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Alternaria Mikotoksinleri ve Onemi®
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Oz: Alternaria, dinyada yaygin olarak goriilen onemli bir fungus cinsi olup Ascomycota boliimii,
Dothideomycetes sinifi, Pleosporales takimi ve Pleosporaceae familyasinda yer almaktadir. Alternaria cinsi
icerisinde, saprofitik, endofitik ve patojenik tiirler yer almaktadir. Patojen tiirler arasinda ise bitki patojenleri,
hasat sonrasi patojenler veya insan patojenleri de bulunmaktadir. Alternaria spp. alternariol (AOH), alternariol
monometil eter (AME), tenuazonik asit (TEA), altenuen (ALT) ve altertoksin (AT) gibi onemli bazi
mikotoksinleri iiretmektedir. Mikotoksinler, insan besin zincirine ¢esitli sekillerde girebilmekte, bir¢ok farkli
gida ve hayvan yemi iiriiniinde bulunabilmektedir. Bu mikotoksinler, insanlar, memeliler ve diger hayvanlar
tarafindan agiz yoluyla alinirsa, mikotoksikoz adi verilen toksik bir tepkiye neden olabilmektedir. Bircogunun
kanserojen oldugu bilinmektedir. Digerlerinin de cilt hassasiyetinden immiin yetmezlige kadar degisen
norotoksikolojik etkilerle birlikte karaciger veya bdobrek fonksiyonunun bozulmasi gibi insanlarda gesitli farkli
tepkiler ortaya c¢ikardigi gosterilmistir. Alternaria spp., dzellikle su aktivitesi (ay), sicaklik ve pH gibi abiyotik

faktorlerden etkilenmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalara gére bazi tahil taneleri dahil sorgum, pamuk tohumu,

Bu ¢aligma igin etik kurul izni gerekmemektedir. Makale arastirma ve yayin etigine uygun olarak hazirlanmustir.
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domates ve soya fasulyesi gibi farkli substratlar fungusun ¢ogalmasi ve toksin iiretimi ile iliskilendirilmistir.
Alternaria toksinlerinin incelenmesinde ELISA, sivi kromatografi ve PCR temelli analizler en kullanish
yontemler olarak goriilmektedir. Bu derleme, Alternaria tiirlerinin 6nemini, ekolojilerini, mikotoksin iiretimi ve
sicakkanlilardaki etkileri ile mikotoksin analiz metotlarin1 igermektedir. Derleme 6zellikle, Alternaria tirlerinin
olusturduklart mikotoksinler hakkinda genel bir bilgi sunmak ve Onemine dikkat ¢ekmek amaciyla

hazirlanmistir.

Anahtar kelimeler: Alternaria tiirleri, mikotoksin, insan sagligi, kromatografi, inceleme.

Alternaria Mycotoxins and Their Importance

Abstract: Alternaria, which are an important genus of fungi that are ubiquitous in the environment, belongs to
the Ascomycota division, Dothideomycetes class, Pleosporales order, and Pleosporaceae family. The Alternaria
genus includes saprophytic, endophytic, and pathogenic species, whereas the pathogenic species include plant,
post-harvest, and human pathogens. Alternaria spp. produce some important mycotoxins such as alternariol
(AOR), alternariol monomethyl ether (AME), tenuazonic acid (TEA), altenuene (ALT) ve altertoxin (AT). These
mycotoxins can gain access to the human food chain and exist in many different food products and forage. When
ingested orally by humans, mammalians, or other animals, these mycotoxins may cause mycotoxicosis, which is
a toxic reaction. Many of these mycotoxins are known to be carcinogenic, while some others are shown to
disrupt liver and kidney functions as well as have neurotoxicological effects ranging from skin hypersensitivity
reactions to immunologic deficiency syndromes. Alternaria spp. can get affected by abiotic factors such as water
activity (ay), temperature, and pH. In literature, many crops including sorghum, cotton, tomato, and soya beans,
have been related the conditions that result in fungi to reproducing and producing toxins. The most effective
methods established for analyzing the Alternaria toxins are ELISA, liquid chromatography, and PCR-based
methods. This review includes the importance of Alternaria spp., their ecologies, mycotoxin production and their
effect on the homeotherms, and the methods for analyzing mycotoxins. It is specifically aimed to highlighting

the importance and providing a general knowledge of producing mycotoxins that Alternaria spp.

Key words: Alternaria spp., mycotoxin, human health, chromatography, detection.

Giris

Mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi fungus cinslerinin sekonder
metabolizmasi sonucu olusan diisiik molekiil agirhigma sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler insan ve hayvan sagligi
iizerinde ¢esitli toksik etkiler olusturmaktadir. Mikotoksinleri iireten funguslar, riizgdr ve hava yardimiyla

taginarak her yerde (atmosferin ¢esitli katmanlari gibi) bulunabilirler. Mikotoksin varligi iklim kosullarina,
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iirlinlin cinsine, cografi konuma, mevsime ve yildan yila farklilik gosterebilmektedir. Diinyadaki iiriinlerin %25-
50’nin mikotoksin/mikotoksinler (Cizelge 1.) ile bulasma riskinin oldugu bildirilmistir (Mannon ve Johnson,

1985; Charmley ve ark., 1995; Steyn ve Stander, 1999).

Mikotoksinlerin insanlar iizerindeki etkilerini net olarak sdyleyebilmek miimkiin degildir. Mikotoksinlere ait
toksisite ¢aligmalart daha ¢ok ordek yavrulari ve fareler gibi deney hayvanlari kullanilarak yapilmaktadir
(Tunail, 2000). Dogadan, tarimsal iriin ya da mamiil gidalardan izole edilerek laboratuvar kosullarinda
gelistirilen Alternaria cinsine ait izolatlarin, sicanlarda (Sauer ve ark., 1978), tavuk embriyosunda (Griffin ve

Chu, 1983) ve insan hiicrelerinde yapilan calismalarda (Tunail, 2000; Ostry, 2008) toksik oldugu belirlenmistir.

Canlilarin maruz kaldigir mikotoksin dozuna bagl olarak iki farkli etki goriilebilmektedir. Yiiksek dozda
alindiklarinda akut toksik etki meydana gelir ve gida ya da yemin tiiketilmesinin ardindan kisa siirede 6liim
goriilebilmektedir. Daha diisiik dozlarin uzun siire alinmalar1 sonucunda ise kronik hastaliklar goriilmektedir.
Bunlar; o6zellikle karaciger, bobrek gibi organlarda hastaliklar, dejenerasyonlar, bagisiklik sisteminde
bozukluklar, kusurlu ve eksik organ olusumlari, deri nekrozlari, iiremede azalma ve kilo kayb1 gibi sorunlardir

(Newberne ve Butler, 1969; Smith ve ark. 1995; Freire ve Rocha, 2017).

Cizelge 1. Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin iireten cinsler ve trettikleri mikotoksinler (Tunail,

2000)

Aspergillus Penicillium Fusarium Alternaria
toksinleri toksinleri toksinleri Toksinleri
Aflatoksinler Sitrinin Zearalenon Alternariol
Aspertoksin Okratoksin A Trikotesenler Alternariol mono-metil-eter
Sitrinin Sitreoviridin Deoksinivalenol Altertoksin
Sterigmatosistin Rubratoksin Nivalenol Tenuazonik asit
Okratoksin A Rubratoksin B Diasetoksisirpenol Tentoksin
Patulin Patulin T-2 toksin
Penisilik asit Penisilikasit HT-2 toksin

Luteosikrin Tremortin

izlanditoksin Fusarin-C

Siklopiazonikasit Fumonisin B1

Sitromisetin Moniliformin

Rugulosin

Ksantomegnin

Emodin

Alternaria Tiirlerinin Olusturdugu Mikotoksinler ve Memeliler Uzerindeki Etkileri

Bitkilerde fungal kontaminasyonla ilgili iki bin yil1 agkin bir zamana ait kayitlarin varligina ragmen insanlarda
mikotoksinlerden kaynaklanan rahatsizliklar konusunda 1990’11 yillara kadar bir kayit bulunmamaktadir. Halk
saglig1 acisindan ilk kez 1993-1994 yillarinda hastalarda goriilen akut solunum rahatsizliklarinin aragtirilmasiyla

birlikte mikotoksin konusu giindeme gelmistir (Dearborn ve ark., 1995). Giiniimiizde mikotoksinler &zellikle
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gelismekte olan iilkelerde en 6nemli besin bulaganlarindan biri olarak diisiiniilmekte ve mikotoksinlerin risk

degerlendirilmesi ile ilgili ¢aligmalar diinya ¢apinda giderek dnem kazanmaktadir (Wang ve ark., 2018).

Alternaria, tamimlamasi yapilmig 300 farkl: tiir ile birgok degisik konukgu bitkiye 6zellesme saglayan ve
saprofitik, endofitik ya da patojenik yasam formlar1 ile konukguya spesifik olan ve olmayan toksinlere sahip ¢ok
onemli bir toksigenik fungus cinsidir (Thomma, 2003; Dang ve ark., 2015; Lee ve ark. 2015; Meena ve ark.
2016). Bu genis tiir dagilimi ile orantili olarak Alternaria tiirleri tarafindan iirettigi tespit edilen 70’den fazla
sekonder metabolit tespit edilmekle birlikte, bunlardan ¢ok az sayidaki toksin giinlimiizde kimyasal olarak
karakterize edilebilmistir (Barkai-Golan, 2008; Dall’Asta ve ark. 2014). Toksisiteleri bakimindan énemli etkiye
sahip olan ve en sik tespit edilen Alternaria toksinleri, alternariol (AOH), alternariol monometil eter (AME),
altertoksinler (ATXs; I, II ve III), altenuene (ALT), tenuazonik asit (TEA), tentoksin (TEN) ve 4. alternata f. sp.
lycopersici toksinleridir (AALs) (EFSA, 2011). Alternaria alternata (Fr.) Keissl., hem genis bir biyolojik
etkinlik (patojen, saprofit vs.) ve konuk¢u dagilimi hem de mikotoksin iiretimi ve gesitliligi bakimindan en
onemli ve yaygin Alternaria tiridiir. Bunun disinda A. tenuissima (Kunze) WiltShire, 4. brassicae (Berk.)
Sacc., A. capsici-annui Svulescu&Sandu, A4. citri Ellis&N. Pierce, A. kikuchiana S. Tanaka, 4. japonica Yoshii,
A. longipes (Ellis&Everh.) E.-W. Mason, 4. porri (Ellis) Cif., A. radicina Meier, Drechsler&E.D. Eddy ve 4.
tomato (Cooke) L.R. Jones diger onemli toksigenik tiirlerdir (Bottalico ve Logrieco, 1998; Logrieco ve ark.,
2003; Barkai-Golan, 2008; Pinto ve Patriarca, 2017). Alternaria toksin ya da toksinlerinin, hangi tiir diizeyinde
iretildigi ya da {retilmedigi ile ilgili olarak farkli gevresel ve ekofizyolojik kosullar ve konukgu/substrat
profilleri 6n plana ¢ikmakla birlikte (bknz: Mikotoksin {iretiminin ekolojisi), Alternaria spp.’nin morfolojik
ozellikleri bu konuda yardimci bir arag haline gelmistir. Simmons (1992) ile Pryor ve Gilbertson (2000)
tarafindan biiyiik (60-100um) ve kiigiik (>60 um) konidi biiyiikliigiine sahip Alternaria spp.’nin gruplandirmas,
toksin ¢esitlerinin tiir diizeyindeki ayrimim kolaylagtirmistir (Barkai-Golan ve Paster, 2008; Pinto ve Patriarca,

2017; Kaya ve Zorba, 2021).

Bazi Alternaria tirleri tahillar, yagli tohumlular, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bilinen siyah
nokta/benek, kahverengi leke, Alternaria lekesi, yaprak lekesi ve gdvde kanseri seklinde isimlendirilen birgok
bitki hastaliginin etmenleridir. Patojenik tiirlerin olusturdugu bu hastaliklar ve iirettikleri toksinler, hiicrelerde
mitokondriler, kloroplastlar, plazma membranlari, golgi kompleksi, ¢ekirdek vb. gibi hiicre metabolizmasinda
onemli rolii olan yapilari biiytik 6lgiide etkilemektedirler (Karabulut ve Degirmenci, 2002; Tsuge ve ark. 2013).
Ozellikle hasat edilmis tarimsal iiriinlerden bugday, arpa, aycicegi, soya fasiilyesi tohumlar1 ve bunlardan elde
edilen hayvan yemleri ile domates, iizlim, ¢ilek, elma ve turunggil meyveleri hem belirtilen hastaliklarin hem de
yaygin Alternaria toksinlerinin yiiksek konsantrasyonlarinin tespit edildigi bildirilen iiriinlerdir (Logrieco ve ark.
2003; Mujahid ve ark., 2020; Chen ve ark. 2021). Ayrica bu tarimsal iiriinlerden elde edilen islenmis gida
iriinlerinin de (Un, sarap, ketcap, aycicek yagi vs.) yaygin Alternaria toksinlerine sahip oldugu ¢ogu kez rapor
edilmistir (Logrieco ve ark. 2009; EFSA, 2011; Chen ve ark. 2021). Baz raporlarda ozellikle bebek ve
cocuklarin yukarida belirtilen riskli gidalar ile beslenmelerine dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir (Zhao ve
ark. 2015). Yaygin olarak iiretilen tarimsal iiriinler ve bunlardan elde edilen hayvan yemleri ve insan gidalarinin

besin zincirindeki yeri ve Onemi goz Oniine alindiginda, Alternaria toksinlerinin Snemli bir risk grubunu
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olusturdugu, insan ve toplum saglig1 agisindan takip edilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Gliniimiizde Alternaria
toksinlerini igeren tarimsal iirlin ya da gida maddeleri ile ilgili halihazirda bir diizenleme olmamakla birlikte,
Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) 2011 yilinda Alternaria tiirlerinin irettigi toksinler ve gida giivenligi
konusunda iiye iilkelerden detayli calismalar talep etmis ve bu rapora gore Alternaria toksinlerinin genellikle
tahillarda, domates, aygicegi, meyveler, bira ve sarap gibi iceceklerde bulundugu belirtilmistir. Ayrica bazi
Alternaria toksinleri igin toksikolojik etki esigi (threshold of toxicological concern, TTC) degerleri belirlenmis
ve buna gore AOH ve AME igin giinliik 2.5 ng kg™ olarak hesaplanan TTC degeri, TEA ve TEN igin giinliik
1500 ng kg' olarak tespit edilmistir (EFSA, 2011; Arcella ve ark. 2016). Ayrica Almanya’min Bavyera
eyaletinin saglik ve gida giivenligi kurumu, sorgum ve dari igerikli bebek gidalarinda TEA igin 500pg kg™ bir
limit degeri ile sinirlandirma yapildigini bildirmistir (Rychlik ve ark. 2016). Mikotoksinler genellikle direkt
beslenme yoluyla insan viicuduna girebilmektedir. Ancak bu durum bazen solunum veya temas yoluyla da
olabilmektedir. Canlilarda meydana gelen saglik sorunlari bu mikotoksinlerin akut, kronik, kanserojenik veya
mutajenik (mutasyona neden olan) etkilerinden dolay1 olusabildigi bildirilmistir (AlMatar ve ark., 2016). Tiim
mikotoksinlerde oldugu gibi Alternaria toksinleri i¢in de yasam alani ve tiiketilen gida iriinlerdeki Alternaria
spp.min varligt ile yaygin Alternaria toksinlerinin bulasiklik durumu saglik problemlerinin ortaya ¢ikisi ve

hastalik siireclerinin ilerleyisi agisindan belirleyici iki 6nemli noktay1 olusturmaktadir.

Kanada’da yapilan bir ¢aligmada mekanik havalandirma bulunan ofislerde hava kaynakli Alternaria
alerjenleri tanimlanmis, ofiste ¢alisanlarin yarisinin isle alakali solunum problemleri yasadig1 rapor edilmistir.
Tim calisanlar Alternaria alerjenlerleri igin testten gegirilmis ve sonug¢ olarak solunum problemleri yasadigt
rapor edilen hastalarin test sonuglarinin pozitif oldugu bildirilmistir (Menzies ve ark., 1998). Yapilan baska bir
calismada ise Alternaria sporlariyla dogal temasm astim hastaligini tetikledigi gézlemlenmistir. Orta diizeyde
astim hastaligt olan yedi kisi, Alternaria sporlarina bronsiyal olarak maruz birakilmis ve aninda astim
belirtilerinin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Licorish ve ark., 1985). Ulkemizde Alternaria’min yaygmlig ile
ilgili ytirtitiilen bir calismada ise Tatlidil ve ark. (2001), Burdur atmosferinde bulunan en yaygin fungal sporlarin
Cladosporium ve Alternaria cinslerine ait oldugunu ve Burdur atmosferinde yil boyunca cm® bagina 2064’
Cladosporium sp.’ne, 3531 Alternaria sp.’ne ait olan toplam 2417 adet spor saptandigini bildirmistir. Giircan ve
ark., (2009) immiin sistemi saglam bir konuk¢uda ¢ok nadir bildirilen A. alternata ile olusan bir deri enfeksiyonu
olaym bildirmistir. Hastanin farkli iki giinde alman deri drneklerinin mikroskobik incelemesinde ¢ok sayida
Alternaria sporlart ve hifleri oldugu, hazirlanan fungus Kkiiltiirlerindeki izolatlarin 4. alternata olarak
tanimlandig1 ve bu vakanin tilkemizde immiin sistemi saglam bir konuk¢uda saptanan ilk alternaryoz durumu
oldugu rapor etmistir. Arastiricilar ayrica saprofit olarak bilinen bu funguslarin her zaman, her konuk¢uda
enfeksiyon potansiyelinin oldugunu bildirmistir. Rivoire ve ark. (2001), diizenli sigara icmeyen ve solunum
rahatsizlig1 olmayan 26 yasinda erkek bir bireyde is yerinde dogal pamuk tozuna maruz kalmadan sonra akut
nefes darlig1 gelistigini ve akcigerde iki tarafli inspiratuar ince raller (bilateral inspiratory fine crackles)
saptandigini bildirmistir. Bronkoalveoler lavaj yapilmis ve lavaj sivisinda A. alternata tespit edilirken bu nedenle

gozlemlenen belirtilerin is yerinde hava yoluyla Alternaria bulasikligina bagl gelistigi belirtilmistir.
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Alternaria toksinlerinin sicakkanlilar lizerindeki etki sekilleri farkli sekillerde isimlendirilmekle birlikte,
yapilan in vitro deneyler, canli doku organ ya da sistemlerdeki sonuglar1 ya da dogal vakalardan elde edilen
bulgular ile kanitlanmaktadir. Buna goére yaygin Alternaria toksinlerinden AOH ve AME’nin akut
toksisitelerinin fazla yiiksek olmamasina ragmen mutajenik etkilerinin daha fazla oldugu (Lehmann ve ark.
2005; Bensassi ve ark. 2012), ATXs’in hem akut toksisite, hem de mutasyon riski tasidig1 (Boutin ve ark. 1989;
Fleck ve ark. 2016; Aichinger ve ark. 2018), TEA’nin ise mutasyon 6zelligi olmamasina ragmen kopekler,
tavsan ve civcivlerde toksik etki gosterdigi, farelerde yemek borusu kanseri (6zefagus) ile iliskili oldugu tespit

edilmistir (Davis ve ark. 1977; Griffin ve ark. 1983, EFSA, 2011).

Liu ve ark. (1991) ve (1992) tarafindan yapilan caligmalarda Cin’in Linxian Boélgesinde yetistirilen ve
tiiketilen tahillarda A. alternata’nin izole edildigini ve bu tiiriin toksinleri olan AOH ve AME mikotoksinlerinin
yemek borusu kanseriyle yiiksek diizeyde iligkili oldugunu bildirmistir. Diger bir Alfernaria mutajenik ve
genotoksik mikotoksini olan ATX-II‘nin delphinidin isimli bir antosiyanin bileseni ile arasindaki iliski
arastirtlmis ve delphinidin ve diger antosiyanin bilesenlerinin Alternaria mikotoksinlerinin genotoksik etkisinden
mideyi koruyabilecegi belirtilmistir (Aichinger ve ark., 2018). Alternariol mikotoksininin konsantrasyona bagl
olarak “Chinese hamster V79” isimli farede yiiriitillen ¢aligmada, bu toksinin hipoksantin guanin fosforibozil
transferaz ve timidin kinaz enzimleri {izerinde mutajenik etkisinin oldugu tespit edilmistir (Brugger ve ark.,
2006). Schrader ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir calismada ise nitrozilasyonun mutajenik etkisi, dnemli
Alternaria metabolitleri ile birlikte Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 izolatlar1 kullanilarak arastirilmis
ve Alternaria sp.’nin S. typhimurium ile birlikte olan major mutajenik aktivitesinin oldugu belirlenmistir. Diger
yandan AOH’nin DNA zincirinde kopmalara sebep oldugu, sitotoksik ve genotoksik etkisi ortaya konulmustur
(Solhaug ve ark. 2012). Alternariol yaninda AME’nin de insan kanser hiicrelerinde (HT49 ve A431 hiicreleri)
DNA sarmalinda kirilmalarin oranini artirdigi rapor edilmis, bu toksin AOH topoizomeraz I ve II aktivitesinin
inhibitorii olarak karakterize edilmistir (Fehr ve ark., 2009; Dellafiora ve ark., 2015). Pero ve ark. (1973),
Alternaria toksinlerinin farkli dozlarinin farelere gebelik doneminde verilmesi sonucunda AOH ve AME nin (25
mg kg' her birinden), birlikte verildigi 9-12 giinlik gebe farelerde &lii fetiis sayisinda artis oldugu tespit
edilirken, 100 mg kg dozunda AOH’a maruz birakilanlarda malforme fetiis oraninin arttig1 tespit edilmistir.
Ancak, 50 mg kg dozunda AME’e maruz birakilan gebe farelerde herhangi bir etki gozlemlenmedigi, bu da iki
toksininin birlikte sinerjistik etki gosterdiginin bir kanmiti olarak bildirilmistir. AOH’nin endokrin sistem
tizerindeki etkisinin arastirildig1 bir ¢aligmada Frizzell ve ark. (2013), AOH’nin zayif bir &strojen mikotoksini
oldugunu in vitro ¢aligmalar sonucu ortaya koymakla birlikte AOH’1n ayrica steroidogenez olayina etki ettigini
bildirilmistir. Dellafiora ve ark. (2018) ise AME, ATX-II, AOH-4-OH ve AME-4-OH’nin xenodstrojenik
(6strojeni taklit eden yabanci maddeler) potansiyeli ve gidalarla birlikte giinliik alinan xenodstrojen miktarinin
kronik etkisinin oldugunu rapor etmistir. Alfernaria toksinlerinin bu etkileri disinda Cin ve diger Asya
iilkelerinde endemik bir osteoarthritis hastalig1 olarak bilinen Kashin-Beck hastaligi (KBD) iizerine yapilan bir
arastirmada, hastaligin nedeninin tam olarak ortaya konulamamasina ragmen 2001 yilinda arpa tanelerinde
bulunan Alternaria sp.’nin olusturdugu sekonder metabolitler ile ilgili oldugu rapor edilmistir (Haubruge ve ark.,

2001).
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Mikotoksin Uretiminin EKolojisi

Alternaria tirlerinin yagsadigi belirli ¢evresel kosullarda mikotoksinleri iiretilebildigi tespit edilirken, yaygin A.
alternata gelisimi ve mikotoksin iiretimi iizerine yapilan calismalar genellikle bugday taneleri {izerinde
gerceklestirilmigtir (Magan ve ark., 1984). Alternaria alternata tarafindan bugday tanesi tizerindeki gelisim
profilleri ve {i¢ farkli Alternaria toksini AME, AOH ve TeA’nin liretiminde, a,, (Su aktivitesi) X sicakligin
belirleyici oldugu bildirilmistir (Sanchis ve Magan, 2004).

Mikotoksin iiretimi, fungus gelisimine gore sicaklik ve a,, kosullar1 agisindan biraz daha sinirli kosullarda
gerceklesmektedir. Oviedo ve ark. (2010, 2011), Alternaria alternata izolatlarinin soya fasulyesinde AOH ve
AME iiretimi ile ilgili yiiriittiikleri ¢aligmalarda, AOH i¢in optimum sartlarin izolatlara gére degismekle birlikte,
genel olarak 15°C ile 25°C’de ve 0.98 a,, civarinda oldugunu, minimum su aktivitesinin 0.92 a,, civarinda iken
sicaklik araliginin da 15-30°C oldugu tespit edilmistir. AME i¢in ise A. alternata’nin iki izolatinda minimum
0.96 a,, ile tiim sicaklik araliginda (15~30°C) gelisme meydana geldigi, optimum degerlerin ise 30°C ve 0.98 a,,
civarinda oldugu belirlenmistir. Sicakligin >30°C oldugu durumlarda ise AOH liretilirken, AME iiretilemedigi
tespit edilmistir. Soya fasulyesi ortaminda gelistirilen 4. alternata izolatlar1 icin ayrica TeA {iiretimi ile ilgili
profiller gelistirilmis, TeA iretimi igin optimum konsantrasyonlarin 25~30°C’de ve 0.98 a,’de oldugu
bildirilmistir (Oviedo ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada ise Arjantin’den alinan bugday orneklerinde A.
tenuissima izolatlarinin ATX-II toksininin tiretimi bakimindan benzer bir gelisim gosterdigi, optimal tiretimin 14
glinliik inkiibasyonda 25-30°C ile 0.98 a, ve 21 giinlik inkiibasyonda 30°C ile 0.95 a, degerlerinde
gergeklegirken, ozellikle yiiksek sicaklik kosullarinda bile (> 30°C) mikotoksin iiretiminin oldugu tespit
edilmigtir (Patriarca ve ark., 2014).

Mikotoksin iiretiminde konuk¢u farklilhigi da 6nemli olabilmektedir. Ornegin, Magan ve Baxter (1994),
sorgumdan izole edilen 4. alternata’dan iretilen TeA i¢in farkli gelisim 6zelliklerinin oldugunu bildirmis ve
TeA i¢in 28 giinliik biiylime periyotlar1 boyunca 0.99-0.93 a,, aralifinda iiretimin gerceklestigini, 0.93 a,,’de bile
toksin biyosentezinin 28 giin sonra gergeklesebildigini ve sonugta optimal a,, seviyelerindeki (<0.95 a,) tiretim

degerlerine ulastigini bildirilmistir.

Pose ve ark. (2010), tarafindan TeA i¢in domates iceren besi ortaminda A. alternata izolatlarinin AOH ve
AME {iretim profilleri incelenmistir. Aragtirmacilar, TeA birikimi i¢in optimum kosullarin 28 giinliik
inkiibasyondan sonra 0.982 a,, ve 21°C oldugunu ve u mikotoksinin 0,982 ve 0,954 a,’de ve 15-35°C araliginda
tiretilebildigini bildirilmigtir. En diigiik TeA iretiminin, 28 giinliik inkiibasyondan sonra 0.982 a,,’de ve 6°C’de
tespit edilirken, Daha diisiik a,, degerlerinde (0.922), TeA fiiretiminin 21°C’de 21 giinliik inkiibasyondan sonra da
yiiksek konsantrasyon degerlerine ulasabildigi, 35°C’de 28 giin sonra bile diisiik diizeylerde de olsa bu toksinin
tretilebildigi bildirilmistir. Optimum AOH {iretim 21°C ve 0.954 a,’de 28 giin sonra gergeklesmistir. Buna bagh
olarak, AOH sentezi igin tiim a, araliginda (0.922~0.982), 21°C’nin en uygun kosullar oldugu ortaya
konulmugtur. Diger taraftan, AME’ nin maksimum konsantrasyonun 0.954 a, ve 35°C’de meydana geldigi

belirlenirken, ayrica 21°C’de de yiiksek miktarlarda tiretildigi bulunmustur.
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Genel olarak, mikotoksin liretiminin Alternaria tiirlerine ait izolatlarin gelisim dzellikleri ve hizlarina oranla
daha degisken miktarlarda oldugu goériilmekle birlikte (Magan ve Baxter, 1994; Oviedo ve ark., 2009; Patriarca
ve ark., 2014), ana kiiltiir kolleksiyonundan gelisim saglamak yerine siirekli olarak alt kiiltiir yapmanin (petri
kiiltiirlerinden transferlerle gelisim) genellikle zengin yapay ortamlardaki A/ternaria izolatlarinin AME, ATE,

ALT, TeaA iiretme yetenegini kaybedebilecegi bildirilmistir (Magan ve Aldred, 2007).

Alternaria Toksinlerinin Biyosentezi

Pek ¢ok Alternaria toksini insan ve memeli organizmalarda hiicresel gelisimi engelleyen basta patojenik etkileri
yaninda mutajenik, Ostrojenik, genotoksik ve klastojenik etkiler de gostermekte ve bdylece canli dokularda
onemli gelisim sorunlarinin olugsumuna yol agabilmektedir (Vlata ve ark. 2005; Vlata ve ark. 2006; Meena ve
Samal, 2019). Alternaria spp., patojenisitenin degisik evrelerinde birgok farkli ikincil metabolit iretebilmekte ve
bunlar konukguya 6zellesmis (Host-specific toxins, HSTs) ve 6zellesmemis toksinler olarak tanimlanmaktadir
(non-HSTs) (Friesen ve ark., 2008; Berestetskly, 2008). Patojenik Alternaria tiirleri tarafindan 70°den fazla
toksin rapor edilmekle birlikte bunlardan 20 HSTs ve 30 nHSTs olarak karakterize edilmis toksinlerdir (Yoder,
1980; Nishimura ve Kohmoto, 1983; Markham, 2001; Thomma, 2003; Howlett, 2006; Akinmitsu ve ark., 2013;
Andersen ve ark. 2015; Lee ve ark. 2015). Her iki toksin grubunun da Alternaria tirlerinin dzellikle bitki
patojenisitesi bakimindan bir “viriilenslik faktorii” oldugu kabul edilmektedir (Andrew ve ark. 2009). Bu nedenle
bu toksinlerin iiretiminden sorumlu olan gen ve gen lokuslart hem Alfernaria cinsinin evrimsel siirecinin
degerlendirilmesinde, hem de olusabilecek kayip ve zararlarin Oniine gegmede Onemli bir ara¢ olarak

kullanilabilmektedir.

Giintimiizde Alternaria toksinlerinin biyosenzetinden sorumlu genler tanimlanmis ve bu genlerin iki temel
karakteristik 6zelligi tespit edilmistir. Bunlar ya toksin iiretiminden sorumlu biiyiik bir gen kiimesinin (kluster)
pargalar1 ya da toksinin biyosentezinden sorumlu olan kluster yapisinin i¢cinde konumlanmis kiiciik boyuttaki
kromozomlar olarak tanimlanmistir (Akamatsu ve ark. 1997;1999; Tsuge ve ark. 2013). Hatta ve ark. (2002),
funguslarda HST genlerini iceren bir takim kiigiik kromozomlar ile transpozon benzeri dizileri kosulsuz fazla
(artik) kromozomlar (CDCs) olarak tanimlamis ve ozellikle kiiciik sporlu baz1 Alternaria tiirlerinde bunlarin
varligint bildirmistir. Molekiiler ¢caligmalar 6zellikle HSTs biyosentez genlerinin <2Mb’da daha kiigiik tekli bir
kiigiik kromozom iizerinde bulundugunu ortaya koymustur. CDCs iizerinde yer alan ve toksin iiretimini kontrol
eden bazit HST genlerine 6rnek olarak, elmadan elde edilen AM-toksin, ¢ilekteki AF-toksin, Japon armudundaki
AK-toksin, mandalinadaki ACT-toksin ve domatesteki AAL-toksin verilmektedir (Hu ve ark. 2012). Alternaria
tirlerinde markdr tabanli teshis yontemleri kullanilarak yapilan caligmalarda, AAL-toksinin biyosentez
genlerinden Alt] ve bir PKS (Polyketide Synthase) geni olan AaMSAS genlerini tasiyan CDCs tespit edilmistir.
Bu CDCs’lerin fonksiyonelligini tespit etmeye yonelik caligmalarda, g¢ogunlukla transkripsiyon faktor,
patojenisite ile iliskili genler, PKS genleri, NRPS (non-Ribosomal Peptide Synthase) genleri ve P450 tastyici
genleri ile iliskili olan fonksiyonel domainlerin varlig1 tespit edilmistir (Yamagishi ve ark. 2006; Hu ve ark.

2012; Hou ve ark. 2016).
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Alternaria Mikotoksinlerini inceleme Metodlari

Diisiik molekiiler agirliga sahip ve i¢inde bulunduklar1 substrat ortaminda oransal olarak nispeten az miktarda
bulunmakla birlikte ¢ok yiiksek toksik etkiler gosteren mikotoksinlerin analizi, gida giivenligi ve saglik
risklerinin dniine gecilmesinde kritik bir noktay1 olusturmaktadir. Diger birgok mikotoksinde oldugu gibi farkli
biyokimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip Alternaria toksinlerinin analizinde de kullanilacak ydntemin,
yiiksek hassasiyette tespit yapabilme, uygulanabilirligi kolay ve hizli bir sekilde sonug verebilir nitelikte olmasi
gereklidir (Ostry, 2008; Man ve ark. 2017; Chen ve ark. 2021). Bu amagla , ince tabaka kromatografisi (TLC)
(Muller ve Lepom, 1992), yiiksek performanslt ince tabaka kromatografisi (HPTLC) (Matysik ve Giryn, 1996),
gaz kromatografisi (GC) (Harvan ve Pero, 1974) ve ultraviyole (UV) tespiti ile sivi kromatografisi (LC) (Stack
ve ark. 1985) gibi analitik yontemler yaninda tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ile gaz-kiitle (GC-MS/MS)
(Scott ve ark. 1997) ya da sivi-kiitle (LC veya HPLC-MS/MS) (Warth ve ark., 2012) seklindeki kromatografi ile
spektrometrik biitiinlesik yontemlerin kullanildigi gelismis analiz yontemleri de uygulamada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle tandem kiitle spektrometrisinin farkli safhalarinda kullanilan iyonizasyon teknikleri
(Elektron  Iyonizasyonu-EI;  Elektron Sprey Iyonizasyonu-ESI; Matriks ile Desteklenen Lazer
Desorpsiyon/lyonizasyon-MALDI) ve iyonizasyon zamaninin &lgiimiine dayali (Time of Flight-TOF) hassas,
secici ve es zamanli olarak cok sayidaki farkli kimyasal 6zellikli toksinin ayni ya da farkli matriksler iizerinden
(g1da, yem vs.) tespitine imkan saglayan biitiinlesik analiz sistemlerinin Alternaria toksinlerinin belirlenmesinde
bagarili bir sekilde kullanildigina dair ¢ok sayida kayit literatirde yer almaktadir (Noser ve ark. 2011;
Sivagnanam ve ark. 2017; Zhang ve ark., 2019; Zhao ve ark. 2022) Ayrica bazi toksinler i¢in 6zel olarak
gelistirilen immiine-kimyasal ya da immiino-assay (ELISA) yontemler de (Rahman ve ark. 2019) Alternaria

miotoksinlerinin analizinde bagvurulan yontemlerdir.

Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Cesitli alanlarda basit ve hizli niteliksel analiz yontemi olarak TLC kullanilmaktadir. Bu yontem ayni1 zamanda
Alternaria mikotoksinlerinin belirlenmesi i¢in de bagvurulan genel bir yontem olma 6zelligine sahiptir. Prensip
olarak TLC, hareketli bir tabaka tizerindeki bir ya da birka¢ ¢oziicii madde yardimiyla analiz edilecek karigim
icerisindeki madde/maddelerin kapilar katmanlara ayrigmasinin saglandig1 ve bu ayrisan maddelerin nitelik ve
nicelik yoniiyle dl¢iilebildigi bir yontemdir (Izmailov ve Shraiber, 1938).

Hasan (1995), TLC-UV ile domateslerden Alternaria mikotoksinlerini (AOH, AME, TeA, ATX-I ve ATX-
IT) tespit etmek i¢in bir ¢oziicii sistemi olarak kloroform / aseton (97: 3, v: v) kullanmistir. Sonugta, ¢lirlimiis
domateslerdeki ana mikotoksinlerin AOH, AME ve TeA oldugunu belirlenmistir. AOH, AME ve TeA’nin tespit
limitlerini (LOD) sirastyla 100, 100 ve 700 pg kg™ oldugu bildirilmistir.
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Fabrega ve ark. (2002) 4. alternata IMI 354942’nin kiiltiirlerinde TLC-UV ile AOH, AME, ALT, ATX-I ve
TEN saptamuglardir. AOH, AME, ALT, ATX-I ve TEN LOD’larin1 sirasiyla 250, 125, 250, 250 ve 500 pg L!

olarak tespit etmislerdir.

Skarkova ve ark. (2005) ve Ostry ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismalarda bugday, kolza tohumu, mercimek ve
sarapta AOH, AME, ALT ve TeA’nin basit ve dogru bir sekilde diizlemsel kromatografi yontemi (dansitometrik
okumali HPLC) ile tespit edilebilecegini belirtmislerdir. Alfernaria mikotoksinlerinin tespiti ve 6l¢limii i¢in

kullanilan TLC ve HPLC’nin analitik yontemleri Cizelge 2.’de listelenmistir.

Ince Katman Kromatografisi (TLC), kullanim kolayligi, maliyet ve daha az solvent tiiketilmesi gibi bazi

avantajlarindan dolay1 hala vazgegilmez bir analitik aractir.

Cizelge 2. Alternaria mikotoksinlerinin tespitinde kullanilan TLC ve HPLC yontemleri

Mitotoksin Ornek Yontem LOD Kaynak

AOH 100 pg kg™

AME Domates TLC-UV 100 pg kg™ Hasan (1995)

TeA 700 pg kg™

AOH 250 ug L'

AME . 125 pgL!

ALT g‘éﬁfgﬁ;r&fi’g nata MLy 0 gy 250 pg L’i Fabrega ve ark. (2002)
ATX-I 250 pg L

TEN 500 ug L'

TeA Aygicegi tohumu TLC 200 ug kg™ Chulze ve ark. (1995)
AOH Ahududu, domates HPLC _ . .

AME Bugday ve yulaf dansitometre 60 ng kg Matysik ve Giryn (1996)
AOH ---

AME Mercimek HPLC 15 ng kg,i Ostry ve ark. (2007)
ALT 15 pg kg

TeA 75 ugkg ™!

Gaz Kromatografisi (GC)

Alternaria mikotoksinlerinin saptanmasinda farkli tespit tekniklerine bagli olarak GC kullanilmaktadir. GC,
ozellikle de GC-MS, sadece yiiksek hassasiyet ve segicilige sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda analiz edilecek
belirli kimyasal 6zellikteki maddeleri de ayr1 ayr1 tespit edebilmektedir. Bu yontem polar olmayan ve yari-polar,
ucucu ve yari-ugucu bilesiklerin saptanmasi ig¢in uygundur, ancak ¢ogu Alternaria mikotoksinleri kii¢iik, ugucu
olmayan ve polar molekiillerdir (Turner ve ark. 2009; Kdppen ve ark. 2010). Dolayisiyla ugucu olmayan
mikotoksinlerinin GC ya da GC-MS analizinden 6nce tiiretilmesi gerekmektedir (Scott, 1995).

Harvan ve Pero (1974) bir asetil trimetilsilan, trimetilsilan ve piridin (6: 2: 9, v: v: v) karisimi kullanarak
TeA’yr tliretmis ve TeA’yr bir alev iyonizasyon detektorii (FID) ile GC kullanarak saptamislardir.
Wojciechowska ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢aligmada biri A. alternata enfeksiyonuna karsi direngli digeri ise

hassas olan iki farkli domates genotipini hedeflenmemis kapsamli iki boyutlu gaz kromatografisi kiitle
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spektrometresi (GC X GC-MS) ile analiz etmislerdir. In vitro analizde, klorojenik asit, A. alternata’nin
gelisiminin ilk giinlerinde alternariol biyosentezini azaltmistir. Alternariol biyosentezinde anahtar bir gen olan
alternariol poliketid sentaz geninin ekspresyon analizi, ayni zamanda biiylimenin ilk asamalarinda
ekspresyonunda gecici bir azalma oldugunu ortaya ¢ikarmigtir. Ancak kromatografik analizle, klorojenik asidin
zamanla bozuldugu goriilmiistiir. Calisma sonucunda klorojenik asidin domateslerin 4. alternata tarafindan
kolonizasyonunu konsantrasyona bagli bir sekilde azalttigini, ancak bu azalmanin kismen alternariol ilavesiyle

karsilandigini belirtmislerdir.

GC / GC-MS yontemleri mikkemmel duyarlilik gostermesine ragmen, bu yontemler Alternaria
mikotoksinlerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmamistir. Bunun baglica nedeni, Alternaria

mikotoksinlerinin 6rnek hazirlanmasinda ¢ogunlukla tiirevlendirilmesinin gerekmesidir (Man ve ark. 2017).

Sivi Kromatografi (LC)

Sivi kromatografisi yontemleri, mikotoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden kaynakli farkli absorbans
degerleri gostermesinden faydalanilarak gelistirilen ve mikoroksin analizlerinde giiniimiizde ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilan analitik yontemdir. En yaygin sekli ile yliksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) ya da ultra
yiiksek performansli ince tabaka kromatograisi (UHPLC) enstriimanlarinin ultraviyole dedektorii (UVD), diod-
blok dedektdrii (DAD), floresan dedektorii (FLD), elektrokimyasal dedektdr (ECD), buharlastirict 151k dedektorii
(ELSD) ve kiitle spektrumu gibi klasik detektorlerle birlestirilerek kullanilmasi ile uygulamada yayginlagmistir
(Turner ve ark. 2009; Man ve ark. 2017).

Bir UV dedektorii (LC-UV) ile birlestirilmis LC yontemi, ¢ofu organik molekiil ve bazi inorganik
molekiillerin ultraviyole emilim 6zelliklerine sahip oldugundan, Alternaria mikotoksinlerinin saptanmasi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilmis olan bir ¢aligmada domates ve domates iirlinlerindeki TeA ve AME
icerikleri ters faz LC-UV ile belirlenmis ve TeA ve AME ’miktarlari sirastyla 25 pg kg~ ' ve 3 ug kg ' olarak
saptanmustir (Stack ve ark., 1985).

Solfrizzo ve ark. (2004) havucta ATX-I, AOH, AME ve TeA’nin tespiti i¢in UV diyot dizisi dedektdriine
(LC-UV / DAD) sahip ters fazli LC’yi ve 6n aritma olarak kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) kullanmislardir. Elde
edilen sonuglar, TeA, ATX-I, AME ve AOH LOD’ larinin sirastyla 20, 20, 10 ve 5 pg kg olarak bildirilmistir.
Yapilan bir bagka arastirmada, 2004 ve 2005 yillarinda Arjantin’de hasat edilen 64 bugday 6rnegi HPLC-UV ile
tespit edilmistir. Sonuglar, bugday drneklerinin %23’ liniin AME, %6’sinin AOH ve%19’unun TeA igerdigini
gostermistir (Azcarate ve ark., 2008).

Solfrizzo ve ark. (2004) havuglarda A. radicina ve A. alternata toksinlerinin belirlenmesi i¢in bir LC ydntemi
gelistirilmiglerdir. Toksinler, asitlestirilmig bir su-metanoantonitril karigimi ile havugtan ekstrakte edilmistir.
Filtrelenmis ekstrakt 2 parcaya boliinerek, Radikalinin (RAD), ATX-I, AOH ve AME’nin analizi i¢in bir C18
kolonunda ve TeA i¢in bir polimerik Oasis® HLB kolonunda kati faz ekstraksiyonu ile saflagtirilmistir.

Toksinler izokratikasetonitril-sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi karisimi kullanilarak UV diyot dizisi yardimiyla
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ters faz LC ile dl¢lilmistiir. Elde edilen sonuglar LOD olarak RAD, TeA, ATX-I, AME ve AOH igin sirastyla
0.006, 0.02, 0.02, 0.01 ve 0.005 pg g'1 olarak belirlenmistir.

Kocher (2006), yaptig1 ¢alismada yenilebilir yag ve yaglh tohumlardan elde edilen yedi Alternaria toksininin
(AOH, AME, ALT, ATX-I, TeA, tentoksin ve AAL-toksinleri TA-1 ve TA-2) tespit edilmesinde LC-MS / MS
yontemini kullanmustir. Sonugta AOH, AME, ALT, ATX-I, TeA, tentoksin ve TA-1 ve TA-2 i¢cin LOD degerini
strastyla 0.07, 0.05, 0.25, 0.05, 0.86, 0.11, 0.14 ve 0.05 pg kg™ olarak belirlemistir.

Miiller ve Korn (2013) Almanya’da yiiriittiikleri ¢alismada tahillarda A/fernaria mikotoksinlerinin varligini
arastirmislardir. Bu amagla 2001 yilindan 2010 yilina kadar Brandenburg Eyaleti’nin farkli bolgelerindeki ticari
ciftliklerden toplam 1064 adet yeni hasat edilmis kislik bugday tohumlarim1 materyal olarak kullanarak, HPLC
yontemi ile AOH, AME, ALT ve TeA’y1 analiz etmigler ve en fazla goriilen Alfernaria mikotoksinini TeA
olarak belirlemislerdir. Sonug olarak TeA’nin yeni hasat edilmis bugday tanelerinde goriilmesini oncelikli olarak

iiriine ve toprak igleme yontemine baglamislardir.

Lopez ve ark. (2016) yaptiklart ¢calismada EFSA tarafindan Onerilen gida liriinleri igin Alfernaria toksin
verilerini saglamay1 amaclamislardir. Bu amagla yem ve gidalarda mikotoksinlerin belirlenmesine yonelik iki
farkli LC-ESI-MS / MS multi-mikotoksin yontemini kullanarak es zamanli olarak AOH, AME, TEN, ALT ve
TeA’y1 tespit etmislerdir. Arastirma sonucunda birden daha fazla gida iirlinlinde AOH, AME, TeA ve TEN
bulunmusken, hicbir 6rnekte ALT saptanmamistir. Aycigegi tohumu, domates soslart ve kuru incirde nispeten
yiiksek konsantrasyonlarda TeA bulunmustur. Hububat, domates soslari, incir, sarap ve ayg¢igegi tohumunda
diizenli olarak Alternaria toksinleri olustugunu belirlemiglerdir. Caligmanin devaminda, taze elma, taze
turunggiller, taze domates ve zeytinlerde Alternaria toksinlerinin sadece rastlantisal olarak meydana geldigi
bildirilmistir.

Walravens ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada tahil ve tahil iiriinlerindeki (piring, yulaf gevregi ve arpa)
Alternaria toksinlerini belirlemek icin UPLC-ESI+/—-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Ornek hazirlama ve
ekstraksiyon metodolojisinin optimizasyonu deneysel tasarim ile saglanmistir. Son ekstratlar, hem pozitif hem de
negatif iyonizasyon modunda c¢alistirilan anelectrospray ara birimi ile donatilmis bir Quattro Premier XE kiitle
spektrometresine baglanan Waters Acquity UPLC sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Kromatografik ayirma,
bir Acquity UPLC HSS T3 kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Uygulanan gradyaneliisyon programi
yardimiyla tek adimli kromatografik bir calismada 10 adet Alternaria toksini es zamanli olarak sadece yedi
dakikada belirlenmistir. Ardindan, izotopik olarak etiketlenmis i¢ standartlar uygulayan yontemi ([2H4] -
alternariol monometil eter ve [13C6, 15N] -tenazonik asit) kullanilarak dogrulama yapilmistir. Dogrulama
sirasinda, biyoanalitik verilerin kalitesi, agirlikli en kiiglik kareler dogrusal regresyon (WLSLR) uygulanarak
gozlenen heterosordastisiteyi ortadan kaldirarak gelistirilmistir. Sonug olarak, piyasada bulunan 24 tane hububat
bazli gida maddesinin analizi yapilmig ve hem piring hem de yulaf gevregi drneklerinde tenuazonik asit (<LOQ

— 68+ 7 ng kg ") ve piring 6rneklerinde tentoksin (<LOQ- 10.9 + 2.0 ug kg ') varligi belirlenmistir.

Andersen ve ark. (2015) Arjantin’de yaptiklar1 ¢alismada farkli substratlardan (domates, bugday, yaban
mersini ve ceviz) alinan 87 Alternaria izolatin1 morfolojisine ve metabolit iiretimine gore karakterize etmistir.

Kimyasal potansiyelin en iyi sekilde degerlendirilmesi i¢in agresif derleme (dogru kiitle, izotopik paternler ve
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Alternaria spp.’den tarif edilen tiim bilesiklerin listeleri) yollarii kullanmiglardir. Analizler, diyot dizisi
dedektorii (DAD) ve yiiksek ¢oziiniirlikli (HR) maXis 3G QTOF kiitle spektrometresi (MS) ile ultra yiiksek
performansli sivi kromatografisi (UPHLC) kullanilarak yapilmistir. Kimyasal analizler, iiretilen en yaygin
metabolitlerin AOH ve AME oldugunu ve bunlardan sonra TEN, ALX ve TeA oldugunu gostermistir. Genis
sporlu Alternaria tirlerinden veya diger fungus tiirlerinden izole edilen g¢esitli sekonder metabolitler
(dehidrokurvularin, prenosi asetik asit ve alternarienonik asit gibi) tespit edilmistir. Domateslerden izole edilen
izolatlarin, yaban mersini, ceviz ve bugdaydan elde edilen izolatlardan daha az miktarda metabolit irettigi

belirlenmistir. Sonuglar Arjantin izolatlarinin en az %75’inin potansiyel mikotoksin iiretebildigini gostermistir.

UHPLC ya da HPLC c¢ok yiiksek bir ayristirma yetenegine sahip olmasi ve tespit hassasiyetinin oldukca
diisiik diizeylere kadar inebilmesi, bu yontemin en biiyiik avantajidir (Sydenham ve Shephard, 1996; Man ve ark.
2017).

ELISA

Enstriimantal analitik yontemlerin pahali, 6zel ekipman ve nitelikli personel gerektirmesi, bunun aksine enzime
bagli immiinosorbent analizi (ELISA) daha basit, hizli ve nispeten daha ucuz olmasi (Goryacheva ve ark. 2007)
bu yontemin 6zellikle kromatografik yontemlerin kullanilamadigi durumlarda alternatif analiz aract olmasini
saglamaktadir. Bu yontem, mikotoksin tespiti i¢in ticari olarak iiretilen ELISA kitlerdeki, hedef molekiil ya da
bilesige Ozellesmis antijen-antikor eslesmesi prensibine dayalidir (Morgan, 1989). Simdiye kadar, ELISA
yontemi Alternaria toksinlerinden AAL, AOH ve TeA’nin tespiti i¢in kullanilmistir ve gidalarda ve hayvan
yemlerindeki Alternaria mikotoksin olusumunu i¢in degerlendirilmistir. Yiiksek hassasiyet ve segicilik ile
ELISA tarafindan tespit edilen ilk Alternaria mikotoksini AAL toksin TA’dir. Yu ve ark. (1999) saman, silaj ve
karisik yemde AAL toksin TA ve diger bes mikotoksinlerin analizi i¢in ELISA yontemini kullanmistir. Gross ve
ark. (2011) yaptiklar1 calismada TeA’nin tespiti i¢in siiksinik anhidrit ile TeA’nin tiirevlendirilmesini saglamis
ve bunu KLH (keyhole Limpet Hemocyanin) ile birlestirerek elde edilen TeA asetat icin ELISA duyarlili§inin,
TeA’ya gore daha iyi oldugunu ve elma ve domatesde TeA’ iiretim miktarimin 25-50 pg kg ' oldugunu

bildirmistir.

Elektrokimyasal Yontem

Bu yontem, elektro kimyasal tespit dedektorii kullanilarak analiz edilen bazi Alternaria toksinleri igin farkli bir
analiz yontemi gelistirilerek uygulanmaktadir. Bu toksinler, grafit igerigi olmayan karbondan ve platinden
olusturulmus elektrotlarda, elektrik akimi uygulandiginda oksitlenme 6zelligi gdstermelerinden dolay: buradaki
oksitlenme diizeyinin kantitatif 6l¢ciimiine dayal bir sistemdir. (Visconti ve ark. 1991). Simdiye kadar Alternaria
mikotoksin tespiti i¢in kullanilan elektrokimyasal yontem sadece bir kez rapor edilmistir. Yapilmis olan bu

calismada arastirmacilar elektrokimyasal yontemle AOH ve AME nin kantitatif tespiti i¢in mantar tirozinaz ile
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modifiye edilmis bir karbon macun elektrodu kullanilmigtir. Elde edilen sonuglardan AME ve AOH’nin mantar
tirozinazin substratlari oldugunu belirlemis ve AOH ve AME’nin LOD’lar1 sirasiyla 2.4 x 10—5 ve 1.9 x 10-5M
olarak tespit edilmistir (Moressi ve ark., 1999).

Molekiiler Yontemler

Alternaria sporlarm ve farkli gidalardaki 6zellikle domates bazli iiriinlerdeki (6rn. Piireler ve domates salgasi)
biyokiitleyi tespit etmek icin Zur ve ark. (1999) tarafindan PCR tabanli bir yontem gelistirilmistir. Alternaria
spp.’nin tespiti i¢in PCR primerleri kullanilarak gida {iriinlerinde kontaminasyon 5.8S rRNA’nin ITS1 ve
ITS2’sine 6zgii geni, Alternaria’nin teshisinde kullanilmigtir. Arastirmacilar, ticari domates meyvesi ve islenmis
numunelerde domates soslarinda ve taze hazirlanmis iiriinlerde oncelikle Alternaria DNA'si elde etmislerdir.
Cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizm (AFLP) yontemiyle, Arjantin ¢esitlerinden toksin iiretimi belirlenmis
ve domates bazli iirlinlerden ve meyvelerden Alfernaria tirleri izole edilmis ayrica Alternaria spp.’nin
patojenitesi de belirlenmistir (Somma ve ark., 2011). Oviedo ve ark. (2013) tarafindan, Arjantin'de bugdaydan
izole edilen A. alternata ve A. infectoria izolatlar1 arasindaki degigkenligin belirlenmesi i¢in agik polimorfizm
hem tiirler i¢inde hem de tiirler arasinda AFLP metodunun kullanilabilecegini gostermistir. Tahillarda ve diger
iirtinlerde bu tiirlerin tespiti i¢in 6zel primerler ve bu iki tiirdeki genetik ¢esitliligi degerlendirmek i¢in de AFLP
metodu kullanilmigtir. Crespo-Sempere ve ark. (2013), domates bazli {irlinlerde Alternaria spp.’nin tespiti i¢in
kantitatif PCR (q-PCR) ile birlikte propidyum monoazid (PMA) kullanmistir. Bu metodun gida tirtinlerinde canli
olmayan fungus hiicrelerinin aksine canli olanin tespiti i¢in kullanigh oldugu bildirilmistir. Arastiricilar, Alt4,
AltS'e Alt6 ve Alt7 primer giftlerinin tasarlanmasina ve bunun i¢in internal transcribed spacer region (ITS)
bolgesinin kullanigh oldugunu belirtmistir. PMA ile 6n isleme tabi tutularak mamul domates bazli iirlinlerde
Alternaria canli hiicrelerini tespit etmek miimkiin olmustur. Domates bazli matris, PMA toksisitesine karsi
koruyucu bir etkiye sahiptir. Ancak bu durum canli ve cansiz hiicreleri ayirt etme etkisini diigiirmektedir.
Neticede bu yontemin, Alternaria mikotoksinleri ile kontaminasyon riskini tahmin etmek i¢in degerli hizli bir
arag olabilecegi bildirilmistir.

Boylece Aspergillus flavus ile Fusarium verticillioides i¢in yakin zamanda gelistirilen risk modelleri gibi bir
imkan da Alternaria tiirlerinin farkli gida iiretim zincirinde mikotoksin ve kolonizasyon verileri igin bir
molekiiler ekofizyolojik caligmalari belki de entegre eden gq-PCR kullanimi ile bu konuda da modeller
gelistirilebilecegi belirtilmistir (Abdel-Hadi ve ark., 2012; Medina ve ark., 2013).

Sonuc¢
Alternaria spp.’nin olusturdugu mikotoksinler ve insanlara etkisi iizerindeki ¢aligmalar oldukca yenidir. Bu

derleme konunun 6nemine dikkat cekmek igin ele alinmigtir. Konunun 6zellikle insan saglig1 agisindan riskleri

ele alinmis, akut ve kronik rahatsizliklara neden olabilecegi goriilmiistiir. Alternaria spp.’nin olusturdugu
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mikotoksinlerin, mutajenik, kanserojenik olabilecegi ve solunum sisteminde kronik hastaliklara yol agabilecegi
belirlenmistir. Ayrica farelerde yapilan ¢alismalarda 6lii ve malforme fetlise yol acabildigi goriilmiistiir. Bu
calismada TLC, GC ve GC-MS, LC ve LC-MS, ELISA ve elektrokimyasal yontemler gibi Alternaria
mikotoksinlerinin tespit yontemleri gézden gegirilmistir. Bunlar arasinda TLC en diisiik tespit hassasiyetine
sahipken, GC / MS-MS ya da HPLC-MS/MS sistemleri yiiksek duyarliliga sahiptir. Ancak ugucu olmayan
Alternaria toksinlerinin ise genellikle bir sekilde tiirevlenmesine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, TLC ve GC / MS-
MS yontemleri LC ve HPLC-MS ile degistirilmistir. LC, LC-MS ve o6zellikle LC-MS / MS veya LC-MS,
Alternaria mikotoksin tespiti i¢in temel dayanak olmuslardir. Bununla birlikte, LC ve LC-MS biiyiik 6l¢ekli
ekipman ve nitelikli eleman gerektirir. Bu nedenle, gida giivenligi alaninin ger¢ek zamanli, hizli veya tasinabilir
algilama gereksinimini karsilayamamaktirlar. ELISA yontemi, basitligi, minyatiirizasyonu ve tasinabilirligi
nedeniyle biiyiik olcekli ekipmanlarin dezavantajlarmi telafi edebilmektedir ve AOH, TeA ve AAL toksin
TA'nin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu tekniklerin yani sira PCR temelli testlerle de hem Alternaria tiirleri hem
de bu tiirlerin olusturdugu bazi toksinler belirlenebilmistir. Teknolojik gelismelerle birlikte, 6zellikle MALDI-
TOF gibi gelismis sistemlerle sadece Alternaria mikotoksinlerinin saptanmasi degil ayni zamanda tiirlerin
teshisine (Chowdappa ve ark. 2013) kadar giden farkli tespit tekniklerin de gelistirilebilecegi ve uygulamada

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Alternaria'nin yaygin olarak goriilmesi nedeniyle yapilan bazi analizlerde, cesitli gida ve yem maddelerinin
tiiketimi ile insan ve hayvanlarin mikotoksinler nedeniyle yiiksek toksisiteye maruz kaldigi bildirilmektedir.
Mikotoksin yogunlugunun disiiriilmesi, saha, nakliye, depolama ve isleme asamalarinin izlenmesi ve
iyilestirilmesi ile miimkiindiir. Insanlarmn bu Kkirleticilere maruz kalma derecesi, ortaya ¢ikan
mikroorganizmalarin etkisi ve sonra {iirettikleri metabolitlerden 6nemli olan mikotoksinlerin iiretim siirecine
dikkat edilmelidir. Azaltilmasi i¢in yeterli onlemleri almak, ulusal ve uluslararasi alanda dekontaminasyon
programlar1 uygulamakla miimkiindiir. Bu toksik bilesikler arasindaki potansiyel korelasyon ile farkli toksisite

profilleri olusabilir, bu konunun da derinlemesine ¢alisilmasi gerekmektedir.

Fungal popiilasyon genetigi, mikotoksin {iretimindeki rollerini aydinlatmak ve farkli ekofizyolojik faktorlere
(esas olarak sicaklik ve su aktivitesi) maruz kaldiginda Alternaria sekonder metabolizmasini (ana veya konjuge
analitler iireten) anlamak i¢in ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir. Sahada ve farkli proseslerde Alternaria
mikotoksin kontaminasyonunu etkileyen faktorleri belirlemek igin iiretim zinciri boyunca tahmine dayali
modellerin kullanimi bu kontaminasyonun 6nemli 6lgiide azalmasina neden olabilir. Belirli bir uluslararast
diizenleme olmamasina ragmen Alternaria mikotoksinlerinden herhangi biri i¢in EFSA, hayvan ve halk saglig
icin riskler hakkinda gidalarda Alternaria toksinlerinin varlig ile ilgili bilimsel goriislerini bildirmistir (EFSA,
2011). Gida giivenligi ile ilgili risk degerlendirmesindeki zorluklar siklikla niceliksel veri eksikliginden
kaynaklanmaktadir. Bu toksinler i¢in kabul edilecek maksimum degerler EFSA tarafindan calisiimakta ve yakin
gelecekte Avrupa Birligi tarafindan diizenlenecegi anlasilmaktadir (Escriva ve ark.,2017). Bu kirleticiler ¢ok
cesitli yiyeceklerde bulunabilir. Uriinlerin kalitesi ve tiiketicilerin saghgmin korunmasi amaciyla ilgili

kurumlarmn diriinlerin meveut durumu ve gelecekteki durumuna dair tespitleri yapmasina ihtiyac vardir.
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Yakin gelecekte yanitlanmasi gereken kilit sorular, iklim degisikligi senaryolarmin gida ve tarim iiriinlerinde
fungal topluluk yapisinin dinamiklerinde bir degisiklige neden olup olmayacagi ve ekonomik etkisinin nasil

olacagi ile tarimla ilgili daha fazla soruna yol agip agmayacagidir.

Tesekkiir

Makale aragtirma ve yayin etigine uygun olarak hazirlanmigtir. Yazarlar ¢alismaya ortak katki saglamis ve

yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catigmasi bulunmamaktadir.
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