, 2021). BOS orneklerinden de GM antijeni saptanmasi
yapilabilir, ancak pozitif sonu¢ i¢in sinir degeri belirlenmis degildir (Azap, 2019).
Galaktomannan antijen testi yapilacak Orneklerin saklama kosullari da dikkat
edilmesi gereken konulardan biridir. Cilinkii Orneklerin uzun siire saklanilmasi

sonucunda yalnis negatiflige neden olabilecegi bildirilmistir (Birinci ve Cayct, 2016).

Beta-laktam antibiyotik kullanimi, trombosit transfiizyonlari, diger invaziv
mantar enfeksiyonlar1 (Histoplazmosiz, Pencillium) GM testinde yalanci pozitiflige
neden olabilmektedir. Yalanci negatiflie en ¢ok yol acan sebep ise tedavi veya

profilaksi amagli yanlis antifungal kullanimidir (Azap, 2019).
Beta-Glukan antijen Testi

(1-3)- B-D-glukan (BDG) mantar hiicre duvarinda bulunan bilesen olup,
bakterilerde bulunmaz. Aymi zamanda suda ve alkali c¢ozeltilerde kolayca
cozlinemeyen bir maddedir (Ishibashi et al., 2004). BDG Mucorales ve Cryptococcus
tirlerinin hiicre duvarinda bulunmakdiklar1 i¢in mukormikoz ve kriptokokkoz
disindaki biitiin invazif mantar enfeksiyonlarinda serum orneklerinde saptanabilen

biyolojik belirteg olarak bilinmektedir (Azap, 2019; Hilmioglu, 2021).

BDG antijenine dayali ilk kit Japonya tarafindan gelistirilen Fungitec-G (Wako
Pure Chemical Industries, Tokyo) beta glukan testi olup, daha sonra ABD tarafindan
ikinci bir kit olan Fungitell (Fungitell assay; Cape-Cod Inc, ABD) gelistirilmisdir.
Her iki kitin ¢alisma prensibi benzer olup kinetik okuma spektrofotomerik yontemine

dayali olarak ¢alismaktadir (Ener, 2013). GM testinde oldugu gibi hasta tanisinin
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desteklenmesi amaciyla haftada iki kez olacak sekilde 6rneklerin ¢alisiimasi kabul

edilmistir.

Bakteriyel enfeksiyonlar, albumin ytiksekligi, immun globulin preparatlari,
seliilloz hemodiyaliz membranlar1 ve beta-laktam antibiyotik kullanimi gibi sebepler
yalanci pozitifliye neden olabilmektedir. Yalanci negatifliye ise tedavi ve profilaksi
amaciyla kullanilan antibiyotikler yol agabilmektedir. BDG testinin en Oonemli
dezavantajlarindan birisi antijenin bir ¢ok mantar hiicre duvarinda bulunmasindan
dolayr hastalifin hangi etkenden kaynaklandigi hakkinda kesin bilginin
saglanamamasidir (Azap, 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Aspergillus fumigatus Suslari

Calismamiz “Klinik ve Cevresel Orneklerden izole edilmis Aspergillus
fumigatus Suslarinda Virulans Faktorlerin Arastirilmasi” bagligr ile Samsun Ondokuz
Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 12.01.2022 tarihinde,
642 nolu karar ile onaylandi. Calismaya Eyliil-2019 ile Aralik-2021 tarihleri arasinda
Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Mikoloji Laboratuvari’nda klinik 6rneklerden izole edilmis 37 A.fumigatus susu
ve Prof. Dr. Beyza Ener (Uludag iiniversitesi Tip fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali1)’den alinan ¢evresel 6rneklerden izole edilmis 33 A. fumigatus susu
dahil edilmistir.

3.2. Suslarin Uretilmesi

Suslarin saklandig1 -40°C derin dondurucudan ¢ikarildiktan sonra ¢oziiniilmesi
icin bekletilmis ve diizey II biyogiivenlik kabininde klinik ve gevresel suslarin tiipte

SDA besiyerine pasajlar1 yapilarak, 37°C’de 5 giinliik inkiibasyona birakilmigtir.

3.3. Inokulum Hazirhg

Tupte SDA besiyerinde Ureyen A. fumigatus kolonileri iizerine pipet vasitasiyla
1 ml steril serum fizyolojik (SF) eklenerek 6ze yardimiyla koloniler dagilmayacak
sekilde hafif darbelerle toplanmistir. Siispansiyon haline gelmis konidyumlar pipet
yardimiyla baska steril tiiplere aktarilmis ve agir partikillerin ¢okmesi icin 5 dakika
beklenmistir. Agir partikiiller ¢oktiikten sonra yiizeyde kalan siispansiyon yeniden
steril tiiplere aktarilmis ve iizerine SF eklenmistir. Uzerine SF eklenmis tiipler 15-20
saniye vortekslenmis ve bulanikligi McFarland 0.5’e gore ayarlanmis siispansiyonlar

hazirlanmistir (Smith et al., 2015).

3.4. Asit Proteinaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Asit Proteinaz aktivitesinin aragtirilmasi i¢in sigir serum albumin agari
kullanilmistir.  Besiyerinin  igerigini temel besiyeri ve protein ¢Ozeltisi
olusturmaktadir.

Sigir serum albumin agar
Temel besiyeri:
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- Glukoz 9.6 gr

- KH2POq4 0.48 gr
- MgS047H20 0.24 gr
- Agar 9.6 gr

- Distille su 480 ml

Sigir serum albumin ¢ozeltisi:
-S181r serum albumin 1.2 gr

-Distille su 120 ml

Karigim hazirlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterile edilmistir. Protein
¢ozeltisi hazirlanarak pH 4.5-5 olarak ayarlanmig ve 50°C ’ye ayarlanmis su
banyosunda bekletilmistir. 0,45 pm’lik membran filtreden gegcirilerek sterile edilmis
sigir serum albumin ¢ozeltisi 50°C’ye kadar sogutulmus temel besiyeri ile
karistirtlmistir. Hazirlanan sigir serum albumin besiyeri 150 mm ¢apinda steril
plastik petrilere dokiilmiistiir.

Hazirlanmis sigir serum albumin plaklarinin ortasina 6 mm capinda kagit
diskler konulmustur. Her bir kagit disk tizerinde A. fumigatus inokulumlarindan
10 pl damlatilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 10-
15 giin boyunca iiremis kolonilerin ¢evresinde seffaf zon olusumu izlenmistir. Seffaf
zonun goézlemlenmedigi durumda susun asit proteinaz aktivitesine sahip olmadigi
kanisina varilmistir.

Sonuglar kontrol suglarla birlikte degerlendirilmistir. Sonuglarin giivenilirligi
acisindan deneyler her sus icin iki kez olacak sekilde tekrarlanmistir. Asit Proteinaz
aktivitesi pozitif olarak bilinen Candida albicans ATCC 10231 susu pozitif kontrol

olarak kullanilmstir.

3.5. Fosfolipaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Aspergillus turlerinin fosfolipaz aktivitesinin arastirilmasi i¢in yumurta sarilt
besiyeri kullanilmaktadir. Yumurta sarili besiyeri temel besiyerinden, yumurta
sarisindan ve ¢ozeltiden olusmaktadir.

Yumurta sarih besiyeri

Temel besiyeri:
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- SDA 21 gr

- NaCl 18.9 gr
- CaCl,2H.O 0.18 gr
- Distillesu 300 ml

Tampon ¢ozelti:

- Sitrik asit (CeHgO7H20) 6.3gr
- Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO42H20) 10.68 gr
- Distille su 300 mi

Temel besiyeri hazirlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika olacak sekilde

otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerinin 50° C’ye kadar sogutulmasi igin
su banyosuna birakilmig ve yumurta saris1 hazirlanmistir.
Besiyerine eklenecek yumurtalar steril gazli bez yardimiyla sterile edilmistir. Daha
sonra steril kosullarda kirilarak icerisinde boncuklar bulunan balon jojeye sarilari
ayrilmustir. Uzerine esit miktarda SF eklenerek iyice karistirilmistir. Yumurta sarilar:
steril tiipe aktarilarak 500 g’de 10 dakika olacak sekilde santrifiij edilmistir. Santrifiij
islemi sonrasi iist kisitmdan alinan 30 ml siipernatan, temel besiyeri ve esit miktarda
tampon ¢ozelti karistirilmis, pH 4.2-4.3 olarak ayarlanarak yumurta sarili besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanmig besiyeri 150 mm ¢apinda steril plastik petrilere
dokiilmiistiir.

Hazirlanmis yumurta sarili besiyerinin ortasina 6 mm ¢apinda kagit diskler
konulmustur. Her bir kagit disk iizerinde A. fumigatus inokulumlarindan 10 pl
damlatilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonrasinda 10-15 gin
boyunca iiremis kolonilerin c¢evresinde belirgin halka seklindeki presipitasyon
zonunun varligr izlenmistir. Presipitasyon zonunun gozlemlenmediyi durumda susun
fosfolipaz aktivitesine sahip olmadig1 kanisina varilmstir.

Sonuglar kontrol suslarla birlikte degerlendirilmistir. Sonuglarin giivenilirligi
acisindan deneyler her sus igin iki kez olacak sekilde tekrarlanmistir. Fosfolipaz
aktivitesi pozitif olarak bilinen standart Candida albicans ATCC 90028 susu pozitif

kontrol olarak kullanilmistir.
3.6. Elastaz Aktivitesinin Arastirllmasi

Elastaz aktivitesinin arastirilmast igin rose-bengal elastin igeren besiyeri
kullanilmaktadir. Besiyeri borik asit iceren ¢oOzelti ve temel besiyerinden

olusmaktadir.
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Rose-bengal elastin besiyeri

Temel besiyeri:
- Elastin 0.25gr
- Yeast Carbon Base 0.25gr

- Rose bengal 0.05 gr

- Agar 7.50r
Tampon ¢ozelti:

- Borik asit 1.545 gr

- Distille su 500 ml

Cozelti hazirlandiktan sonra pH 7.6’ya ayarlanmis ve temel besiyeri eklenerek
121°C’de 15 dakika olacak sekilde otoklavlanmistir. Sterilize edilen besiyeri 50°C’ye
sogutulmus ve ¢ap1 150 mm olan steril plastik petrilere dokiilmiistiir.

Hazirlanmis rose-bengal elastin agar plaklarinin ortasina 6 mm ¢apinda kagit
diskler konulmustur. Her bir kagit disk tizerinde A. fumigatus inokulumlarindan
10 pl damlatilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda
10-15 giin boyunca tiremis koloniler incelenmistir. Besiyerinde rose-bengal ile
birlesmis halde bulunan elastinin A. fumigatus tarafindan lizisi sonucunda koloni
altinda ve g¢evresinde berrak, acik pembe renkli, graniiler goriiniimiin yok oldugu
presipitasyon zonlart gézlemlenmistir.

Sonuglarin giivenilirligi agisindan deneyler her sus i¢in iki kez olacak sekilde
tekrarlanmigtir. Elastaz enzim aktivitesinin saptanmasi amaciyla ¢evresel
A. fumigatus susunun tekrarlanan testler sonucunda pozitif oldugu saptanmis ve
calismaya dahil edilen diger A. fumigatus suslari i¢in pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Ayn1 zamanda elastaz enzim aktivitesine sahip olmadig: tespit edilen

bir A. fumigatus susu ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.7. Ureyen Kolonilerin Cins ve Tiir Diizeyinde Degerlendirilmesi

Plak yoOntemi ile enzim aktivite tespiti yapilan A. fumigatus suslarinin
konvansiyonel yontemlerle incelemesi yapilmistir. Inceleme sonucunda calisma igin
secilen A. fumigatus tirii disinda baska Aspergillus tiri veya kontaminasyon

sonucunda meydana ¢ikan bagska kiif mantarina rastlanmamaigsdir.
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Sekil 3. 1. Aspergillus fumigatus’un mikroskobik gérintimi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Aspergillus tiirleri toprakta bulunan ve ¢lirliyen bitki Ortiisii izerinde gelisen,
karbon ve nitrojen geri doniisiimiinde énemli rollere sahip saprotrofik mantarlardir.
Bagisiklig1 baskilanmis kisilerde yasami tehdit ederler ve ciddi klinik tablolara neden
olurlar. A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. terreus ve A. nidulans enfeksiyonlarin
onemli etkenleri olarak bilinmektedir. Lakin, A. fumigatus enfeksiyonlarin
%90’indan fazlasindan sorumludur ve bunu sirasiyla A. flavus, A. niger takip
etmektedir (Paulussen et al., 2017).

Konidyumlarin yiizeyinde bulunan rodlet proteinleri sayesinde hidrofobik
ozellige sahiptirler. Hidrofobik olmalar1 nedeniyle ¢evrede etkili bir sekilde
yayilabilmektedirler (Veerdonk et al., 2017). Aspergillus tiirlerinin hastalik
olusturmasinda konidyum c¢ap1 ve solunumu &nemli role sahiptir. Insanlarin her giin
100-1000 konidyum soludugu tahmin edilmekte ve bu konidyumlarin 2-3 um gibi
kiigiik boyutlara sahip olmalar1 onlarin kolaylikla akciger alveollerine ulasabilmesini
sagladig1 bilinmektedir (Paulussen et al., 2017). Hava yoluyla solunmus konidyumlar
epitel hiicrelerinin iizerinde bulunan kiprikler yardimiyla tutulur ve alveolar
makrofajlar tarafindan fagosite edilerek etkisiz hale getirilir. Solunan kii¢iik boyutlu
konidyumlar ise alveolar makrofajlardan kagarak akciger alveollerine gider ve
burada  c¢imlenerek  enfeksiyonlara neden olacak  hifleri  olustururlar.
Aspergillus turlerinin buyimesi igin 37° C insan viicut sicakligi ideal olup, 4-6 saat
icinde  konidyumlar c¢imlenerek hiflere  doniisebilmektedirler.  Akcigerde
konidyumlarin ¢imlenmesi sonucunda Aspergillus hifleri akciger parenkimini istila
ederek iskemik nekroza kadar uzayabilen ciddi klinik tabloya neden olurlar (Latge,
2019; Veerdonk et al., 2017).

A. fumigatus’un sahip oldugu virulans faktorlerden biri sahip olduklari enzim
aktiviteleridir. Serin ve sistein proteazlar konagin epitel dokularin1 bozar. Akciger
dokusunun kolonizasyonundan asit proteinaz enzimi sorumludur (Birinci vd., 2014).
Elastaz enzimi ise A. fumigatus’un epitelyuma niifuz etmesine ve buradan da kan
dolagimina girmesini saglamaktadir (Strickland and Shi, 2021). Fosfolipaz aktivitesi
sayesinde ise fosfolipidleri hidrolize edebilmektedirler (Zohri et al., 2017).
A. fumigatus A, B, C, D olarak isimlendirilen 4 tipte fosfolipaz enzim aktivitesine

sahiptir (Birch et al., 1996). Yapilan bir arastirmada fosfolipaz C enziminin gevresel
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suslardan ziyade klinik A. fumigatus suslar tarafindan yogun bir sekilde tiretildigi

gozlemlenmistir (Birch et al., 2004).
4.1. Ornek Dagilim

Calismaya toplamda 70 A. fumigatus susu dahil edilmistir. 70 susun igerisinde
Klinik (37) ve cevresel (33) A. fumigatus suslar1 yer almistir. Klinik suslar farkli
servislerden elde edilmis balgam, bronkoalveolar lavaj (BAL), trakeal aspirat kiltur
(TAK), ameliyat materyali ve kulak siiriintiileri olacak sekilde genis yelpazede
dagilim gostermistir. Cevresel ornekler ise genellikle topraktan, havadan ve ortak
kullanim alanlarindan elde edilmis 6rneklerden olusmustur. Ornek dagilimi Sekil

4.1.2°de verilmistir.

= Balgam = Ameliyat materyali =BAL = TAK = Kulak sirintisii = Mayi

2.70% 2.70%

32.40%
48.70%

2.70%

10.80%

Sekil 4.1. Aspergillus fumigatus suslariin 6rnek tiirlerine gére dagilimi

4.2. Asit Proteinaz Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Asit proteinaz aktivitesi incelenen klinik ve cevresel A. fumigatus izolatlar1 10
glinliik inkiibasyon siiresi boyunca takip edilmistir. Baz1 suglarda 15. giiniin sonunda
enzimatik aktivite saptanmistir. Klinik ve ¢evresel A. fumigatus izolatlarinda 5, 10 ve
15. giin sonunda saptanan enzimatik aktivite dagilimi1 Tablo 4.1.’de ve Tablo 4.2.’de

verilmistir.

Calismaya dahil edilen 37 klinik A. fumigatus izolatlarindan 28 (% 75.7)’nin

asit proteinaz enzim aktivitesine sahip oldugu, yani sigir serum albumin agarinda
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presipitasyon zonu olusturdugu goriilmistiir. 9 (% 24.3) klinik A. fumigatus susunda
ise asit proteinaz enzim aktivitesi gorilmemistir. 33 cevresel A. fumigatus
izolatlarinin 27 (% 81.9)’de asit proteinaz enzim aktivitesi izlenirken, 6 (% 18.1)

izolatta asit proteinaz enzim aktivitesi izlenmemistir.

Tablo 4.1. Klinik Aspergillus fumigatus izolatlarinda asit proteinaz aktiviteleri

Klinik
Folatian (47 5.90n 10,gun sgn _
(n/%) (/%)
16 + + +
10 - + +
2 - ) r 28(%75.7) 9(%24.3)

Tablo 4.2. Cevresel Aspergillus fumigatus izolatlarinda asit proteinaz aktiviteleri

Cevresel

A.fumigatus . i )

izolatlar1 (33) 5.gun 10.gin 15. gun + ;

(n1%) (n/%)

21 + + +
5 - + +
1 - . + 27 (% 81.9) 6 (% 18.1)
6 - - )

Elde edilen sonuglara gore gevresel izolatlarimin biiyiik bir kisminda asit
proteinaz aktivitesi inkiibasyonun ilk giinlerinden itibaren gézlemlenmistir. Cevresel
ve klinik A. fumigatus izolatlarinin asit proteinaz aktiviteleri karsilastirildiginda
sonuglarin benzerlik oranlarinin yiiksek oldugu kanisina varilmistir. Sekil 4.2.°de
asit proteinaz aktivitesine sahip A. fumigatus izolati, sekil 4.3’te ise asit proteinaz

aktivitesi gostermeyen A. fumigatus izolati gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Asit proteinaz aktivitesi saptanan Aspergillus fumigatus izolatinin sigir serum albumin
agarinda goriinimii

Sekil 4.3. Asit proteinaz aktivitesi saptanmayan Aspergillus fumigatus izolatinin sigir serum
albumin agarinda gériiniimii

Aspartik proteazlar genellikle A. niger, A. oryzae ve A. fumigatus tirleri
tarafindan tretilmektedir. A. niger’in aspartat proteaz Uretimi endustriyel alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wei et al., 2023). Aspergillus tiirlerinin sahip oldugu
enzim akviteleri sayesinde konak dokusunda ilerlelemeleri ve hastalik olusturmada

onemli role sahip olmalar1 bir¢ok ¢alismaya konu olmustur.

Mantarlarda asit proteinaz aktivitesinin saptanmasi i¢in kullanilan, igeriginde
serum proteinleri bulunan kati besiyeri ilk defa 1965 yilinda Staib tarafindan
gelistirilmistir. Gelistirilen besiyeri ile Candida tirlerinin asit proteinaz aktiviteleri
saptanmis ve daha sonraki ¢aligsmalar i¢in bu yonem standart yontem haline gelmistir
(Arslan ve Findik, 2003). Lakin, gelistirilen bu plak yontemiyle Aspergillus tlrlerinin

asit proteinaz aktivitelerinin incelendigi ¢ok az ¢aligmaya rast gelinmektedir.
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Aspergillus tiirlerinin sahip oldugu asit proteinaz aktivitesinin saptanmasi i¢in
yapilan ¢alismalarin biiytik bir kismin1 molekiiler, biyokimyasal ve immiinokimyasal
yontemlerin kullanildigi ¢alismalar olusturmaktadir (Beyan et al., 2021; Souza et al.,
2017). Souza ve ark. 2017 yilinda Aspergillus foetidus tiirii tizerinde yaptiklar1 bir
calismada Aspergillus tiirlerinin biiytimeleri igin ¢ok ¢esitli substratlara gereksinim
duyduklarini ve ayni zamanda proteinaz enzimi iiretiminde nitrojen kaynaginin

tiirtiniin 6nemli role sahip oldugu goriilmiistiir (Souza et al., 2017).

Raksha ve ark. tarafindan 2017’de yayinlanan ¢alismalarinda klinik ve gevresel
orneklerden izole edilmis Aspergillus tiirlerinde virulans faktorler arastirilmistir.
Caligmaya toplamda 750 ornek dahil edilmis, bunlardan 350 O6rnek hastalardan
alinmis klinik izolatlar, 450°si ise ¢evresel izolatlardan olusmustur. Suslar
uretildikten sonra saf olarak treyen Aspergillus tiirleri ¢alismaya alinacagi i¢in 39
klinik, 39 ¢evresel 6rnekte virulans faktorler incelenmistir. Toplam 39 klinik izolatin
9’u A. fumigatus tiriine ait olup bunlardan 8’inde asit proteinaz aktivitesi
saptanirken, ¢evresel 9 A. fumigatus izolatinin 5’inde asit proteinaz aktivitesi

izlenmistir.

Klinik Aspergillus tiirlerinin enzim aktivitelerinin saptandigi baska bir
calismada 45 A. fumigatus izolatindan sadece 22’inde asit proteinaz enzim aktivtesi

saptanmistir (Alp ve Arikan, 2008).

Birinci vd. yaptiklar1 ¢alismalarinda A.fumigatus, A. flavus ve A. niger
tirlerinin asit proteinaz ve fosfolipaz aktiviteleri aragtirllmigtir. Caligmaya dahil
edilen 30 A. fumigatus kompleks izolatlarinin % 76.7 (23/30)’sinde asit proteinaz
aktivitesi saptanirken, % 23.3 (6/30)’linde aist proteinaz aktivitesi saptanmamigtir

(Birinci vd., 2014).

Aspergillus tiirlerinin sahip oldugu virulans faktorlerin g¢evresel Orneklerde
dogal olarak mevcut oldugu ve konak dokunun koruyucu mekanizmasina karsi

koymak igin aktivitelerinin daha da artdig1 diistiniilmektedir (Alp ve Arikan, 2008).

Calismamizda klinik ve ¢evresel Orneklerden izole edilmis A. fumigatus
kokenlerinde bazi1 virulans faktorlerin aragtirilmasini hedefledik. Calismaya toplamda
70 A. fumigatus izolat1 dahil edilmistir. Bunlardan 37°si klinik, 33’0 ise gevresel
orneklerden izole edilen A. fumigatus suslaridir. Klinik ve ¢evresel izolatlarin asit

ptroteinaz aktiviteleri sigir serum albumini igeren agar plaklarinda arastirilmistir.
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16 Klinik A. fumigatus izolatinda ¢alismanin 5.giiniinde asit proteinaz aktivitesi
saptanmustir. 10 izolatda inkiibasyonun 10.giiniinde enzimatik aktivite saptanirken, 2
Klinik A. fumigatus izolatinda ¢alismanin 15.gliniinde asit proteinaz aktivitesi varlig
izlenmistir. Geriye kalan 9 klinik izolatda ise asit proteinaz aktivitesi saptanmamustir.
33 cevresel izolatdan 21 A. fumigatus izolatda inkibasyonun 5. giniinde asit
proteinaz aktivitesi saptanmistir. 5 ¢evresel izolatda 10. giinlinde, 1 izolatda ise 15.
giinde asit proteinaz aktivitesi saptanmustir. 6 cevresel izolatda ise aist proteinaz

aktivitesi saptanmamuistir.

Aspergillus tiirlerinin asit proteinaz aktivitesi sahip olduklari virulans
faktorlerden yalnizca biri olup, bu konuda daha ¢ok calismaya gereksinim
duyulmaktadir. Onceki yillarda yapilan bazi ¢alismalarda virulans faktor olarak asit
proteinaz aktivitesi patogenezden ziyade epidemiyolojide rol oynadigina dair
yorumlar yer almaktadir (Latge, 1999). Yapilacak arastirmalar sayesinde asit
proteinaz aktivitesinin patogenezde roliiniin belirlenmesinde yardimci olacagi

disiinulmektedir.
4.3. Fosfolipaz Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Fosfolipaz aktivitesi incelenen klinik ve cevresel A. fumigatus izolatlar1 10
giinliik inkiibasyon siiresi boyunca takip edilmistir. Baz1 suslarda 15. giiniin sonunda
enzimatik aktivite saptanmistir. Klinik ve gevresel A. fumigatus izolatlarinda 5, 10 ve
15. giin sonunda saptanan enzimatik aktivite dagilimi Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.de
verilmistir.

Calismaya dahil edilen 37 klinik A. fumigatus izolatlarindan 35 (% 94.6 )’nin
fosfolipaz enzim aktivitesine sahip oldugu, yani yumurta sarili agarda presipitasyon
zonu olusturdugu goriilmiistiir. 2 (% 5.4) klinik A. fumigatus susunda ise fosfolipaz
enzim aktivitesi goriilmemistir. 33 ¢evresel A. fumigatus izolatinin 31 (% 94)’inde
fosfolipaz enzim aktiviesi izlenirken, 2 (% 6)’de fosfolipaz enzim aktivitesi

1zlenmemistir.
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Tablo 4.3. Klinik Aspergillus fumigatus izolatlarinda fosfolipaz aktiviteleri

Klinik
g'(:lljglle?r?tésn 5.gin 10.9un 15. giin + )
(n1%) (n/%)
31 + + +
2 - + .
2 - . . 35(%946) 2(%5.4)
2 - - .

Tablo 4.4. Cevresel Aspergillus fumigatus izolatlarinda fosfolipaz aktiviteleri

(;evre_sel
;Az.(tlljgllz?r?tésb 5.gin 10.gUin 15. giin + )
(n/%) (n/%)
30 + + +
L - + + 31(%94) 2 (%6)

Sekil 4.4. Fosfolipaz enzim aktivitesi saptanan Aspergillus fumigatus izolatinin yumurta sarili
agarda gortnimi
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Biyokimyasal yontemlerle Candida parapsilosis ve Saccharomyces
cerevisiae suslarmin fosfolipaz enzim aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir
(Arikan vd., 1998). Aym1 zamanda Aspergillus turlerinde de fosfolipaz enzim
aktivitesi saptanmistir. Fosfolipaz enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in kullanilan
biyokimyasal yoOntemlerin zaman alict1 olmasi sebebiyle Price tarafindan “plak
yontemi” olarak bilinen bir yontem gelistirilmistir. Plak yonteminde kullanilan agar
plaklarin major bileseni yumurta saris1 olup, fosfolipaz kaynagi olarak besiyerine
eklenmektedir. Plaklara ekimi yapilan mantarlar eger fosfolipaz enzim aktivitesine
sahip ise bu zaman kalsiyum ve yag asitlerinin kullanilmas: sonucunda plaklarin
ylizeyinde presipitasyon zonlar1 gézlemlenmektedir (Arikan vd., 1998). Candida
tirlerinde fosfolipaz enzim aktivitesinin saptanmast i¢in plak yontemi bir¢ok
calismada tercih edilen bir yontemdir (Arslan ve Findik, 2003; Ramos et al., 2015).

FAB-MS yonteminin kullanildig: bir ¢aligmada A. fumigatus’un fosfolipaz A,
B, C, D aktivitelerine sahip oldugu goriilmistiir (Birch et al., 1996). Ayn1 zamanda
klinik izolatlarda cevresel izolatlara kiyasla fosfolipaz C aktivitesinin daha ¢ok
tiretildigi bildirilmistir (Birch et al., 2004). Molekiiler yontemlerin kullanildig1 baska
bir ¢alismada klinik A. fumigatus izolatlar1 ile gevresel izolatlar karsilastirilmis ve
sonug olarak klinik izolatlarin ¢evresel iolatlardan daha fazla hiicre dis1 fosfolipaz C
salgiladigr gortlmistiir (Rementeria et al., 2005). 2008 yilinda sadece klinik
Aspergillus tiirlerinin virulans faktorlerinin incelendigi bir ¢alismada 45 A. fumigatus
izolatinin tiimiiniin (% 100) fosfolipaz enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir
(Alp ve Arikan, 2008).

Birinci vd. 2014 yilinda yaymlanmis klinik A. fumigatus izolatlarmin
fosfolipaz enzim aktivitesi lizerine yaptiklari caligmalarinda 30 A. fumigatus
kompleks izolatlarinin % 93.3 (28/30)’nde fosfolipaz enzim aktivitesi saptanmistir
(Birinci vd., 2014).

2022 yilinda Aspergillus tiirlerinin sahip oldugu enzim aktivitlerinin
saptanmas1 lzerine yapilan bir c¢alismada A. fumigatus’un fosfolipaz Uretimi
incelenmistir. Sonug olarak ¢aligmaya alinmis toplam 5 A. fumigatus 6rneginin %100
(5)’de fosfolipaz enzim aktivitesi saptanmamuistir (Bavadharani et al., 2022).

Calismamizda klinik ve c¢evresel orneklerden izole edilmis A. fumigatus
kokenlerinde baz1 virulans faktorlerin arastirilmasini  ve karsilastirilmasini
hedefledik. Calismaya toplamda 70 A. fumigatus izolat1 dahil edilmistir. Bunlardan

37’si  klinik, 33’0 ise gevresel orneklerden izole edilen A. fumigatus suslaridir.
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Klinik ve ¢evresel izolatlarin fosfolipaz aktiviteleri yumurta sarisi iceren agar
plaklarinda arastirilmistir. 31 (% 84) klinik A. fumigatus izolatinda ¢alismanin
5. glinlinde fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. 2 (% 5.4) izolatda inkiibasyonun 10.
giiniinde enzimatik aktivite saptanirken, 2 (% 5.4) Klinik A. fumigatus izolatinda
calismanin 15. giinlinde asit proteinaz aktivitesi varligi izlenmistir. Geriye kalan 2
(%5.4) klinik izolatda ise fosfolipaz aktivitesi saptanmamastir.

Calismaya dahil edilen 33 g¢evresel A. fumigatus izolatlarindan
30 (%91)’unda inkiibasyonun 5. giiniinde fosfolipaz aktivitesi saptanirken, yalnizca 1
(%3) izolatda 10. giinde fosfolipaz aktivitesi gorilmistir. 2 (% 6) cevresel

A. fumigatus susunda ise fosfolipaz aktivitesi saptanmamustir.

4.4. Elastaz Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Elastaz aktivitesi incelenen klinik ve cevresel A. fumigatus izolatlar1 7-10
giinliik inkiibasyon siiresi boyunca takip edilmistir. Suslarin biiyiikk bir kisminda
10-15 sonunda enzimatik aktivite saptanmistir. Klinik ve cevresel A. fumigatus
izolatlarinda 10 ve 15. giin sonunda saptanan enzimatik aktivite dagilimi Tablo
4.5.’te ve Tablo 4.6.’da verilmistir.

Calismamiza dahil edilen 37 Klinik A. fumigatus izolatlarindan 28
(% 75.7)’inin elastaz enzim aktivitesine sahip oldugu, 9 (% 24.3) klinik A. fumigatus
susunun ise elastaz enzim aktivitesine sahip olmadigi goriilmiistiir. 33 cevresel
A. fumigatus izolatlarmin 24 (% 72.7)’de elastaz enzim aktivitesi izlenirken,
6 (% 18.2)’da elastaz enzim aktivitesi izlenmemistir. Calismaya dahil edilen
3 (% 9.1) cevresel A. fumigatus izolatinin rose-bengal elastin agarinda tiremedigi

saptanmuistir.

Tablo 4.5. Klinik Aspergillus fumigatus izolatlarinda elastaz aktiviteleri

Klinik
A.fumigatus . ) )
izolatlar1 (37) 7.gtn 10.gtn 15. gin +
(n/%) (n/%)
17 " N N
6 ] N .
5 + 28 (%75.7) 9 (%24.3)
9
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Tablo 4.6. Cevresel Aspergillus fumigatus izolatlarinda elastaz aktiviteleri

Cevresel
A.fumigatus . ) )
izolatlari (33) 7.gun 10.giin 15. guin + i
(n/%) (n/%)
7 + + +
12 - + +
5 - - + 24 (% 727)  6(%182)
6 - - -

Sekil 4.5. Elastaz enzim aktivitesi saptanan Aspergillus fumigatus izolatinin rose bengal-elastin agarda
gorunimu

Sekil 4.6. Elastaz enzim aktivitesi saptanmayan Aspergillus fumigatus izolatinin rose bengal-elastin
agarda gorinim
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Elastin akciger, arter, beyin damarlar1 ve deri gibi dokularin majoér yapisal
proteinlerinden biridir (Szychowski et al., 2022). Aspergillus tiirleri tarafindan
Uretilen elastaz enziminin aspergillozun kesin virulans faktorii oldugu belirtilmistir
(Okumura et al., 2004).

Aspergillus tirlerin 6zellikle A. fumigatus’un elastaz enzim aktivitesine sahip
olmasi ve genellikle akciger dokusundaki elastini lizisi birgok ¢alisma tarafindan
incelenmistir. 1984 yilinda Kothary vd. tarafindan yapilan A. fumigatus izolatlarinin
elastaz enzim aktivitesinin saptandigi ¢alisma bu konuda yapilan ilk ¢alisma olarak
bilinmektedir. Calismaya 75 klinik A. fumigatus izolat1 dahil edilmis ve 71 (% 94.7)
izolatin elastaz enzim aktivitesine saptanirken geriye kalan 4 (% 5.3 ) izolatda ise
elastaz enzim aktivitesi saptanmamustir. Elastaz enzim aktivitesine sahip 6
A. fumigatus izolat1 ile elastaz enzim aktivitesi saptanamayan 4 izolat1 bagisiklig
baskilanmig farelerde 1A’a neden olma yetenedi acisindan test edilmistir. Elastaz
Ureten izolatlara maruz kalan farelerin hepsinin 48-96 saat iceresinde oldigi
gbzlemlenmistir. Farelerden alinmis akciger dokusunda hifler goriilmiis ve alveolar
nekrozun oldugu kanisina varilmistir. Elastaz enzim aktivitesine sahip olmayan
izolatlara maruz kalan farelerin akcigerinde ise az sayida c¢imlenmis spor
goriilmistiir. Elde edilen sonuglari takiben Aspergillus tlrlerinin elastaz enzim
aktivitesinin konak dokunun istila siirecinde 6nemli role sahip olabilecegi sonucuna
varilmistir (Kothary et al., 1984).

Rhodes vd tarafindan 1988 yilinda yapilan bir ¢aligmada 38 klinik Aspergillus
izolatin elastaz enzim iretimi agisindan incelenmistir. 38 Kklinik izolatdan
25 (% 65.8)’de elastaz enzim aktivitesi saptanirken, 13 (% 34.2)’de elastaz Uretimi
saptanmamigtir. Bu ¢aligma ile birlikte yapilan baska bir ¢alismada elastaz retiminin
tir bazinda incelenmesi sonucunda yaygin olarak A. fumgiatus ve A. flavus
izolatlarinin % 90’dan fazlasinin elastaz enzimini tirettigi goriilmiistiir (Rhodes et al.,
1988; Victor et al., 1986).

2002 yilinda Blanco vd tarafindan yapilan ¢aligmada hem cevresel hem de
klinik A. fumigatus izolatlar1 kullanilmistir. Bu c¢alisma elastaz aktivitesi ile
patojenite arasinda iligkiyi ortaya koyan ilk c¢aligmalardan biridir. 56 klinik, 142
cevresel A. fumigatus izolatinin rose bengal-elastin agar plaklarina ekimi yapilmis ve
inkiibasyonun 7, 10,15. giinlerinde elastaz enzim aktivitesi gozlemlenmistir. Calisma
sonunda 54 (% 27.2) izolat elastin ortaminda gelismemis ve bunlarin 46’sin1 ¢evresel

A. fumigatus izolat1 olusturmustur. 144(%73) A. fumigatus izolatinda ise elastaz
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enzim aktivitesi gdzlemlenmistir. Izolatlarn 96’sim1 gevresel, 48’ni ise klinik A.
fumigatus izolatlar1 olusturmustur. Elastaz enzimini {ireten izolatlarin elastaz aktivite
indeksleri 6l¢iilmiistiir. 142 c¢evresel ornegin 44’tiinde ve 35 Kklinik 6rnekde elastaz
aktivite indeksi EAl > 1 olarak gozlemlenmistir. Izolatlarin elastaz aktivite
indekslerinin 10. ginde daha iyi okundugu ve 0.9’un {izerinde olmasi halinde sinir
deger olarak alinmasi kabul edilmistir. EAl <1 oldugu durumlarda Aspergillus
suslarinin invaziv hastaliklardan sorumlu olma olasiliklarinin ¢ok diisiik oldugu
yorumu yapilmistir (Blanco et al., 2002).

Garcia vd 2006 yilinda 2 A. fumigatus izolatinin fareler tizerinde birbirini
izleyen asilama islemleriyle yaptiklar1 bir c¢alismada firsatci mantarin elastaz
aktivitesi ile patojenitesi arasindaki iliski arastirilmistir. Elastaz enzim aktivitesi
olmayan ortamdan izole edilmis 2 A. fumigatus susu toplamda 10 fare iizerinde
calisilmistir. Bu ¢alisma A. fumigatus’un gelistirildigi ortama uyum saglayabildigini
ve konaktan konaga patojenik yeteneklerini arttirdigini 6ne siirmiistiir (Garcia et al,
2006).

2008 yilinda Alp ve Arkan tarafindan yapilan c¢alismada toplam 73
Aspergillus izolat1 (45 A. fumigatus, 23 A. flavus, 5 A. niger) incelenmistir. A.
fumigatus, A. flavus izolatlarinin sirasiyla % 95.6, % 82.6’da elastaz aktivitesi
saptanirken, A. niger izolatlarinda elastaz aktvitesi saptanmamustir.

2012 yilinda 26 klinik A. fumigatus izolati ile yapilan bir caligmada 16 klinik
izolatin elastaz aktivite indeksinin 0.92’den az oldugu, 10 izolatin elastaz aktivite
indeksi ise 1’den fazla oldugu belirlenmistir (Khosravi et al., 2012).

2019 yilinda yapilan bir calismada rose-bengal elastin agar plaklari
kullanilarak A. flavus izolatlarinin elastaz aktiviteleri incelenmistir. Calismaya hem
insanlardan hem de kuslardan elde edilmis klinik A. flavus izolatlar1 dahil edilmis ve
elastaz enzim aktivite acisindan aralarinda bir fark saptanmamistir. Calismaya dahil
edilen 62 A. flavus izolatindan 40 izolat (% 64.5) elastaz enzim aktivitesi gostermistir
(Ghorbel et al., 2019).

Calisma sonuglarimizla yapilmig olan diger ¢aligmalarin  sonuglar
karsilastirildigr zaman A. fumigatus izolatlarinin asit proteinaz, fosfolipaz ve elastaz
enzim aktivite Uretiminin benzer oranlarda oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak
calismamizda klinik izolatlarla beraber c¢evresel izolatlar da ele alinmstir.
Aspergillus tiirlerinin enzim aktivitelerinin “plak yontemi” ile arastiritlmas1 gelecekte

bu konuyla ilgili yapilacak ¢alismalara yardimci olacag: diisiiniilmektedir.
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5. SONUC

Calismaya dahil edilen 37 klinik izolatdan 28 (% 75.7)’inin asit proteinaz
enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmistir. 9 (% 24.3) klinik A.fumigatus
susunda ise asit proteinaz enzim aktivitesi goriilmemistir.
33 cevresel A.fumigatus izolatlarinin 27 (% 81.9)’nde asit proteinaz enzim
aktivitesi izlenirken, 6 (%18.1)’de asit proteinaz enzim aktivitesi
izlenmemistir.
37 Klinik A.fumigatus izolatlarindan 35 (%94.6) izolatin fosfolipaz enzim
aktivitesine sahip oldugu saptanirken, 2 (% 5.4) klinik A.fumigatus susunda
ise fosfolipaz enzim aktivitesi saptanmamustir.
33 cevresel A.fumigatus izolatlarmin 31 (% 94)’inde fosfolipaz enzim
aktivitesi izlenirken, 2 (%6.06) izolatda fosfolipaz enzim aktivitesi
izlenmemistir
37 Kklinik A. fumigatus izolatlarindan 28 (% 75.7) izolatin elastaz enzim
aktivitesine sahip oldugu gorillmiistir. 9 (% 24.3 ) klinik A. fumigatus
susunda ise elastaz enzim aktivitesi goriilmemistir.
33 cevresel A. fumigatus izolatlarinin 24 (% 72.7)’Unde elastaz enzim
aktivitesi izlenirken, 6 (% 18.2) izolatta elastaz enzim aktivitesi
izlenmemistir. Calismaya dahil edilen 3 (% 9.1) cevresel A. fumigatus
izolatinin rose-bengal elastin agarinda liremedigi saptanmigtir

. Bu konunun anlasilabilmesi ve netlik kazanmasi i¢in daha ¢ok klinik ve
cevresel Aspergillus izolatlarini kapsayan c¢alismalarin yapilmasinin faydali

olacag diisiiniilmektedir.
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