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oz

Kifler dogada hava, toprak, su ve organik maddeler Uzerinde yaygin olarak bulunabilen
mikroorganizmalardir. Kiifler tarafindan tretilen toksik metabolitler nedeniyle, kiiflerin insan ve hayvan
sagligt tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir. Kifler gidalarin bozulmasina neden olarak ekonomik
kayiplara da sebep olmaktadir. Gidalarda gelisen kitflerin tanimlanmast direngli tiirler, mikotoksijenik tiirler
ve kuf gelisiminin inhibisyonu gibi konularda calismalar yapilmasinda gereklidir. Kiflerin tammlanmast
koloni morfolojisi ve mikroskobik 6&zelliklerinin beliflenmesine dayanan geleneksel yontemler ile
gergeklestirilmektedir. Geleneksel yontemlerin zaman alict olmasi ve deneyimli personel gerektirmesi
nedeniyle, daha hizl ve glivenilir ydntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Hizli yéntemlerin maliyeti yitksek olup,
aynmi zamanda veri tabanlarmin yetersiz olmast nedeniyle kapsamlt arastirmalar ile standartlastirilmast
gerekmektedir. Geleneksel ve hizli yontemlerin birlikte kullanilmast ¢alismalarin dogrulugunu arttirmaktadir.
Bu detleme calismasinda, kiiflerin tanimlanmasinda kullanilan geleneksel yéntemler, molekiiler yéntemler,
matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF
MS) ve fourier transform infrared spektroskopisi (FT-IR) yontemleri incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Kif, tanimlama yontemleri, MALDI-TOF, FT-IR, molekdler tanimlama

METHODS FOR IDENTIFICATION OF MOLDS IN FOODS
ABSTRACT

Molds are ubiquitous microorganisms in nature found on air, soil, water and organic matter. Molds
can adversely affect the health of humans and animals by producing toxic metabolites. Molds also
cause spoilage of foods which results in economic loss. Identification of molds grown in foods is
crucial for the studies on inhibition of mold growth on foods, knowledge of resistant and
mycotoxigenic species. Conventional identification procedures are based on the recognition of the
colony morphology and microscobic observations. Since traditional identification procedures are
time consuming and require specified personnel, there is a need for more rapid and reliable
techniques to identify molds. Rapid methods are expensive and need to be standardized with
extensive studies due to insufficient databases. Combination of conventional and rapid methods
increases the accuracy of the studies. In this review, conventional, molecular, matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) and fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR) methods used to identify molds were investigated.
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Gidalardaki kiflerin tanimlanmasi

GIRIS
Kifler, glukan ve kitin igeren htcre duvarina
sahip, 6karyotik, dogada yaygin olarak bulunan
onemli bir mikroorganizma grubu olup; tarim, tip,
gida, ila¢ ve kozmetik endistrileri gibi bircok
alanda cesitli sorunlara yol agmaktadir (Lecellier
vd.,, 2014; Lima ve Santos, 2017). Ozellikle
karbonhidrat, protein, yag ve nem agisindan
zengin olan gidalar, kifler icin yasam alani
olusturmaktadir. Kiifler, mikrobiyel aktivite
sonucunda gidalarin bozulmasina, gida atiklarinin
olugmasina yol a¢tig1 ve ekonomik kayiplara sebep
oldugu icin gida endustrisi ve tliketiciler icin
6nemli bir sorundur (Garnier vd., 2017).

Kafler, tartim  ve  gida  endistrisinde
hammaddelerin ve islenmis gidalarin
bozulmasindan  sotrumludur ve mikotoksin

tretebilmelerinden dolayr ciddi saglik riskleri
olusturabilmektedir ~ (Lecellier  vd., 2014).
Mikotoksin, kiifler tarafindan tretilen toksik
Ozellikteki ikincil bilesiklerdir (Heperkan, 2014).
Ingiltere'de 1960 yilinda 100000 hindinin
olimiine sebep olan “Turkey X disease” olarak
adlandirilan salgin sonrasinda, toksik
metabolitlerin iretebilmesinden dolayr kiiflerin
insan ve hayvan saghgi icin tehlike olusturdugu
bilincine vardmistir (Heperkan, 2014; Jiang vd.,
2016). Kiifler tarafindan tretilen mikotoksinler,
gidanin kifld kisimlardan diger kisimlarina difiize
olabilmektedir. Kufler, bozulma etkeni ve kalite
kaybina sebep olmasmin yant sira kontrolld
kosullarda kullanildiklarinda; organik asit, protein,
antibiyotik ve pigment gibi ikincil metabolitleri
tretme yeteneklerinden dolayt tip ve gida
endistrilerindeki uygulamalarda kullanilmaktadir
(Wakai vd., 2017). Kiflerin tanumlanmast ile
yararll Ozelliklerinin kesfedilmesi de mimkiin
olabilmektedir.

Gida bozulmalar ile iligkili baslica fungal gruplar,
zerofilik, 1stya dayanikli, koruyucu maddelere
dayanikli, anaerobik ve psikrofilik kiiflerdir (Rico-
Munoz vd., 2018). Gida glvenligi agisindan en
onemli kifler Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve
Alternaria spp.’dir (Bhunia, 2018).

Guidalarda kuf gelisiminin inhibisyonu, direncli
turlerin  belitlenmesi, mikotoksin Ureten ve

bozulmaya neden olan titlerin tanimlanmast ve
kuflerin = Ozelliklerinin ~ arastirilmast  6nemlidir
(Houbraken ve Samson, 2017). Kiflerin
geleneksel olarak tanimlanmast, koloni morfolojisi
ve mikroskobik 6zelliklerinin = belitlenmesine
dayanmaktadir. Bu nedenle kiiflerin tanimlanmast
zaman alicadir ve deneyimli laboratuvarlarda bile
hatali sonuglara ulagilabilmektedir (Angelett,
2017). Son yillarda, kiflerin tanumlanmast igin
kiltir bazli olmayan yontemlerin kullanidmast
yoniinde calismalar hiz kazanmustir. Molekuler
yontemler, kiflerin  tiir seviyesine kadar
tanimlanmasi icin uygun standartlara sahiptir. Bu
yontemler dogru sonuglar verebilmesine ragmen,
Ozel ekipman veya uzmanlik gerektirir ve maliyeti
yuksektir (Sanguinetti ve Posteraro, 2017; Wattal
vd., 2017). Rutin olarak kiiflerin tanimlamast icin
gereken stirenin azaltilmast gida sektérinin yant
sira klinik olarak hastaliklara ¢c6zim bulunabilmesi
acisindan da Snemlidir (Gautier vd., 2014). 2000-
20000 Dalton'luk kiitle arahgindaki ribozomal
proteinlerin  analizine dayanan Matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus
zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS)
yontemi; bakteri, kif ve mayalart geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda daha kisa bir siire
icinde dogru bir sekilde tanimlamak i¢in uygun bir
yontem olarak tanimlanmistir (Wattal vd., 2017).
Fourier Transform Infrared (FT-IR)
spektroskopisi genellikle gida endiistrisinde ve
bilimsel arastirmalar kapsaminda seker, asit vb.
gibi kimyasal icerigin belirlenmesi, gidalarin
bozulmast, bakteri ve fungi gibi
mikroorganizmlart sayilarinin belirflenmesinde ve
tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Kandpal ve
Cho, 2014)

Bu calismada, kiflerin geleneksel, molekiiler,
MALDI-TOF ve FT-IR gibi yontemler ile
tanimlanmasiyla  ilgili  yapilan  ¢alismalarin
arastirtlmast  amaglanmustir.  Bu  calisma
kapsaminda yontemler, kullamilan cihaz gibi
konular hakkinda bilgi verilerek, yapilan ¢alismalar
detlenmistir.
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Kiiflerin Klasik/Geleneksel Yéntemler ile
Tanimlanmasi

Funguslar, dinyadaki en genis organizma
gruplatindan  biri  olup, yapilan tahmini
degerlendirmelere gére 1.5-3 milyon tlrt oldugu
ifade  edilmektedir. Molekiler — yontemlerin
gelismesi ile bitlikte yaklasik 100000 tanimlanmis
tir bulunmaktadir. Gida ve icecek endustrisinde
50'sine siklikla rastlanmaktadir (Hawksworth,
2015). Fungal tiirlerin tanimlanmast icin en eski
yontem, basta Ureme yapilart olmak lzere
morfolojik  &zelliklerin  belirlenmesidir.  Fakat
treme yapist gelistirmemis fungal kiltiirler ya da
farkli tirlerin  Uyeleri arasindaki morfolojik
benzerlikler nedeniyle tanimlamada smnirlamalar
bulunmaktadir (Santos vd., 2010).

Gidalarda bulunan kiflerin tanimlanmast i¢in
“Fungi and Food Spoilage” (Pitt ve Hocking,
2009) ve “Food and Indoor Fungi” (Samson vd.,
2010) siklikla yararlanilan iki kitap olarak
bilinmektedir. Arastirilan tiir bu kaynaklarda
bulunamazsa, daha genis mikolojik literatirlere
basvurmak gerekmektedir (Hawksworth, 2015).
Hiflerin yapisi, septa ve spor varligi, spor sekli,
boyutu, capt vb. gibi mikroskobik 6zellikler ile
koloni gérintimi (diiz, balmumu, kadife, pamuk
vb.), koloni buyikligl, koloni capt, yiizeyin
durumu (basik, kiimelenmis, catlaklt vb.), yiizeyde
ve besiyerinin altnda gbrilen renk gibi
makroskobik 6zellikler de incelenmektedir (Pitt
ve Hocking, 2009).

Geleneksel — yontem  kullandarak  kiiflerin
tanimlandig1 ¢alismalar incelendiginde bazilarinda
cins diizeyinde tanimlama yapimisken, bazi
calismalarda tir diizeyine kadar tanimlanmustir.
Kiflt peynir yiizeyindeki kiiflerin izole edildigi ve
morfolojik olarak tanimlandii bir c¢alismada
Penicillinm — commune,  Penicillium  rogueforti -~ ve
Penicillinm  verrucosum  titlerinin  6zellikle baskin
oldugu bunun yani sita Geotrichum candidum,
Penicillinm expansum ve Penicillium chrysogennnun da
icinde bulundugu 24 farkll tirin tanimlandigt
rapor edilmistir (Hayaloglu ve Kirbag, 2007). Taze
bufalo siitli, yogurt, tereyagl ve peynirde bulunan
21 cins ve 59 tlre ait olan kiflerin makroskobik
ve  mikroskobik  Ozelliklerine  bakilarak
tanimlandigt calismada, tim sit Grinlerinden

izole edilen kifletin Aspergillus, Cladosporium,
Mucor ve Penicilliunra ait oldugu rapor edilmistir
(Moubasher vd., 2018).

Calismalarda tiketime hazir gidalarin yani sira;
ekipman, hava ve ambalaj gibi gida ile temas eden
ortamlarda kif analizleri yapilmakta ve bu kifler
tanimlanabilmektedir. Peynir fabrikasinda hava,
plastik, salamura, sit ve ckipmanin O6rneklem
olarak kullaniddigt ¢alismadan alinan izolatlar tir
dizeyinde tanimlanmis ve P. brevicompactum, Geo.
candidum, P. commune, P. palitans, P. solitum, P.
rogueforti tutlerinin baskin oldugu belitlenmistir
(Kure vd., 2004). Mikroskobik ve makroskobik
Ozelliklerin incelenerek kiflerin tanimlandigt bazt
benzer galismalar Cizelge 1°de belirtilmistir.

Kiflerin klasik yontemle tanimlanmasi, ekim
yapilmasi, inkiibasyon siiresi ve mikroskobik
incelemeler nedeniyle zaman alict olup, sonuglar
gozlemlenen makromorfolojik ve
mikromorfolojik  karakterlerin  yorumlanma
seklinden etkilenebilmektedir (Fischer vd., 2000).
Biyokimyasal ve molekiiler karakterlerin fungal
taksonomiye dahil edilmesi, bu gibi problemleri
¢ozmek icin yardimct olmast adina OSnemli
olmaktadir (Santos vd., 2010). Bir organizmanin
karakterizasyonu icin ne kadar fazla Ozellik
kullanilirsa, yakindan iligkili tiirler daha dogru
olarak ayirt edilebilmektedir (Fischer vd., 2006).
Kiltiirel yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda,
molekiiler tabanli yontemlerin kullanimi son
yillarda yayginlasmustir.

Kiiflerin Molekiiler
Tanimlanmasi

Mevcut fenotipik yontemler tim titlerin dogru
bir sekilde ayirt edilebilmesi igin elverisli degildir
ve bu nedenle tanimlamada molekiiler ydntemlere
ihtiya¢  duyulmaktadir  (Criseo  vd., 2015).
Fenotipik olarak ayirt edilemeyen kiif izolatlari,
ribozomal RNA (rRNA) veya diger protein
kodlayict  genlerin  DNA  dizi analizi ile
tanimlanabilmektedir  (Cassagne vd., 2011).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanilarak
yaptlan DNA tabanli yontem ile kiflerin hizh,
hassas ve spesifik olarak tespiti yapilabilmektedir
(Jedidi vd., 2018). Funguslara ait genom dizisinin
ilk olarak Nexurospora crassa i¢in Galagan vd. (2003)

Yontemler ile
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tarafindan belirlendigi, daha sonra _Aspergilius
nidulans,  Aspergillus  fumigatus  ve  _Aspergillus
oryza¢nin - genom  dizilerinin  belirlendigi ve
karsilastirildigt rapor edilmistir (Wakai vd., 2017).
Gudalarda bulunan kuflerin molekiler yontemler

RNAseq tekniginin kullanilabilmesi i¢in yeterli
miktarda ve saflikta kiitf RNA’sinin gidadan izole
edilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda kif RNA'st
degisime ugramamis olmali ve RNA izolasyonunu
tehlikeye atabilecek proteinlerden, enzimlerden ve

le tanimlanmasinda PZR teknigi ve RNA dizi  polisakkaritler gibi bilesiklerden —arindiridmis
analizi  (RNAseq) teknikleri kullanilmaktadir. olmalidir (Bernaldez vd., 2017).
Cizelge 1. Kiflerin makroskobik ve mikroskobik tanimlanmasina dair ¢caligmalar
Gida Tanimlanan kif Referans
Hindistan cevizi A. flavus, A. niger, Rhizopus stolonifer, Penicilllium italicum ggigm ve Tafine,
Kakao A.rpegz//m tamarii, A. niger, A. flavus, A.  japonicus, Fapohunda vd., 2018
Fusarinm chlamydosporum, Syncephalastrum racemosum
Sucuk j'mpﬂlfmopszs chartarum, Cladosporium cladosporioides, P. Cavus vd., 2018
jensenii
Ananas,  Karpuz, A niger, Fusarinm avenacenm, P. digitatum, R. Mailafia vd., 2017

Portakal, Papaya stolonifer, Fusarium solani

A. ochracens, A. alliaceus, A. oryzae, A. niger, A. nidulans,

MlsIllrira ozgl sert g, flavus, A. glancus, A. flavipes, Penicillinm spp., Mucor El-Fadaly vd., 2015
pey spp., R. stolonifer
. . . . Ushasri ve Kumar,
Sogan Aspergillus spp., Fusarinm spp., Rbizopus spp. 2018
Kirmizt biber R. stolonifer, A. niger, Fusarium solanii, Alternaria alternata, Fatimoh
Geo. candidum, Mucor pusillus vd., 2017
Biberiye Aspergillus sp., Cladosporium sp., Penicillinm sp. Garcia vd., 2018

DNA bazl yéntemler tir diizeyinde tanimlama
saglayan hassas bir metot olup, aynt zamanda
taksonomik  ve  biyocesitlilik  hakkindaki
arastirmalara 6nemli katkilar saglamaktadir (Dulla
vd., 2016). Gidalarda  bulunan kaf
biyogesitliliginin belirlenmesinde ve taksonomik
calismalarda her bir izolat icin dizi analizlerinin
yapilmasindansa, Oncelikli olarak ayni olanlarin
gruplandirilarak secilen izolatlardan dizi analizi
yapilmast daha pratik ve ekonomiktir (Stivastava
vd., 2017). Bu amagcla, Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA - Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PZR) ve Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi - Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RFLP-PZR) gibi molekiler belirtecler yaygin
olarak kullanilmaktadir. RAPD-PZR ydnteminde
polimorfik DNA’nin secilmis bir primer ile
rastgele cogaltldiktan sonra, agaroz jelde
yurttilmesi ile elde edilen RAPD profillerinin
gorintilenmesi suretiyle tirler gruplandirilir

(Surzenko vd., 2017). RFLP-PZR yénteminde ise,
tDNAnin ITS bolgeleri evrensel primer ile
cogaltilip uygun restriksiyon enzimi ile kesildikten
sonra jel elektroforezi ile bantlar
goruntilenmektedir. Aynt bant gériintiisiine sahip
izotlar gruplandiridmaktadir. Ruiz-Moyano vd
(2009) tarafindan yapilan calismada titstilenmis
toz biberdeki kiiflerin RELP-PZR yontemi ile tir
dizeyinde tanimlama icin kullanilabilecedi ifade
edilmis, ancak daha dogru tamimlama igin ITS
bolgelerinin dizi analizi yapilmistir. RFLP-PZR
yontemi ile ayirt edilemeyen P.  expansum,
Penicillinm ~ griseofulvum ~veya  Penicillinm  raistrickii
olabilecegi ifade edilen izolatlarin P. raistrickii
oldugu dizi analizi ile dogrulanmustir.

Calismalarda  genellikle fungal  patojenlerin
tespitinde duyarliligt arttirmak icin evrensel fungal
PZR primetleri gelistirilmektedir. DNA'nin PZR
amplifikasyonu  ve ardindan elde edilen
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amplikonlarin  dizilimi kifler icin molekiler
tanimlama adina en ¢ok gelisme vaad eden
yaklasim  olarak  gosterilmektedir.  Ozellikle
Internal Ara Bolgeler (Internal Transcribed
Spacer, ITS) bolgelerinin, kiflerin filogenetik
sinflandirilmast icin faydalt oldugu
belirtilmektedir (Raja vd., 2017). Funguslarin
tanimlanmasinda, belitli bir izolatin kimligini
belitleyen bir DNA sekansint esas alan ve siklikla
da niikleer ribozomal ITS'in evrensel fungal kisa
bir DNA sekansini (barkod) kullanan analizler
uygulanmaktadir (Drissner ve Freimoser, 2017).
Kiflerin molekiler olarak tanimlanmasinda
ribozomal (ITS1, ITS2 ve 26S rRNA geninin
D1/D2 bolgeleri) ve ribozomal olmayan (B-
tubulin ve EFla genleri) hedef bolgeler
cogaltilmaktadir (Panelli vd., 2012). ITS bélgesine
dayanan tamimlama prosediirleri daha yaygin
olarak kullanilmakta olup; ribozomal genin ¢oklu

kopyalarinin  tiim  organizmalarda  bulunmast
secbebiyle PZR ile hassas bir sekilde
belitlenebilmesi, ITS  bolgesindeki — sekans

degiskenligi ve yuksek oranda korunmus olmasi
nedeniyle yakindan iligkili tiirlerin ayrimina izin
vermesi ¢alismalarda ITS bolgelerinin  tercih
edilme sebepleri olarak bildirilmektedir (Trabelsi
vd., 2019). Molekiller tanimlama veritabaninda
D1-D2 bélgesinden kapsamli olarak
yararlanilmaktadir. D1-D2 bélgeleri bazen ITS1
veya ITS2  sonuglarinin  dogrulanmasinda
kullanidmaktadir. Bazi calismalarda da 6zellikle
ITS bolgeleri tercih edilmektedir; Pinheiro vd.
(2011) tarafindan yapilan bir calismada benzer
ozelliklere sahip Aspergillus tirlerinin tanimlamast
genomun 25-28S bdlgesinin D1-D2  bolgeleri
yerine ITS dizileri kullanilarak elde edilmistir.
Yaklagtk 2500 tir hakkinda referans dizileri
bulunmaktadir. Ticari olarak bulunan DNA
izolasyon kitleri ile miselyumdan ve spotlardan
DNA ekstrakte edilebilmektedir (Hawksworth,
2015). Genomun standart bir bdéliminden
barkod elde edilip, bu sekansin referans barkod
dizilerinden olugan kiitiiphane ile karsilastirilmast
sonucu tanimlama gerceklesmektedir (Dulla vd.,
2016). Molekiler yontemler genellikle niikleik
asitlerin sekanslarindaki farkliliklarin
saptanmasina  dayanmaktadir. PZR''n  temel
avantaji, mikroorganizmalarin kiltiire edilmeden
tanimlanabilmesidir. Genetik yontemler ile hizlt

bir sekilde ve spesifik olarak birbirine yakin tiirler
arasinda tanimlama yapilabildigi belirtilmistir
(Hertwig vd., 2018). Ozdes ITS sekanslarinin,
Aspergillusun bazt tutlerinde oldugu gibi iki veya
daha fazla farkli tiir tarafindan paylasilabilecegi
g6z ontinde bulundurulmalidir (Hawksworth,
2015). Bu nedenle farkli primerler kullanilarak
tanimlamalar dogrulanmaktadir. Kiflerin
tanimlanmasinda ~ kullanllan ~ DNA  dizi
analizlerinin bazt dezavantajlart da bulunmaktadur.
Kuf kaltarlerinin lize edilmesi nispeten zor
oldugu icin DNA ekstraksiyon verimi az
olabilmekte, ayrica PZR amplifikasyonu, kif
kiltirlerinde PZR inhibitérlerinin  varhigindan
dolayt basarisiz olabilmektedir (Cassagne vd.,
2011). Molekiler tanimlamada fazla veri
tretilmesi ve bu verilerin depolanmast genellikle
sintrlayict bir durumdur, aym zamanda DNA
dizilimleri i¢in kitiphanelerinin hazirlanmast ve
kalite kontroli zaman alit ve masraflt
olabilmektedir (Drissner ve Freimoser, 2017).

Garnier vd. (2017) tarafindan yapilan aragtirmada,
tereyagl, krema, peynir, yogurt 6rneklerinden ve
tretim ortamlarindan alnan toplam 175 izolatta
I'TS4, ITS5, Bt2a, Bt2b, EF1-728F, EF1-980R,
cmd5, cmd6 primerleri kullanilarak tanimlanan
kiflerden P. commune, Penicillinm bialowiezense'e en
cok rastlanirken, Penicillinm antarcticum, Penicillium
salamit, Cladosporinm phyllophilum st Grinlerinde ilk
defa  tanmmlanmustir.  Kurutulmus — balik
6rneginden izole edilen kiiflerin molekiiler olarak
tanimlandigt calismada, dizi analizi sonucunda
kurutulmus baliklarda Aspergillus flavus, A. nidulans,
A. oryzae, A. sydowii, A. rugnlosa, A. niger, A. foetidus,
Lichtheimia  ramosa  ve — Curvatlaria  lunata'nin
bulundugu rapor edilmistir (Sivaraman vd., 2018).

Genellikle icecekler ile temas eden buz
kiiplerindeki kiiflerin incelendigi ¢alismada biitin
orneklerde  kif  tespit edilmigtir.  Segilen
kolonilerin fenotipik ve genotipik
karakterizasyonu belitlenitken 9  kif izolat
molekiiler olarak tanimlanmigtir. TTS1/TTS4

primerleri kullanilarak tanimlanan kifler; Fusarinm
spp., Fusarinm solani, Hansfordia spp. Paecilomyces
Spp., Paecilomyces lilacinus, Penicillinm glabrum, Phoma
leveilles, Purpureocillinm spp., Thanatephorus cucumeris
olarak rapor edilmistir (Francesca vd., 2018).
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Diger bir calismada, farkli molekiiler yontemler
uygulanmis ve 39 izolatin 16 farkli sustan olustugu
rapor edilmis, RAPD-PZR analizi ile elde edilen
profillerin,  Geo.  candidum'un  tir  iginde
ayrilmasinda ve farkli tiirlerin sus dizeyinde
karakterizasyonu i¢in  kullanilmasina uygun
oldugu bildirilmistir (Sacristan vd., 2013).

CGavdar ekmeklerinin bir ay boyunca plastik
ambalajda tutuldugu ve ekmek ylzeylerinden
farklt morfolojiye sahip kiflerin izole edildigi
calismada, RAPD-PZR yontemi ile M13 primeri
kullanilarak 50 fungal izolat elde edilmis ve
tanimlanmustir.  Tanmmlanan  kafler  _Aspergilius
chevalieri, A.  flavus/ oryzae, A. niger, Aspergillus
tubingensis, Penicillium citrinum, P. corylophilum olarak
rapor edilmistir. B-tubulin geninin ve ITS
bélgesinin dizilisi, Penicillimm  tirlerinin
tanimlanmast icin esit bir etkinlik gosterirken,
sadece [-tubulin geninin sckansi, benzer
Ozellikteki Aspergillus titleri de dahil olmak tizere
¢ogu izolatin  tanimlanmasini  saglamugtir
(Surzenko vd., 2017).

Zhao vd. (2018)’in arastirmasinda, topraktan izole
edilen kiifin koloni gériiniisii, dokusu, rengi gibi
morfolojik 6zellikleri CYA (Czapek Yeast Agar)
ve MEA (Malt Extract Agar) besiyerinde,
ardindan spor yapilarini gézlemlemek icin de
mikroskop altinda incelenmistir. Sus, daha sonra
Aspergillus icin taksonomik kilavuzlar kullanilarak
tammlanmustir. TS, B-tubulin ve kalmodulin
genleri baz almarak molekiler olarak da
tanimlanmus ve susun Aspergillus tubingensis QF05
oldugu rapor edilmistir.

244 izolatin sekans analizinin yapildig1 calismada
ise, 19 izolatin ITS verileri elde edilemedigi icin
225 izolat i¢in fenotipik yontem ile sekans analizi
karsilastirilmistir. Fenotipik tanimlama ile sekans
bazli karsilastirmada, sekans analizinin, izolatlarin
%?52'sinde daha kesin sonuglar verdigi, izolatlatin
%38.60'nda, her iki yéntemin de sonuclarinin
uyumlu oldugu rapor edilmistir (Ciardo vd., 2007).
Diger bir calismada, Cabrales Ispanyol peynirinin
olgunlasmast sirasinda baskin  olan  kiifler
morfolojik ve genotipik olarak tanimlanmis,
calismada morfolojik olarak 12 izolat Penzcillinm
spp., 11 izolat Penicillinm rogueforti, 10 izolat Geo.

candidum, 1 adet  _Acremonium  charticola nin
tanimlandigt ve tanimlanamayan bir izolatin
oldugu rapor edilmistir. ITS bodlgelerinin
kullanildigt  molekiler  analizde,  Penicillinm
turlerinin 5 adeti P. commune, 4 adeti P. chrysogenum,
2 adeti P.rogueforti ve 1 adeti P. citreonigrum olarak
tantmlanmustir (Flérez vd., 2007). Cizelge 2’de
gidalardan izole edilen kiflerin molekiler
yontemler ile  tamimlanmasinda  kullanilan
primerler ve tanimlanan kifler 6zetlenmistir.

Kiiflerin  MALDI-TOF
Tanimlanmasi

Proteomik analiz, hiicresel proteinlerin kiiresel
degerlendirmesi olarak tanimlanmaktadir (Kim
vd., 2007). Son yillarda, kromatografik ve hatta
DNA'ya bagh metotlara alternatif olarak,
proteomik yaklasim kullanilarak mikrobiyel tiriin
tanimlanmasini  hedefleyen yontemlerden olan
MALDI-TOF MS yéntemi, her fungal taksonun
karakteristik bir spektrumunu dretmek igin
mikoloji alaninda uygulanmaktadir (Oliveira vd.,
2015; Panda vd., 2015). MALDI-TOF MS
1980'Tetde  gelistirilmis  olup, molekullerin
iyonlasmasiyla  organik  bilesiklerin = molekiil
kiitlelerini belirlemek icin yapilmaktadir (Miguel
vd.,, 2017). MALDI-TOF MS’de bitin veya
pargalanmis proteinler, kristalize matris varliginda
bir lazer ile iyonize edilerek elektrik alana tabi
tutulmaktadir (Kim vd., 2007). Bu yéntem 2000-
20000 Dalton kitle arahigindaki proteinlerin
Slgimiine dayanan tekrarlanabilir bir yontemdir
(Oliveira vd., 2015). MALDI-TOF MS, bakteri ve
kif-mayalart birkac dakika icinde dogru bir sekilde
tanimlayabilen bir yéntemdir (Wattal vd., 2017).
Tanimlama, protein dizisinin veritabanindaki
teorik peptitler ile karsilastirilmasina (hiicrelerin
peptit kitle parmak izlerine, peptide mass
fingerprints) dayanmaktadir (Kim vd., 2007;
Lithje  vd., 2017).  Funguslarin  kiitle
spektrometrik peptid/protein profilleri, 1000-
20000 m/z (kitle/yuk) bolgesindeki molektler
iyon pikleri verir; burada biyomarker iyonlarinin
olusturdugu set, 6rneklerin cins, tir veya sus
seviyesinde farklilasmasini  kolaylagtirmaktadir
(Chalupova vd., 2014). Referans spektrumlarla
eslesen ve mikroorganizmanin tanimlanmasint
saglayan her mikroorganizma icgin tipik bir

Yontemi ile
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spektrtum (MS parmak izi) olusturulmaktadir
(Panda vd., 2015).

Cizelge 2. Kuflerin molekiiler olarak tanimlanmasina dair ¢aligmalar

Kullanilan

Gida Molekiiler yontem . Tanimlanan Kifler Referans
Primerler
RAPD-PCR M13
Cavdar bili  dis Aspergillus chevalieri, A. flavus, A. niger, A.  Surzenko
ekmegi B ‘nlli tnogent Azl s Bt2b tubingensis, P. citrinum, P. corylophilum vd., 2017
analizi
Armada RAPD-PCR M13 Sacristan
peyniri I”FSl~5.8.S~1TSZ' . ITS4, ITS5 Geo. candidum, Geo. candidus vd,, 2013
bélgesi dizi analizi
Tiiestlenmis ITS1-5.88-1TS2 Cladosporium — oxyspornm, — Cladosporium — Alia  vd.,
domuz ar e . ITS1, ITS2 .. :
bolgesi dizi analizi cladosporioides, Cladosporium berbarnm 2016
pastirmast
Fustik ITS. . bolgesi  dizi ITS1, ITS4 A f/a@t&, A. tamari, A. niger, Macrgphomina ~ Jogee vd.,
analizi phaseolina, Penicillium spp. 2017
ITS1-5.8S-ITS2 C. cladosporioides, P. verrucosum, P. rogueforti, Banjara
Parmesan bolgesi dizi analizi [TS1, TW13 P. camenberti vd., 2015
Sofralik B-Tubulin ve ITS ITS4/ITS5, P. crustosum, P. rogueforti, P.  panenm, P.  Bavaro
zeytin bolgeleri dizi analizi Bt2a/Bt2b expansum, P. polonicum, P. commune vd., 2017
- . B-Tubulin ve ITS1- Lozano-
Tu‘ssulenml§ 5.8S-ITS2 rRNA BtZa, Beb, C. cladosporioides, Cladosporium nredinicola Ojalvo
SOsis N . .. ITS1, ITS4
bélgeleri dizi analizi vd., 2015
Tutstlenmis PZR_RFLP,, oL ITS1, TTS4 A. flavus, A. ochracens, A. niger, Ruiz-
toz biber 58S-ITS bolgesi dizi ITS4, ITS5 Fusarinm oxysporum, P. raistrickii Moyano
analizi > 7o vd., 2009
Colletotrichum falcatum, Fusarium moniliforme, — Srivastava
Seker kamist  PZR-RFLP 1TS4, ITS5 Trichoderma viride vd., 2017
PZR-RFLP ITS1,  ITS4, Aspergillus  aculeatus, Rhizgpus oryzae, Geo. Fulgence
Ananas ITS5 dino N set d., 2019
Dizi analizi TTS1, TTS4 candium, INenrospora tetrasperma va.,
incir ??S}T};I;EPITSZ 1151, 1154 C. cladosporioides, Penicillinm corylophitum, A.  Villalobos
e ITS1, ITS4 alternata vd., 2017

bélgesi dizi analizi

MALDI-TOF MS metodolojisi nispeten az sayida
(106-107) mikrobiyel hiicre gerektirir (Oliveira vd.,
2015). Tanumlanacak rnegi cihaza yerlestirmeden
once proteinlerin elde edilmesi icin gerceklesen
ekstraksiyon prosediri ¢alismadan calismaya
degisiklik gdsterebilmektedir. Genel olarak kuaf
dremesi tamamlandiktan sonra  bulagmalar
Onlemek icin etanol icerisinde bekletilerek kiifler
inaktive edilmekte ve ardindan proteinlerin elde
edilmesi icin asetonitril ve formik asit iceren
soliisyon uygulanmaktadir (Luethy ve Zelazny,
2018). Numune hazirlama proseduird, uygun bir
matris  bilesigi secimi, numune yerlestirme
teknikleri gibi islemlerde bu 6zelliklerin dikkate
alinarak  cesitli  yaklasimlarin  gelistirilmesi
mumkin olmaktadir (Chalupova vd., 2014).

Numune ekstraksiyon prosediiriine yeterli dikkat
gosterilerek ve referans kitiiphanedeki her bir
tird temsil eden kitle spektrumlarinin sayist
arttirtlarak MALDI-TOF’un kuiflerin
tanimlamasinda  kullanimi  gelistirilebilmektedir
(Angeletti, 2017).

MALDI-TOF MS platformlart 2004'ten beti,

farklt  ticari firmalar tarafindan  piyasaya
strilmektedir. MALDI-TOF MS kullanilarak
kiflerin =~ tanimlanmasi, bakteri ve maya

tanimlamalarindan daha zor olup, kiif kolonileri
spor, miselyum gibi farkldagsmis yapilardan
olustugu icin tekrarlanabilir spektrumlarin elde
edilmesini engellemektedir (Cassagne vd., 2016).
Kiif izolatlarinda hif ve konidial yapilar bir arada
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bulunabildigi i¢in kiflerin MALDI-TOF MS
spektrumlart yavas elde edilebilmektedir. Bu
yiizden bir fungal izolattan tiretilen MALDI-TOF
spektrumu, referans veri tabanindaki spektrum ile
her zaman tamamiyla eslesemeyebilmektedir
(Angeletti, 2017). Bakteri tanimlamast olduke¢a
iletlemis olmasina ragmen diger
mikroorganizmalarin  biyotiplendirilmesi  hala
gelisme asamasindadir  (Stibiger vd., 2016).
MALDI-TOF MS  klinik  laboratuvarlarda
patojenlerin  dogru, hizli  ve  ekonomik
tanimlanmast icin standart bir ara¢ haline
gelmistir. Bu yluzden metot siirekli olarak
iyilestirilmekte  ve suslarn  ayirt  edilmesi,
metabolitlerin  veya antibiyotik direnci gibi
fonksiyonel karakteristiklerin belirlenmesi i¢in
strekli yeni uygulamalar gelistirilmektedir. Bunun
yant stra tarim, gida glivenligi ve kalite testleri veya
ekoloji alant gibi disiplinlerde de bu ydntemin
benimsenmesi i¢in arastirmalar yapilmaktadir
(Drissner ve Freimoser, 2017). Maliyet etkinligi,
kisa analiz stresi, diiglik hata orani ve ayni
zamanda yakin iliskili tirler arasinda ayrim
yapabilme  Ozelligi MALDI-TOFu  rutin
analizlerde kullanilmaya uygun hale getirmektedir.
Teknigin dezavantaji, kiltlrlerin 6nceden izole
edilmis ve saflastirlnus olmast olup, gida vb.
matrikslerde direkt olarak uygulanamamasidir
(Hendrickx, 2017).

MALDI-TOF MS kullanilarak 88 maya ve 37 kif
izolattmin tanimlandigi bir c¢alismada, MALDI-
TOF MS ile klasik tanimlama arasindaki
korelasyon tim izolatlar (125) icin cins
seviyesinde %90.40 ve tiir seviyesinde %087.20
olarak bildirilmistir. MALDI-TOF MS ile kiiflerin
%10.81’nin cins seviyesinde, %56.70’sinin de cins
ve tiir seviyesinde tanimlandigt da rapor edilmistir.
Numune hazirlama  protokolinde  yapilan
degisiklik ile beliflenen ylzdelerin cins ve tir
bazindaki tanimlama yiizdesi %86.40 olarak
tyilestirilmistir. Numune hazirligindan baglayarak
tanimlamaya kadar gecen toplam slrenin 23
dakika olmasi arastirmacilar tarafindan diger
yontemlere  alternatif  bir  6zellik  olarak
belirtilmektedir (Panda vd., 2015).

Gudalarda  siklikla  rastlanan  Aspergillus  spp.,
Penicilium spp., Mucor spp. ve Fusarium spp.’nin
arasinda oldugu ve standart bir ekstraksiyon

protokoliiniin uygulandigr ¢alismada, 136 tiire ait
618 fungal sustan 6477 spektrum elde edilmistir.
Veritabani kullanilarak capraz degerlendirilmis ve
%95 oraninda tirlerin dogru tanimlandigt rapor
edilmistir. Arastirmacilar MALDI-TOF
yonteminin  geleneksel yOntemlere alternatif
olacagini bildirmektedir (Quéro vd., 2018).

Yapilan bir ¢alismada, 262 izolatin tanimlanmast
icin 347 ture ait 708 susa karsiik gelen 2832
referans spektrumunu igeren referans spektrum
kiitiphanesi kullanilarak ulagilan MALDI-TOF
MS verileri, morfolojik olarak ve DNA bazlt
tanimlama ile karsilastirilmistir. Calismada _A.
Sfumigatus, A. flavus, A. niger ve Aspergillus terreus en
stk rastlanan 4 tir olarak bildirilmis ve DNA
sekansina dayali tanimlama, on izolattan sadece
biri tizerinde gerceklestirilmistit. MALDI-TOF
MS'nin  uygulanmasi, kiflerin  tanimlanma
diizeyini tir seviyesinde %78.20'den %098.10'a
ctkarmis ve eksik tanimlama oranint %9.80'den
%1.20'ye dusmesini saglamistir. MALDI-TOF
MS ile 24 izolatin analizi i¢in gereken siirenin
yaklastk 95 dakika oldugu  bildirilmistir.
Mortfolojik  olarak  tanimlamada  gereken
Ozelliklerin -~ gorilemedigi  gen¢  kolonilerin
MALDI-TOF MS ile dogru bir seckilde
tanimlanabildigi rapor edilmistir (Gautier vd.,
2014). Geleneksel tanimlamanin MALDI-TOF
MS ile karsilastirildigr diger bir calismada 58 tiri
iceren 625 kuf izolatinin, 501'inin (% 80)
geleneksel olarak, 556'siun da (% 89) MALDI-
TOF MS ile dogru olarak tanimlandig
belirlenmistir. Aymi calismada, Aspergi/ius disindaki
tirlerin tanimlanmasinda, geleneksel yontemle
%30.6 oraninda dogru tanimlama saglanirken,
MALDI-TOF yontemi ile ise dogru tanimlama
oraninin %61.2 oldugu bildirilmistir (Ranque vd.,
2014).

MALDI-TOF MS ile 12003 izolatin tanimlandigt
calismada, bakteri suslart icin %97.70, mayalar icin
%92.80 ve kiifler icin de %80 oraninda tanimlama
gerceklesmistir. Aspergillus fumigatus, A. flavus, A.
oryzae, A. terrens, Fusarium solanii’ye ait 20 izolattan

16’st  tanimlanabilmistir.  Veri  tabanlarinda
bulunmayan spektrumlar, kiltiirel kosullar,
protein  ekspresyonunun  degiskenligi,  i¢

kalibrasyonun basarisizlift ve benzer proteinleri
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ifade eden yakin iligkili tlrlerin hatalara ya da
hatali tanimlamaya yol acabildigi arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir (Wattal vd., 2017).

Kuflerin tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS
yonteminin kullanimindaki sinirlamalarindan en
Onemlisi  ticari  olarak  temin  edilebilen
veritabanlarinin genis olmamasidir. Genisletilmis
MALDI-TOF MS vetitabanlarinin olustutulmast,
emek ve mikolojik beceri gerektirmektedir. Bu
nedenle, kufler icin referans veti tabanin,
veritabaninda temsil bulunmayan rutin numune

kiltirlerinden  turetilen  kaf  tirleri  ile
zenginlestirerek  strekli olarak  glncellemek
gerekmektedir.  Yetersiz MALDI-TOF MS

tanimlama sonuglarinin, referans veri tabant
olusturma prosediirleri ile izolatlarin kiitle
spektrumunu elde etmek icin olan prosedurler
arasindaki farkliliklardan kaynaklandig
bildirilmistir (Sanguinetti ve Posteraro, 2017).

Kiflerin FT-IR ile Tanimlanmasi

FT-IR, bir molekiildeki kimyasal bag tiirlerini
tanimlamak icin kullamilan eski bir teknik olup,
ginimizde  dijitallesmesiyle de  kullanim
acisindan kolaylik saglanmistir (Santos vd., 2010).
Endistri, arastirma ve tip bilimi gibi cogu alanda
FT-IR spektrometrelerin uygulamalart mevcuttur.
Cok miktarda veri kisa stirede yitksek hassasiyetle
analiz edilebilmektedir. FT-IR spektrometresi
polimerlerin  tanimlanmasinda, hammaddelerin
bilesiminin dogrulanmasinda, yiizey analizlerinde,
mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda,  adli
bolimlerde,  kalite  kontrol  taramasinda,
biyomedikal alaninda olmak tizere bir¢ok alanda
kullanddmakta olup, bu konuda ilerlemeler devam

etmektedir  (Vij, 2007). Gudalarda bulunan
mikroorganizmalarin tanimlanmast,
makromolekillerin ~ yapisal analizi, organik
maddelerin  kalitatif ve kantitatif analizi,

maddelerin yapilarinin  aydinlatilmast ve saflik
kontroli gibi bircok alanda FT-IR spektroskopisi
kullanilmaktadir (Biytksirit ve Kuleasan, 2014).

Fenotipik ve genotipik yontemlere dayalt
funguslarin  rutin tanimlanmasi titiz  ¢alisma
gerektirmekte ve zaman alict olabilmektedir. FT-
IR spektroskopisi kiflerin  hizlt bir sekilde
tanimlanmasina olanak taniyan yaklagtmlardandir

(Lecellier vd., 2014). FT-IRin temeli, bir
numunedeki molekdiller tarafindan kizilétesi 151810
absorbe edilmesidir. KizilGtesi 1sinlari absorbe
edildiginde, molekil icindeki saptanabilir dipol
degisikliklerinin her biri, kimyasal yapilarina bagh
olarak belirli frekans bélgelerinde
gozlemlenebilmektedir (Obetle vd., 2015). Isin,
numunedeki 1sinlanan enerjinin miktarini kontrol
etmek icin bir oday1 gecer. Kiziltesi 1s1n1, spektral
kodlamanin gerceklestigi interferometreye girer;
sonugctaki interferogram sinyali interferometreden
ctkar. Son olarak, 151n son 6l¢im icin dedektére
gecer ve Olcllen sinyal dijitallestirilirek, Fourier
doéntisimuniin gerceklestigi bilgisayara
gonderilmektedir. Boylelikle spesifik "parmak izi"

ifade etme  kapasitesi sayesinde FT-IR
spektroskopisinin  spektral veri kiitliphaneleri
kullanarak  bilinmeyen  mikrobiyel — suslarin
tanimlanmast  icin  kullanidmasina  olanak

tanimaktadir (Santos vd., 2010). Iceceklerden ve
tretimde kullanllan ekipmanlarda tanimlanan
kiflerin, FT-IR ile karakterizasyonunun yapildigt
calismada _Alternaria, Aspergillus, Mucor, Paecilomyces

ve Phomdya ait tirlerin  spektrumlart  elde
edilmistir (Shapaval vd., 2010).
Fransa ve Hollanda’da bulunun iki kaltir

koleksiyonundan temin edilen ve DNA dizilimi
kullandarak tanimlanan 131 sus icin FT-IR
spektroskopisi  kullanilan  bir ¢alismada, elde
edilen tanimlama seviyeleri cins bazinda %98.97
ve tir bazinda %98.77 olarak bildirilmigtir
(Lecellier vd., 2014). Arastirmacilarin  diger
calismalarinda  ise, yine aym iki kaltdr
koleksiyonundan temin edilen 486 kiif susunun
(43 cins ve 140 tir) 6nceden olugturulan spektral
veri tabant kullanilarak FT-IR  spektrumlari
belirlenmistir. ~ Elde edilen  spektrumlarin
%99.17'sinin cins ve %92.30'unun tiir seviyesinde
dogru  tanimlandigi  bildirilmigtir.  Calisma
sonucunda, kiflerin hizli ve dogru olarak
tanimlanmasinda ~ FT-IR  spektroskopisinin
alternatif bir ydontem olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Lecellier vd., 2015).

Gida udretim hatt  boyunca farkli kontrol
noktalarindan alinan numunelerden
mikroorganizmalarin izolasyonu ve
saflastirilmasinin ardindan besiyerinde
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mikroorganizmalarin  gelistirilmesi  ve ireme
gOsteren mikroorganizmalarin  mikroplakalarda
gelistirilmesinden sonra FT-IR spektroskopisi
aractligtyla veri kiitiphanelerinden yararlanilarak
mikroorganizmalarin tanimlanmasinin mumkin
olabilecegi bildirilmistir. Gida tretim hattindan
Alternaria, — Aspergillus, — Mucor,  Paecilonyces,
Peyronellaea ve Phoma'ya ait 20 adet kiifiin referans
olarak secildigi calismada, secilen izolatlarin FT-
IR spektroskopisi ile %80-100 arahiginda dogruluk
ile tanimlanabildigi rapor edilmistir (Shapaval vd.,
2017).

Genellikle bitkilerin bozulmasina neden olan
Fusarium spp. ve Pythium spp.’ye ait toplam 20
tirin FT-IR  spektroskopisi ile incelendigi
calismada analiz edilen kiflerin her biti icin tutarl
spektrumlar  elde edilmistir.  1800-1000 cm!
arasinda degisen spektral alanda kiifler arasinda 1
saatte kolay ve givenilir bir tanimlama saglandig
rapor  edilmistir. FT-IR  spektroskopisinin
uygulanabilir, dogru ve hassas bir yontem oldugu
bildirilmistir (Erukhimovitch vd., 2005).

FT-IR, mikroorganizmalar gibi kimyasal olarak
¢ok  kompleks yapilarin  kompozisyonunu

karakterize etmek icin kullanidabilmektedir.
Metabolit Uretiminde farklilk gOsteren bir
taksonun suglart  FT-IR  spektroskopisi  ile
guvenilir sekilde ayirt edilebilmektedir. Bu

yontemin Aspergilius ve Penicillinm tirlerini, tir ve
sus seviyesinde tekrarlanabilir bir sekilde ayirt
etmek icin uygun oldugu bildirilmektedir (Fischer
vd., 2000). Mikrobiyolojik FT-IR hizli, etkili,
reaktif icermez, tim mikroorganizmalar igin
gecerlidir  ve  az  miktarda  biyokiitle
gerektirmektedir (Santos vd., 2010).

Kiflerin ~ mikroskobik  ve  makroskobik
Ozelliklerini  iceren klasik  yoéntemlerle  tdr
diizeyinde tanimlanmasi oldukca zordur. Bifazik
tanimlama olarak ifade edilen morfolojik,
kimyasal ve molekiler 6zelliklerin birlestirilmesi
ile elde edilen sonuglarin kesin ve givenilir oldugu
belirtilmistir (Decontardi vd., 2018). Kiiflerin
tanimlanmasinda kullanilan gelencksel yontemler,
molekiiler yéntemler, MALDI-TOF MS ve FT-IR
yontemlerinin cesitli avantaj ve dezavantajlart
bulunmaktadir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Kuflerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yéntemlerin Karsilastirilmast (Biytksirit ve Kuleagan,
2014; Cassagne vd., 2011; Lecellier vd., 2015; Jedidi vd., 2018)

Yoéntem Avantaj

Dezavantaj

Geleneksel yontem -Maliyeti diigtiktir

-Deneyimli personele ihtiya¢ duyulmaktadir.
-Zaman alicidir.
-Hassasiyeti disik olup,
tanimlanmasi zordur.

tir dizeyinde

Molekiiler yontemler -Hizli, hassas ve tir dizeyinde -DNA veya RNA  ckstraksiyonlarinda
spesifik olarak tespiti  stkintilar yasanabilmektedit.
yapilabilmektedir. -Maliyeti yuksektir.

-Emek yogundur.

MALDI-TOF -Basit, hizlt ve dogru sonug alinir. -Genis araliktaki kiiflerin tanimlanmasi icin
-Makine yatirimi yapildiktan sonra  veritabani yetersiz kalmaktadir.
izolat basina maliyeti cok disiktir. -Kalttrler  6nceden  izole edilmis ve
-Hata orant dusiktur. saflastirtlmis olmali, gida vb. matrikslerde
-Yakin iligkili ttrler arasinda ayrim  direkt olarak uygulanamaz.
yapabilir. -Makine maliyeti yuksektir.

-Deneyimli personele gerek yoktur.
FT-IR -Hizlt ve etkilidit. -Genis araliktaki kiiflerin tanimlanmast icin

-Reaktif kullanimina gerek yoktur.

veritabant yetersiz kalmaktadir.

701



702

I. Emenli, G. Tiryaki Giindiiz

SONUC
Gudalardaki kiiflerden kaynaklanabilecek risklerin
azaltdlmasi,  kaf  bulasma  kaynaklarinin

belirlenmesi ve mikotoksin dreten kiflerin
belirlenebilmesinin  yaninda, antibiyotik, renk
pigmentleri, organik asit vb. tiriinlerin tiretiminde
kullanilabilmesi i¢in kiflerin dogru bir sekilde
tanimlanmalart 6nem arz etmektedir. Kiiflerin
koloni morfolojisi ve mikroskobik 6zelliklerin
incelenmesine dayali  klasik  yontemler
tanimlamada tek  basina  yeterli  degildir.
Tanimlama islemi, uzman laboratuvarda ve
deneyimli kisiler tarafindan yapilmasi gereken
hassas ve emek gerektiren zaman alict bir siirectir.
Gudalarda bulunan kiflerin ¢cok genis bir ¢esitlilik
gostermesi nedeniyle, kultirel yontemlerle tir
diizeyinde tamimlama  yapimast  deneyimli
personel ile bile ¢ogu zaman muimkin
olmamaktadir, bu nedenle giinimiizde kiiflerin
tanimlanmasinda molekiiler yontemlerin
kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Geleneksel
mikolojik  tekniklere ek olarak yararlanilan
molekuler tabanli ve proteomik yontemler son
zamanlarda gelistirilmeye devam etmektedir.
Bunlardan bazilari basit PZR tabanli yontemler,
gercek zamanlt PZR, MALDI-TOF ve FT-IR gibi
yontemlerdir. Klasik yontemlere ek olarak
gelistirilen bu yeni yontemler sayesinde bilimsel,
endustriyel ve halk sagligi acisindan da 6nemli
olacak gelismeler s6z konusudur. Yeni yontemler
ile birlikte daha hizli ve dogru sonuclar ortaya
konmaktadir. Buna ragmen optimizasyon siireci
tamamlanana kadar calismalarda geleneksel
yontem, yeni yontemler ile karsilastirlarak
ve/veya desteklenerek daha kesin sonuglara
ulagtlmaktadir.
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