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Oz: Bu calismada, 4 farkli evde kullanilan buzdolaplarinin i¢ ortam havasinda
bulunan mikrofunguslarin morfolojik ve molekuler identifikasyonu yapilarak, buzdolabi hava
ortamindaki mikrofungal gesitliligin tesbiti amaglanmistir. Arastirma materyali Ekim, Kasim
ve Aralik 2012 aylarinin ilk ve son haftasinda 4 farkli istasyondan (her ay ikiser kez olmak
Uzere) toplam 24 kez 6rnekleme yapilarak elde edilmistir. Hava érnekleme cihazi (Millipore)
ile, bir érneklemede 100 L hava aspire edilerek alinmistir. Ornekleme isleminde Dichloran
Glycerol Agar (DG 18) besiyerleri kullanilmistir. izolatlar saf kiiltiir olarak elde edilip yatik
Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerine pasaj alinarak 25°C'de 7 gin inkibe edilmis ve
daha sonra stok kiltir olarak 4°C'de saklanmistir. Elde edilen izolatlar 6zelliklerine gére
PDA, Malt ExtractAgar (MEA), Czapek Yeast Extract Agar (CYA), Czapek Yeast Extract Agar
with 20% Sucrose (CY20S), Glycerol Nitrate Agar (G25N), Czapeks-Dox Agar (CZ),
Creatine Sucrose Agar (CREA), Yeast Extract Sucrose Agar (YES) ve DG 18 besiyerlerine
ekilerek morfolojik teshisleri ilgili monograflardan yararlanilarak yapilmistir. Molekuler
teshiste ise elde edilen fungal amplikonlarin dizi analizleri Sanger ydntemiyle, ABI prism Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377 DNA
Sequencer'da (Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir ve gen bankasindaki benzer
sekanslarla BLAST Analizi yapilarak kiyaslanmistir. Arastirmanin sonucunda teshisi yapilan
mantarlarin yizdelik dagilimlar % 34 Penicillium, % 24 Cladosporium, % 17 Alternaria, % 11
Aspergillus tirlerive % 9 diger turler olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Havayla taginan funguslar, ITS gen dizisi, Buzdolabi, RT-Q-
PCR, Sanger Dizileme

Biodiversity of Airborne Fungi in the Indoor Environment of
Refrigerators Used in Houses

Abstract: In this study, it was aimed to determination of microbial diversity from indoor
air flora of refrigerators used at four different homes with conventional and molecular
identifications. Research materials were obtained by taking samples twice each months
from all refrigerators (totally twenty four times) at first and last weeks of October, November
and December months of 2012. Air sampler (Millipore) were used to take samples and 100 L
air was aspirated for each sampling. Dichloran Glycerol Agar (DG 18) medium was used on
the sampling process. All isolates taken like a pure culture and to incubated at 25°C during 7
days after to passaged on slant Potato Dextrose Agar (PDA) medium.
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After that, these pure cultures at PDA medium were stored at 4°C as storage cultures.
Conventional identifications of obtained isolates were diagnosed according to their features
by using related monographs after to cultured on PDA, Malt Extract Agar (MEA), Czapek
Yeast Extract Agar (CYA), Czapek Yeast Extract Agar with 20% Sucrose (CY20S), Glycerol
Nitrate Agar (G25N), Czapeks-DoxAgar (CZ), Creatine Sucrose Agar (CREA), Yeast Extract
Sucrose Agar (YES) and DG18 mediums. On the molecular identification, sequence
analysis of obtained fungal amplicons were determined on Sanger Method at ABI Prism 377
DNA Sequencer (Applied Biosystems, ABD) by using ABI prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit and to compared with similar sequences on gene bank by
BLAST Analysing. As a result of this study, it was identified what 34 % Penicillium, 24 %
Cladosporium, 17 % Alternaria, 11 % Aspergillus species and 9 % other species as a
percentage distribution of obtained fungi isolates.

Key words: Airborne fungus, ITS gene region, Refrigerator, RT-Q-PCR, Sanger
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Sequencing

Giris

Fungal yapilarin, 6zellikle sporlarin uzak
mesafelere kadar ulasabilmesinin en &nemli
etkenlerden biri hava yolu ile taginmalandir.
Aslinda hava, fungal gelisim igin uygun bir ortam
degdildir. Ancak rizgar, insan faaliyetleri,
hayvanlar v.s. sayesinde gesitli kaynaklardan
atmosfere nifuz eden fungal yapilar, uzun
mesafelere kadar tasinabilmektedir (Sen ve
Asan, 2009; Okten ve Ark., 2007). Hem is
yerlerinde hem de evlerde havayla tasinan
biyolojik ajanlara maruz kalinmasinin;
enfeksiyon hastaliklari, akut toksik etkiler, alerji
ve kanser gibi dnemli halk sagligi hastaliklari ile
iliskilendirilmesinden bu yana, i¢ ortam
havasinda bulunan funguslara karsi olan ilgi
oldukga artmis bulunmaktadir (Simon-Nobbe ve
Ark., 2008; Brett ve Ark., 2006). Sicaklik,
mantarlarin gelisimi i¢cin ¢ok 6nemli bir faktor
olmasina ragmen, 20°C'nin altinda da
Penicillium spp. ve Cladosporium spp. gibi
sogugu télere edebilen (psikrotrof) mantarlarin
Uremesi mumkindur (Atanda ve Ark., 2011).
Calismamizda, buzdolaplarinin i¢ ortam
havasinda bulunan mikrofunguslarin morfolojik
ve molekiler tanisi yapilarak, buzdolabi hava
ortamindaki fungal cesitliligin tesbiti
amaclanmistir.

Turkiye'de, i¢c hava funguslariyla ilgili
cesitli calismalar olmakla birlikte (Sen ve Asan,
2009; Okten ve Ark., 2007; Colakoglu, 2004;
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Kadaifciler ve Ark., 2013), yapilan literatur
arastirmasina gore, direkt buzdolabi ortam
havasini inceleyen arastirmalar ¢cok az olsa da,
vardir (Altunatmaz ve Ark., 2012, Dogen ve Ark.,
2013).

Materyal ve Metot

Materyal

Arastirma materyali, 4 farkli evde
kullanilan buzdolaplarinin i¢ ortam havasindan
Tablo 1'de belirtilen sekilde, Ekim 2012, Kasim
2012 ve Aralik 2012 aylarinin ilk haftasinda ve
son haftasinda, her ay 2'ser kez (her bir
istasyondan) olmak (zere toplam 24 kez
6rnekleme yapilarak temin edilmistir.

Metot

Arastirmada secilen evlerdeki buzdolap-
larinin i¢ ortam havasindan mikrobiyal hava
o6rnekleme cihazi (Millipore) kullanarak, bir
o6rneklemede 100 L olmak Uzere hava aspire
edilmigtir. Ornekleme isleminde Dichloran
Glycerol Agar (DG 18) besiyerleri kullaniimis ve
6rnek alma igsleminden sonra laboratuvar
ortamina getirilerek 25°C'lik ettivde inkube
edilmistir. Gelisen mikrofungus kolonilerinden
tek spor izolasyonu [Choi ve Ark., 1999]
yapilarak saf kiltir elde edilip, izolatlar yatik
Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerine
pasajlanarak 4°C'de saklanmigtir.
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Tablo 1. Arastirmaicin secilen evlerdeki buzdolaplarinin i¢ ortam havasindan aspire edilen

hava miktari.
Ornek zamani ve aspire edilen hava miktari (L)

istasyon Ekim 2012 Kasim 2012 Aralik 2012 Toplam(L)
1. Ev 100 100 100 300
2. Ev 100 100 100 300
3.Ev 100 100 100 300
4. Ev 100 100 100 300
Toplam (L) 400 400 400 1200

DG 18 besiyerinin icerisinde olan
mikrofungus kolonilerinin ¢ok fazla yayilmalarini
engelleyen dichloran maddesi ile bakterilerin
gelismelerini inhibe eden chloramphenicol ve
chlortetracycline antibiyotikleri bulunur (Samson
veArk., 2010). Dichloran maddesi, Rose Bengal
Agar'daki Rose Bengal Boyasi'yla ayni
fonksiyonu yerine getirir.

Mikrofunguslarin Morfolojik-Koloniyal

Tanisi

Dematiaceous Hyphomycetes tilerinin
teshisi icin, Ellis'in (1971)'in “Dematiaceous
Hyphomycetes”; Alternaria spp. tirlerinin teshisi
icin Simmons'un (2007) “Alternaria an
Identification Manual” ve Cladosporium spp.
tirlerinin teshisi icin Crous ve Ark. (2007)'nin
“The Genus Cladosporium and Similar
Dematiaceous Hyphomycetes” adli eserleri
kulanilmistir. Penicillium spp. cinsine ait tirlerin
tanimlanmasi igin Czapek Yeast Autolysate Agar
(CYA), Yeast Ekstrat Sukroz (YES), % 25
Gliserol Nitrat Agar (G,N), Kreatin Sukroz
(CREA) Agar ve Malt Ekstrat Agar (MEA)
besiyerleri ve Pitt'in eserleri (1979 ve 2000)
kullanilmistir. Aspergillus spp. ve Penicillium
spp. turlerinin teshisi icin Samson ve Ark. (2010)
“Food and Indoor Fungi” adli eserinden
faydalanilimistir. Aspergillus spp. turlerinin
Uretilmesinde CYA, % 20 Sukroz igeren Czapek
Yeast Ekstrat Agar (CY,S), Czapek Agar (CZ),
DG-18 ve MEA besiyerleri kullaniimistir.
Aspergillus spp. icin ayrica Raper & Fennell'in
(1965) ve Kilich'in (2002) eserlerinden de
yararlanilmistir. Mikrofunguslar cins
seviyesinde, Barnett ve Hunter'in (1999)
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“lllustrated genera of imperfect fungri’ eseri ve
Hasenekoglu'nun (1991) ""Toprak
Mikrofunguslari” kullanilarak teshis edilmigtir.
Fungal inceleme ortami olarak ise lakto pamuk
mavisi (Lacto-cotton blue — LCB- Mounting
Medium (Sime ve Ark., 2002) kullaniimistir.

Mikrofunguslarin Molekiiler Tanisi

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Biospeedy Fungal
DNA izolasyon Kiti kullaniimistir. DNA kalite
kontroll i¢in; MSP-100 Mikro Spektrofotometre
(Inovia Teknoloji Ltd. $ti., Turkiye) kullanilarak
DNA 6rneklerinin safliklari (ABS,,/ABS,,,) ve
konsantrasyonlari élgulmustir. Miktari en az 20
ng/ul olan ve ABS,,,/ABS,,, dederi 1,6-2,0
araliginda olan DNA izolatlari analizlerde
kullaniimigtir.

Gergek Zamanli (Real Time) PCR

(Q-PCR)

Q-PCR i¢in Biospeedy Fungal Cesitlilik
Calisma Kiti (Bioeksen, Turkiye) kullaniimistir.
Kit (Conrad ve Ark., 2012) tarafindan
tanimlanan, 18S rRNA'nin 3' ucu kismi dizisi,
ITS1,5.8SrRNAve ITS2 bélgesinin timii ve 28S
rRNA'nin 5'ucu kismi dizisi bélgesini hedefleyen
ileri 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' ve geri
5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'
primerlerini icermektedir. Butin reaksiyonlarda
Roche Light Cycler Nano (Roche Diagnostics,
Almanya) kullaniimigtir. Reaksiyon 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon
Tamponu, 0.1U Fast Start Taq DNA Polimeraz,
1x SybrGreen-I, 5 ng/pl kalip DNA ve her bir
primerden 0.5 yM igermektedir.
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Cihazda, primer c¢iftine 6zgi
optimizasyonu saglanmis Tablo 2'deki 1si
dénglsi programi uygulanmistir. Q-PCR
sirasinda sadece istenilen trindn ¢ogaltildigini
belirlemek i¢in 55°C-95°C arasinda erime egrisi
analizi yapilmistir. Q-PCR datalari Roche

LightCycler NanoSoftware 1.0'da analiz
edilmistir.
Dizi Analizi

Elde edilen Fungal amplikonlarin dizi
analizleri Sanger yéntemiyle, ABI prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit kullanilarak, ABI Prism 377 DNA
Sequencer'da (Applied Biosystems, ABD)

Tablo 2. Is1 déngusu programi

Ekim(2017)8(2)109-124

belirlenmistir. Dizi analizi i¢in Bioeksen
firmasindan hizmet alinmistir. Her bir fungal
ornek icin elde edilen diziler Finch programiyla
analiz edilmistir. Elde edilen dizilerin DNA Data
bankasinda en ¢ok benzer oldugu diziler NCBI
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi
kullanilarak belirlenmigtir. DNA data
bankasindaki mevcut dizilere % 97 ve Uzeri
benzerlik gésteren diziler, benzer dizilime sahip
organizma ile ayni tur olarak kabul edilmistir. %
70-97 arasinda benzerlik gbsteren tirler ise,
hem morfolojik 6zelliklerihem de ITS (Schoch ve
Ark., 2012) bdlgelerinin en ¢ok benzedigi
organizma g6z 6niine alinirak siniflandiriimistir.

Tespit Formati Reaksiyon Hacmi
SYBR Green 20 ul
Programlar
Program ismi Déngd Analiz Modu
Sayisi
On-inkiibasyon 1
Cogalma 35 Sayim
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soduma 1
Sicaklik Hedefleri
Hedef (°C) Okuma Bekletme Hiz Okuma
Modu (hh:mm:ss) (°Cls) (°C basina)
On inkiibasyon
95 00:10:00 4.8 -
Cogalma
95 00:00:20 4,8 -
55 00:00:20 25 -
72 Tek 00:00:25 4,8 -
Erime Egrisi
95 00:00:05 - -
65 00:01:00 - -
98 Sarekli - 1 10
Soguma
40 Tek 00:00:10 2,5 -
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Bulgular

4 farkli buzdolabi havasindan alinan
oérneklemeler sonucunda teshis edilemeyen
turler ve kontaminasyonlar hari¢ toplam 1680
CFU/m’mikrofungus izole edilmistir(Tablo 3). Bu
koloniler icinde Penicillium spp. turleri (% 34)
basta olmak Uzere sirasiyla Cladosporium spp.
(% 24), Alternaria spp. (% 17), Aspergillus spp.

Tablo 3. Turlerin istasyonlardaki koloni miktarlari

Tir ismi

istasyonlara Gore Dagilimlari (CFU/m®)

Ekim(2017)8(2)109-124

(% 11) ve diger turler (% 9) tespit edilmistir.
Ayrica tim izolatlarin % 4'Unde kontaminasyon
gorilmus ve % 1'i teshis edilememistir. Toplam
6 Alternaria spp. izolatindan 3'Unun tar
dizeyinde teghisi yapilmig, dider 3'Unin ise
yapilamamistir. Cladosporium cinsine ait toplam
13 farkh izolatin 4'Gnin tir dizeyinde teshisi
yapilmig, 9'unun ise yapilamamistir.

1. 2. 3. 4. TOPLAM
istasyon istasyon istasyon istasyon

Alternaria spp. 40 10 70 130 250
Alternaria alternata 10 10 20 60 110
Alternaria tenuissima 20 0 20 20 60
Alternaria citri 0 0 20 30 50
Alternaria sp1 0 0 0 20 20
Alternaria sp2 0 0 10 0 10
Alternaria sp3 10 0 0 0 10
Aspergillus spp. 60 10 60 60 190
Aspergillus flavus 10 0 0 0 10
Aspergillus fumigatus 0 0 10 0 10
Aspergillus niger 20 0 0 20 40
Aspergillus niveoglaucus 0 10 10 10 30
Aspergillus ochraceus 10 0 0 0 10
Aspergillus terreus 0 0 0 10 10
Aspergillus tubingensis 20 0 0 0 20
Aspergillus versicolor 0 0 10 0 10
Aspergillus wentii 0 0 30 20 50
Cladosporium spp. 80 120 150 70 420
Cladosporium cladosporioides 20 10 60 30 120
Cladosporium grevilleae 10 10 0 0 20
Cladosporium macrocarpum 10 0 0 0 10
Cladosporium 0 0 20 0 20
sphaerospermum

Cladosporium sp1 0 0 10 10 20
Cladosporium sp2 0 0 10 0 10
Cladosporium sp3 20 40 10 20 90
Cladosporium sp4 10 30 0 0 40
Cladosporium sp5 0 10 0 0 10
Cladosporium sp6 0 20 0 0 20
Cladosporium sp7 0 0 10 0 10
Cladosporium sp8 10 0 20 0 30
Cladosporium sp9 0 0 10 10 20
Penicillium spp. 130 150 110 210 600
Penicillium adametzii 0 0 0 10 10
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Tablo 3. devami
Tir ismi

Ekim(2017)8(2)109-124

1. 2. 3. 4. TOPLAM
istasyon istasyon istasyon istasyon
Penicillium aurantiogriseum 0 0 0 10 10
Penicillium brevicompactum 0 0 30 10 40
Penicillium charlesii 10 0 0 0 10
Penicillium citrinum 40 0 0 10 50
Penicillium commune 30 10 20 0 50
Penicillium digitatum 0 0 10 20 30
Penicillium freii 0 0 10 0 10
Penicillium glabrum 0 20 0 0 20
Penicillium granulatum 0 20 0 0 20
Penicillium griseofulvum 30 10 0 0 40
Penicillium olsonii 0 10 0 0 10
Penicillium pimiteouiense 0 10 0 0 10
Penicillium sanguifluum 0 0 0 10 10
Penicillium sp1 0 0 10 0 10
Penicillium sp2 20 10 20 70 120
Penicillium sp3 0 0 0 10 10
Penicillium sp4 0 0 10 0 10
Penicillium sp5 0 60 0 60 120
Diger Turler 30 90 30 10 160
Acremonium implicatum 0 10 0 0 10
Acremonium sp. 10 20 0 0 30
Cochliobolus australiensis 20 0 0 0 20
Geosmithia pallida 0 20 0 0 20
Lewia infectoria 0 0 20 0 20
Talaromyces verruculosus 0 0 10 0 10
Trichoderma longibrachiatum 0 0 0 10 10
Trichotesium roseum 0 40 0 0 40
Kontaminasyon 0 40 0 30 70
Tanisi yapilamayan izolatlar 0 10 0 10 20
TOPLAM 340 430 420 520 1710

Q-PCR sirasinda sadece istenilen GrGnin
cogaltildigini belirlemek igin 55°C - 95°C
arasinda erime egrisi analizi yapiimistir. Erime
sicakhgr 80-85 °C araliginda olan urlnler
spesifik ITS amplikonlari, 74-76 °C olan Urtnler
spesifik olmayan primer dimer amplikonlari
olarak degerlendirilmistir. Bu sicaklik araliklari
disinda, spesifik olmayan bir amplikon tiri
gbzlemlenmemigtir.

DNA dizi analizi 6ncesi, 80-85 °C
araliginda spesifik ITS amplikonunun igeren
PCR drunleri, reaksiyonlarda hedef Grtin disinda
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bulunan nikleotidler, floresan boyalar, primerler,
primer dimerler vb. bilesenlerden PCR {rin
saflastiriimasi ile ayristinimistir. Saflastirma igin
silika DNAkolonlari, DNA baglama tamponu (4M
Guanidinium thiocyanate, %50 izopropanol,
15mM Tris-Cl pH 8.0), yikama tamponu (20 mM
NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; 80% v/v Etanol) ve
¢6zucl olarak molekdiler 6lgekli su kullaniimistir.
Morfolojik teshis sonucunda tahmin
edilen turler ile molekiler teshis socunda elde
edilen tirler arasindaki karsilastirma yapilarak
turdiizeyinde teshis yapilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Karsilagtirmali olarak morfolojik ve molekuler teshisler

Morfolojik Tani Koleksiyon GenBank Closest Blast hit (% identity/%coverage)
N Numaralan
Alternaria alternata |28.3H1 KY859400 A.alternata JF973293.1 (549/549)
A.alternata 33.1E42 KY859401 A.alternata GQ220708.1 (526/526)
A.alternata 40.1N31 KY859403 | A.alternata GQ169728.1 (565/565)
A.alternata 91.2B2 KY859360 |A.alternata JF817259.1 (563/565)
A.citri 57.1N24 KY859404 | A.citri AY154705.1 (1488/1488)
Alternaria sp. 37.1E8 KY859402 L.infectoria AY154692.1 (579/579)
Alternaria sp. 58.6E5 KY859405 A.tenuissima FJ827038.1 (552/552)
Alternaria sp. 74.6E6 KY859406 | A.tenuissima EF432264.1 (571/571)
Aspergillus.flavus 53.2H2 KY859367 A.flavus JX157882.1 (576/576)
A.fumigatus 97.6E4 KY859370 A.fumigatus JF729022.1 (597/597)
A.niger 21.1N20 KY859363 | A.niger EF121326.1 (538/538)
A.niger 34.5H2 KY859364 | A.niger GU338398.1 (569/569)
A.ochraceus 64.3H12 KY859368 | A.ochraceus EU273559.1 (559/559)
A.terreus 65.1N18 KY859369 A.terreus FJ011538.1 (578/578)
A.versicolor 98.3E5 KY859361 A.versicolor AJ937755.1 (524/540)
A.wentii 103.1E19 KY859371 A.wentii FR670319.1 (568/568)
Aspergillus sp. 36.2H1 KY859365 A.tubingensis JX287371.1 (499/499)
Aspergillus sp. 39.2B16 KY859366 *A.niveoglaucus KC009789.1 (527/527)
Zf;;:;’;ﬁz’es 2.1E32 KY859391 | C.cladosporioides HM008931.1 (515/515)
C.cladosporioides 11.1N28 KY859392 C.cladosporioides AF538619.2 (524/524)
C.cladosporioides 99.2H23 KY859398 C.cladosporioides JQ936096.1 (556/556)
C.cladosporioides 104.1E24 KY859399 C.cladosporioides HM852082.1 (521/521)
C.macrocarpum 50.3H10 KY859394 C.macrocarpum KC311478.1 (515/515)
C.sphaerospermum | 81.6E3 KY859396 C.sphaerospermum JQ768326.1 (536/536)
C.sphaerospermum | 95.4E7 KY859397 C.sphaerospermum JN942901.1 (509/509)
Cladosporium sp. 75.2B4 KY859395 *C.grevilleae JF770450.1 (574/574)
aD;ﬁ;Z}jf;zis 45.1H6 KY859393 (Cf;c;i/;/sizg?lus australiensis HQ608034.1
aP jg;gllt’gf 62.2N11 KY859389 | Padametzii JN887322.1 (490/490)
P.aurantiogriseum 14.1N7 KY859377 P.aurantiogriseum JF311946.1 (522/522)
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Tablo 4. devami

i, Koleksiyon GenBa.nk . . .

Morfolojik Tani No Accession | Closest Blast hit (% identity/%coverage)
Numaralari

P.brevicompactum 1.3N3 KY859372 | P.brevicompactum KC009796.1 (550/550)
P.brevicompactum 22.2E7 KY859380 | P.brevicompactum JX270584.1 (518/518)
P.brevicompactum 23.2E5 KY859381 | Pbrevicompactum JQ781717.1 (517/517)
P.citrinum 12.2H4 KY859375 | Pcitrinum EU645682.1 (460/460)
P.citrinum 31.2H6 KY859384 | P.citrinum JQ724445.1 (464/464)
P.citrinum 66.4H1 KY859390 | Pcitrinum FJ765031.1 (480/480)
P.citrinum 61.2N6 KY859362 | P.citrinum JQ776540.1 (276/312)
P.commune 19.6H1 KY859379 | Pcommune JX436464.1 (558/558)
P.digitatum 13.5N1 KY859376 | P.digitatum AY924259.1 (556/556)
P.glabrum 6.6B1 KY859373 | Pglabrum JN887323.1 (555/555)
P.granulatum 10.1B9 KY859374 | Pgranulatum JN903645.1 (564/564)
P.griseofulvum 24.3H7 KY859382 | P.griseofulvum GU566224.1 (564/564)
P.olsonii 41.4B3 KY859385 | Polsonii JQ663620.1 (561/561)
Penicillium sp. 17.3N1 KY859378 | *P.sanguifluum JN617681.1 (541/541)
Penicillium sp. 30.6B3 KY859383 | *Ppimiteouiense FJ624254.1 (530/530)
Penicillium sp. 42.3H8 KY859386 | P.charlesii FJ430768.1 (557/557)
Penicillium sp. 44.2E9 KY859387 gﬁ;‘;’;’f’)ces verruculosus HQ608023.1
Penicillium sp. 59.1E2 KY859388 | Pfreii AJ0O05479.1 (564/564)
Trichoderma sp. 3.6N2 KY859408 | T.longibrachiatum HQ717798.1 (600/600)
Zf:;;fsmm 52.1B12 KY859410 | T.roseum JQ434580.1 (618/618)
Tanisi yapilamadi 26.1B16 KY859407 | A.implicatum FN706541.1 (535/535)
Tanisi yapilamadi 93.5B3 KY859409 | G.pallida HF546292.1 (597/597)
Aspergillus sp. 89.4B7 Kontaminasyon
Cladosporium sp. 18.4B1 Kontaminasyon
Cladosporium sp. 25.1B10 Kontaminasyon
Teshis edilemedi 29.4B8 Kontaminasyon
Teshis edilemedi 90.2N3 Kontaminasyon
Teshis edilemedi 5.2B14 Kontaminasyon

*ITS sekansi bakimindan Turkiye icin yeni kayit (4 tir) (Asan, 2004; Asan ve Ark., 2016)
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Morfolojik ve molekller analizin
sonucunda 2 farkli mikrofungus tiriinin teshisi
yapilamamis olup, 18 farkli mikrofungus
izolatinin morfolojik olarak cins dizeyinde
teshisleri yapilmis ve bu teshisler Blast Analiziile
de desteklenmistir.

Morfolojik ve molekiler analizlerin
ardindan yapilan tur teghislerinin sonucunda
(cins dizeyinde yapilanlar hari¢) Alternaria
cinsine ait toplam 3, Aspergillus cinsine ait

Ekim(2017)8(2)109-124

toplam 9, Cladosporium cinsine ait toplam 4,
Penicillium cinsine ait toplam 14 farkl tir tespit
edilmigtir. Bunlarin yaninda Acremonium sp.,
Cochliobolus australiensis, Geosmithia pallida,
Lewia infectoria, Talaromyces verruculosus,
Trichoderma longibrachiatum ve Trichotesium
roseum turlerinin teshisi yapilmistir. Bunlardan
Tarkiye icin yeni kayit olanlardan 2 tanesiyle ilgili
fotograflar verilmistir (Sekil 1 ve 2).

Sekil 1. Aspergillus niveoglacus (7 gunlik koloni g('jriEJnUmiJ); CYA 37 °C'de Ureme yok. A. CYAB. CY20S

C.MEAD. DG-18 E. Mikroskobik gériintiisii (x400)
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E ' F
Sekil 2. Penicillium pimiteouiense (7 gunlik koloni gérintima); A. CYA30°C B. CYA C.
MEA D.G25NE.YES F.CREA
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Tartisma

Buzdolabi sicakhdinda ureyebilen ve
gidalarin bozulmasina neden olan funguslara
her zaman rastlamak mdmkindar
[www.mikrobiyoloji.org, Kavanagh, 2011]. Bizim
galismamiz da bu fikri desteklemektedir.
Calisma boyunca buzdolaplarindan toplam 11
farkli  fungus cinsi izole edilmistir. izole edilen
fungus sayisinin bu kadar ¢ok olmasi aslinda
funguslarin canli kalabildigi sicaklik araliginin ne
kadar genis oldugunu gdéstermektedir
[Pietikainen ve Ark., 2005] . Gidalari saklamak
icin kullanilan buzdolaplarinda bulunan
funguslar genellikle dolap kaynakli olmayip,
gidalar ve hava hareketleriyle gelmis olabilirler.
Calismamizda izole edilen Aspergillus spp.
icinde A.wentii ve A. nigerin fazla gérilmesini
(Tablo 3), turlerin gidalar Gzerinde yasayabilme
6zelliginden kaynaklandigini sdyleyebiliriz;
clnkl A.wentii ve A. niger, amilaz, sellobiaz,
katalaz, lipaz, proteaz, maltaz, vs. gibi cesitli
enzimlere sahiptir [www.mikrobiyoloji.org]. En
fazla izole edilen ikinci fungal cins Cladosporium
spp. (420 CFU/m’), tgiincl cins ise Alternaria
spp. (300 CFU/m®)'dir. Her iki cinsin bitki patojeni
olmasi ve organik gidalar Uzerinde bulunma
Ozellikleri bu iki cinsin buzdolabi havasi ortamina
meyve ve sebzelerle taginmis olmasi olasihigini
arttirmaktadir  [Brensch ve Ark., 2012, EI-
Alwany 2015].

Uygun saklama sicakliklarinda dahi,
bozulmaya neden olan veya patojen
mikroorganizmalar disik sicakliklarda buyir ve
raf dmrind kisaltir veya tiketici saghgini etkiler
[Irkin, R. 2010 ]. Altunatmaz ve Ark. (2012)'nin
yapmis olduklari ¢calismada da en fazla izole
edilen cins Penicillium spp.'dur (600 CFU/m3).
Penicillium spp. tirlerinin 4°C'de Ureyebilme
yetenekleri, bu sonucun tesadufii olmadigini
gbstemektedir. Buzdolaplarinda funguslarin
bulunmasi, saglik acgisindan da risk
olusturmaktadir. Nitekim, Brunetti ve Ark. (2006),
patojenik fungal sporlarin buzdolabi gibi
ekipmanlarda bulunabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica Kowalski (1998), fungal sporlarin nem ve
besin bulduklar zaman, buzdolabi bobinlerinde
cimlenip Ureyebileceklerini belirtmistir. ilave
olarak, Baumgardner (2016), kiflerin buzdolabi
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kapi lastiklerinde bulunabilecegini belirtmigtir.
Dolayisiyle fungal sporlar buralardan havaya
karisabilir ve kapi acildikga buzdolabi igine de
girebilir. Thrasher (2016) ise, buzdolabi
kompressdrlerden elde ettikleri tozlardan cgesitli
mikotoksinler tespit etmislerdir; bu durum da
orada funguslarin bulundugunu géstermektedir.

Alternaria sp1, Cladosporium sp1,
Cladosporium sp2 ve Cladosporium sp3'e
baktigimizda, "BLAST Analizi" sonucunda en
yuksek oranda benzerlik gbsteren tirler icin
maksimum teshis degerleri sirasiyla % 94, % 95,
% 92 ve % 96 olarak bulunmustur (Tablo 5).
Dolayisiyla, sekans analizi sonucunda elde
edilen baz sayisinin yetersiz ya da baz dizisinin
verimsiz olmasindan dolayi, teshisi yapiimak
istenen 6rneklerle Gen Bankasindaki 6érneklerin
benzerlik oranlari disuktir. Tanimlanmasi
yapilan fungal tirleri degerlendirdigimizde,
hemen hemen tim cinslerinin morfolojik
tanimlama ile yapilan tir teshisleri ile molekiiler
yontemler ile yapilan tur teshislerinin benzer
oldugu gorilmektedir. Ancak morfolojik olarak
tir tanimi yapilamamis funguslarda molekdler
ybntemler daha etkili olmus ve tir tanimlanmasi
gerceklestirilebilmistir. Buna ragmen bazi
cinslerde molekiller yontemlerin de yetersiz
kaldigi gérilmastar.

Alternaria sp1, Cladosporium sp1,
Cladosporium sp2 ve Cladosporium sp3
disindaki teshis edilemeyen diger Alternaria spp.
ve Cladosporium spp. izolatlarina baktigimizda
ise, "BLAST Analizi" sonucunda MI (Maksimum
teshis) %'si tir dizeyinde teshise uygun
olmasina ragmen, sézkonusu bu izolatlarin Ml
%!'si, birden fazla farkl tirle ayni oldugu tespit
edilmistir (Tablo 5). Morfolojik incelemeler
sonucunda da bu duruma bir ¢6zim
getirilememesinden dolay! bu izolatlarin teshisi
yapilamamistir. Son zamanlarda tur teshisi icin
yapilan molekuler analizlerde, protein kodlayan
genler 6n plana c¢ikmaktadir. Bu genler;
elongation factor 1 alpha (TEF1 a ), calmodulin
(Cmd), B- Tubulin (Ben A), Actin (act) ve histone
(HIS) genleridir (Samson ve Ark., 2010).
Dolayisiyla, bu problem protein kodlayan uygun
bir gen dizisiincelenerek ¢dzulebilir.
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Aspergillus spp. turlerinin tamaminin molekuler
olarak teshisi yapilabilmistir. Toplam 19
Penicillium spp. izolatinin 14'G tur dizeyinde
teshis edilebilmis, 5'i ise edilememistir.
Penicillium sp1 i¢in, blast analizi sonucunda en
fazla benzerlik (=MI), % 92 oraninda P.
cordubense olarak tespit edilmistir (Tablo 5).
Alternaria sp1, Cladosporium sp1,
Cladosporium sp2 ve Cladosporium sp3'te
oldugu gibi, sekans analizi sonucunda elde
edilen baz sayisinin yetersiz ya da baz dizileme
isleminin verimsiz olmasindan dolayi, teghisi
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yapilmak istenen drneklerle Gen Bankasindaki
6rneklerin benzerlik oranlari dusuktadr.
Penicillium sp1 disindaki teshis edilemeyen
diger Penicillium spp. izolatlarina baktigimizda
ise, "BLAST Analizi" sonucunda MI %'si tir
duzeyinde teshise uygun olmasina ragmen,
s6zkonusu bu izolatlarin Ml %'sinin, birden fazla
farkh turle ayni oldugu tespit edilmistir (Tablo 5).
Morfolojik incelemeler sonucunda da bu duruma
bir ¢c6zim getirilememesinden dolay! bu
izolatlarin teshisi yapilamamistir.

Tablo 5. Tur diizeyinde tanisi yapilamayan tirlerin "BLAST Analizi" sonuglari

Morfolojik . Max Total Query E Max Accession
Kodu Tami Molekiiler Tani score | Score Cover | Value | Ident No
7711 | A ‘Z’:‘Zf’“m Acremonium sp. 1105 | 1105 | %98 00 | %100 | HQB08111.1
49.1N11 | Alternaria sp1* | Alternaria tenuissima 821 821 %94 0.0 %94 FJ827038.1
Alternaria sp. 933 933 %89 00 | %99 | KC139480.1
02156 Al oD Alternaria alternata 928 928 %88 0.0 %99 JF973293.1
. ernaria sp. . ——
Alternaria tenuissima 928 928 %88 0.0 %99 EU326185.1
Alternaria arborescens | 922 922 %88 0.0 %99 KC464334.1
Alternaria tenuissima | 1062 | 1062 | %98 00 | %100 | JN542519.1
Al 2 503 Alternaria alternata 1062 1062 %98 0.0 %100 | GQ121322.2
102.1H7 ernaria sp
Alternaria longipes 1062 1062 %98 0.0 %100 AY154684.1
Alternaria mali 1062 1062 %98 0.0 %100 AY154683.1
s5onz | Cladosporium | Cladosporium 800 | 800 | %89 | 0.0 | %95 | JQ946393.1
sp1 cucumerinum
51.1E41 C’ad:sgf’”“m Cladosporium sp. 649 | 649 %82 00 | %92 | FR799496.1
96.2H17 C’adg;gf”“’" Cladosporium sp. 865 | 865 | %94 | 00 | %96 | HQ696055.1
Cladosporium sp. 1035 1035 %98 0.0 %100 JX164083.1
s6.2m11 | Cladosporium | Cladosporium 968 | 968 %92 00 | %100 | AF538619.2
sp4 cladosporioides
Cladosporium aphidis 955 955 %98 0.0 %98 JN906978.1
55.6B2 C’adso:g,ﬂ””m Cladosporium sp. 1024 | 1024 | %97 | 0.0 | %100 | HQB08074.1
Cladosporium 929 929 %92 00 | %98 | DQ681347.1
cucumerinum
Cladosporium i
73.4B2 P Cladosporium 926 | 926 %90 00 | %99 | JF499839.1
sp6 ramotenellum
Cladosporium 926 | 926 %90 00 | %99 | AY361994.1
cladosporioides
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Morfolojik . Max Total Query E Max Accession
Kodu Tani Molekiiler Tani Score Score Cover Value Ident No
Cladosporium
.p 1027 1027 %98 0.0 %100 AF393695.2
coralloides
1004gg | Cladosporium | Cladosporium 1027 | 1027 | %98 | 00 | %100 | AJ300331.1
sp7 tenuissimum
Cladosporium
'L.). 1024 1024 %98 0.0 %100 AF393702.2
gossypiicola
C/ados'oor.lu.m 1027 1027 %98 0.0 %100 JQ936096.1
cladosporioides
Cladosporium
i 1027 1027 %98 0.0 %100 JF499838.1
101.4H5 Cladosgor’”m phaenocomae ° °
S
P Davidiella tassiana 1027 1027 %98 0.0 %100 FN868485.1
Cladosporium
. p 1027 1027 %98 0.0 %100 AF393724.2
tenuissimum
it rium
% adosPO.. i 952 952 %90 0.0 %99 HQ115727 .1
langeronii
1 it rium
432517 | Cladosporium | Cladosporiu 952 | 952 | %90 | 00 | %99 | AF455525.1
sp9 cladosporioides
C/adosP.O”um 935 935 %90 0.0 %99 FJ216453.1
colocasiae
Penicil Penicillium
9.3E1 e’;’;; m cordubense 732 | 732 | %81 | 00 | %92 | AF527055.1
Penicillium
enicii 1007 1007 %90 0.0 %99 JQ781768.1
chrysogenum
Penicillium
e. eriu 1007 1007 %90 0.0 %99 JQ781745.1
griseofulvum
- Penicillium
204N2 | Penicillium sp2 | ©SMMCIIUT 1007 | 1007 | %90 0.0 %99 GQ161752.1
dipodomyicola
Penicillium commune 1007 1007 %90 0.0 %99 EU833215.1
Penicillium citrinum 1007 1007 %90 0.0 %99 EU833214.1
Penicillium vinaceum| 1007 1007 %90 0.0 %99 DQ681340.1
Pemc,/.hum 996 996 %92 0.0 %98 JN831361.1
argentinense
38.3N2 Penicillium sp3 Penicillium 990 990 %92 0.0 %98 JN617699.1
euglaucum
Penicillium
, 942 942 %85 0.0 %99 GU944598.1
anatolicum
Penicillium glabrum | 1007 1007 %91 0.0 %99 JX421718.1
Penicillium
60.4E1 | Penicillium spa | | oo 1002 | 1002 | %92 | 00 | %99 | HQB08085.1
spinulosum
Penicillium thomii 1000 1000 %91 0.0 %99 KC167849.1
Acremonium _
7.1B14 Tanisi ke 551 551 %wrg | SE %86 | HQ914930.1
yapilamadi implicatum* 153
63.2819 1COTE] Eurotium 640 | 640 | %97 | B | oo JN862800.1
yapllamadi | amstelodami* 180

* Bazsayisl yetersiz olan izolat
** Max ident %100 olmasina ragmen tir diizeyinde (DNA veri bankasinda eslesen tir olamamasi
nedeniyle) tanisi yapilamayan izolat
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Co6zim amaciyla, Aspergillus spp. ve
Penicillium spp. turleri icin molekiler teshisinde
kullanilan ve tirler arasi ayrimda ITS'ye oranla
daha spesifik olan B-tubilin, Calmodulin, TEF 1 a
gibi gen bdélgelerinin alternatif destekleyici gen
dizisi olarak arastiriimasi yararli olabilir [Samson
ve Ark., 2010]. Calismamizda Aspergillus spp. ve
Penicillium spp. tirlerinin molekiler teshisinin
Dematiaceous grubuna ait tirlerden daha
basarili oldugu gérulmustur. Aspergillus spp. ve
Penicillium spp. tdrlerinin besiyerlerinde
gelisirken sporulasyon miktarinin genellikle gok
olmasi nedeniyle DNA izolasyonunun ilk
basamaginda (hiflerin tampon igeren
ekstraksiyon tlupune aktariimasi) karsilasilan
problemi minimuma indirerek, DNA
izolasyonunun ve dolayisiyla PCR islemindeki
basarili sonuclarin elde edilmesiyle
bagdastirilabilir.

Molekiler agidan bakildiginda, ITS gen
bélgesi sekans analizi esnasinda yeterli ve dogru
saylda baz okudugunda DNA veri bankasindaki
sekanlarla % 100 ve % 99 gibi yliksek ylzdelerle
eslesebilmesine ragmen, bazen sekanslama
ybnteminden ve/veya dizileme esnasinda cihaz
okuma verimsizliginden kaynaklanan
problemlerden dolayi, bélgenin (ITS-1, 5,8S,
ITS-2) icerdegi bazdan daha az sayida (ve bazen
sanal olarak fazla sayida) ve kalitede baz
okunmasi gergeklesebilmektedir. Bu durumda
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eger maksimum teshis % 97'den az ise ITS gen
bélgesinin okunmasi tekrarlanmalidir. Eger %
97-100 arasinda ise molekuler teshisi
desteklemek amaciyla mutlaka 2. bir gen bélgesi
okunmasi yararh olur. Penicillium thomii ve
Eupenicillium lapidosum morfolojik olarak farkli
fakat DNA sekansi farki icermezken, Penicillium
spinulosum, P. glabrum, P. montanense ve P.
Purpurescens ise DNA sekansi agisindan
farkhlik gosterir fakat cok az morfolojik farkhlik
gosterirler (Samson ve Pitt, 2000). Bu 6rnekten
ve bizim galismamizda elde ettigimiz
sonuglardan da anlasilacagi tzere, kif
izolatlarinin siniflandiriimasindaki tim bu
teredditler morfolojik ve molekiler yéntemlerin
birlikte ele alindiginda ortadan kaldirilabilir.
Dolayisiyla bu calisma bir adim daha ileriye
goétirulerek incelenen gen bdlgesi disinda cinse
spesifik alternatif ve destekleyici baska gen
bdélgelerinin de arastirilmasiyla daha givenilir bir
sekilde aydinlatilabilir.
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