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Klinik Aspergillus spp. izolatlarinda
Viriuilans Faktoru Olarak Asit Proteinaz ve
Fosfolipaz Aktivitelerinin Arastiriimasi
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OZET

Aspergillus tirleri dogada yaygin olarak bulunmakta ve 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hasta-
larda ciddi enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Aspergillus fumigatus kompleks insanlarda aspergilloz
enfeksiyonlarindan en sik izole edilen etken olmakla beraber; Aspergillus flavus kompleks ve Aspergillus
niger kompleks de son zamanlarda énemi artan enfeksiyon etkenleri olmuslardir. invazif aspergilloz
enfeksiyonlarinin gelisiminde rol oynayan faktérler arasinda; immiin siipresyon, hematolojik malignensi
ve kortikosteroid kullanimi gibi konaga bagli faktorlerin yani sira, Aspergillus spp. suslarinda bulunan
elastaz, asit proteinaz ve fosfolipaz enzimleri gibi gesitli viriilans faktorleri de yer almaktadir. Bu calismada,
klinik orneklerden izole edilmis olan 30 A.fumigatus kompleks, dokuz A.flavus kompleks ve dort A.niger
kompleks izolatinda asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitelerinin aragtinlmasi amaglanmistir. izolatlarda asit
proteinaz aktivitesi sigir serum albuminli agar (BSA); fosfolipaz aktivitesi ise yumurta sarisi iceren agar
plaklar kullanilarak arastinlmistir. Calismamizda, A.fumigatus kompleks izolatlarinin %76.7 (23/30)'sinde
asit proteinaz; %93.3 (28/30)'linde ise fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. Dokuz A.flavus kompleks
izolatinin hicbirisinde asit proteinaz veya fosfolipaz aktivitesi tespit edilmemistir. A.niger kompleks (n=
4) izolatlarinin higbirisinde asit proteinaz aktivitesi saptanmazken, 1 (%25) izolatta fosfolipaz aktivitesi
belirlenmistir. A.fumigatus kompleks izolatlarindan asit proteinaz saptananlarin timinde (n= 23) ayni
zamanda fosfolipaz aktivitesi de saptanmistir. Sonug olarak, Aspergillus spp. suslarinda asit proteinaz ve
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fosfolipaz gibi enzimlerin patogenez ile iliskisinin aydinlatilabilmesi icin, cok sayida izolatin calisildig
cok merkezli calismalarin yapilmasi ve bunlarin klinik calismalarla desteklenmesi gerekli gériinmektedir.

Anahtar sozciikler: Aspergillus; viriilans faktérleri; asit proteinaz; fosfolipaz.

ABSTRACT

Aspergillus spp. are widespread in nature and cause severe infections especially in immunocompro-
mised patients. Aspergillus fumigatus complex is the most common species that causes infections in
humans; however Aspergillus niger complex and Aspergillus flavus complex are the emerging agents
that are isolated frequently from clinical specimens more recently. Besides the host factors such as
immunosuppression, hematologic malignancy and corticosteroid use, fungal virulence factors such as
elastase, acid protease and phospholipase enzymes are considered among the factors that affect the
development of invasive aspergillosis. The aim of this study was to detect the acid proteinase and phos-
pholipase enzyme activities in 30 A.fumigatus complex, nine A.flavus complex and four A.niger complex
strains isolated from clinical specimens. Acid proteinase and phospholipase activities of the isolates were
investigated by using bovine serum albumin agar (BSA), and egg yolk agar plates, respectively. Acid
proteinase and phospholipase activity was detected in 76.7% (23/30) and 93.3% (28/30) of A.fumigatus
complex isolates, respectively. None of the nine A.flavus complex isolates exhibited acid proteinase or
phospholipase activity. Acid proteinase activity was not detected in any of the A.niger complex isolates
(n= 4), however phospholipase activity was detected in one (25%) isolate. All of the acid proteinase
positive A.fumigatus complex strains (n= 23) were also positive for phospholipase activity. In conclusion,
further larger scale multicenter studies supported by clinical data, are needed to enlighten the roles of
acid proteinase and phospholipase in the pathogenesis of infections due to Aspergillus spp.

Key words: Aspergillus; virulence factors; acid proteinase; phospholipase.

GIRi$

Aspergillus turleri dogada yaygin olarak bulunmakta ve sporlarinin inhalasyonu yoluy-
la 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda bronkopulmoner enfeksiyonlara neden
olmaktadir'. immiin yetmezlikli hasta sayisindaki artisla birlikte, Aspergillus tiirleri son
yillarda klinik 6rneklerden daha sik izole edilir olmustur. insanlarda meydana gelen has-
taliklara cogunlukla Aspergillus fumigatus kompleks tiirleri neden olurken; onu Aspergillus
flavus kompleks ve Aspergillus niger kompleks takip etmektedir?. Aspergillus tiirlerine
bagl invazif enfeksiyonlarin gelismesinde immiin stipresyon, hematolojik malignensi ve
kortikosteroid kullanimi gibi konaga ait faktorlerin yaninda, Aspergillus tirlerinin sahip
oldugu viriilans faktérleri de énemli rol oynamaktadir®*. En énemli viriilans faktérlerin-
den biri, konak dokulara invazyona yardimci olan elastaz, asit proteinaz ve fosfolipaz gibi
ekstraseliiler enzimlerdir®. Bu calismanin amaci; A.fumigatus kompleks, A.flavus kompleks
ve A.niger kompleks tiirlerinde asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesinin arastirimasidir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mikoloji Laboratuvarinda tanimlanan 30 A.fumigatus kompleks, 9 A.flavus
kompleks ve 4 A.niger kompleks izolati dahil edildi. Mantarlarin tanimlanmasi konvan-
siyonel yontemlerle® yapildi ve izolatlar Sabouraud dekstroz agar (SDA) iceren tiiplerde
-80°C’de calisiincaya kadar saklandi.
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Calisma icin, Aspergillus spp. izolatlari 6nce SDA iceren tlplere ekildi ve 37°C’'de 5
giin inkiibe edildi. Bes giinliik inkiibasyon sonrasinda Alp ve Arikan® tarafindan tanim-
lanan sekilde, Uremis olan kif kolonilerinden alinip T ml serum fizyolojik (SF) icerisinde
siispanse edildi; sonrasinda konidyalar bir ekiivyon yardimiyla toplanarak baska bir
steril tiipe aktarldi. Bu uygulamadan sonra konidyal siispansiyonun ist kismi toplandi;
SF iceren baska bir tiipe aktarlarak suspansiyonun bulanikhigi McFarland 0.5’e goére
ayarlandi.

Asit proteinaz aktivitesi, Staib’ tarafindan tanimlandigi sekilde sigir serum albimini
(BSA) iceren agar plaklarinda arastinildi. BSA agar plaklari; %2 glukoz, %0.01 KH,PO,
%0.05 MgSO, %2 agar ve %1 BSA eklenerek hazirlandi. Her bir kif kolonisinden haZ|r-
lanan suspan5|yondan 10 pl plaklara inokile edildi ve 37°C’de inklbasyona birakild.
Asit proteinaz aktivitesi 3. gliniin sonunda koloninin ¢evresinde halo olusmasiyla deger-
lendirildi®”.

Fosfolipaz aktivitesi, yumurta sarisi iceren agar plaklarinda Price ve arkadaslari® tara-
findan tanimlandigi sekilde calisildi. Bu besiyerinin hazirlanmasinda SDA besiyeri, 1
M sodyum klortir, 0.005 M kalsiyum kloriir ve %8 yumurta sarisi kullanildi. Yumurta
sarisi, besiyerine eklenmeden o6nce 15 dakika 500x g’de santrifiij edildi; siipernatan
steril bir tiipe alinip, besiyeri otoklav sonrasinda 50°C’ye ulastiginda besiyerine eklendi.
Hazirlanan besiyeri sonrasinda plaklara dokildi. Kif kolonisinden hazirlanmis olan sus-
pansiyondan 10 pl hazirlanmig olan besiyerine inokile edildi ve 37°C’de inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun 3. giiniinde koloni cevresinde beyaz zon olusmasi fosfolipaz
aktivitesi lehine degerlendirildi®”.

BULGULAR

A.fumigatus kompleks izolatlarinin %76.7 (23/30)'sinde asit proteinaz; %93.3
(28/30)'tinde ise fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. Dokuz A.flavus kompleks izolatinin
hicbirisinde asit proteinaz veya fosfolipaz aktivitesi tespit edilmemistir. A.niger kompleks
(n= 4) izolatlarinin hicbirisinde asit proteinaz aktivitesi saptanmazken, 1 (%25) izolatta
fosfolipaz aktivitesi belirlenmistir. A.fumigatus kompleks izolatlarindan asit proteinaz sap-
tananlarda ayni zamanda fosfolipaz aktivitesi de saptanmustir.

TARTISMA

Aspergillus tirlerinin virtlans faktorleri arasinda, adhezinler, pigmentler, toksik mole-
kiiller ve enzimler yer almaktadir®. Bu faktérlerden asit proteinaz, akciger dokusuna kolo-
nizasyonda ve/veya hiimoral faktérlerin etkisizlestirilmesinde rol oynarken, fosfolipidlerin
indirgenmesinde rol oynayan fosfolipaz, epitelyal hasara neden olmaktadir®. Bu nedenle
klinik Aspergillus spp. suslarinda virilans faktorlerinin arastiriimasi, hastaligin gidisi aci-
sindan prognostik degere sahip olabilir. Alp ve Arikan® tarafindan yapilan bir ¢alismada,
A.fumigatus kompleks izolatlarinin %44.4 (20/45)'Gnde asit proteinaz aktivitesi sapta-
nirken, fosfolipaz aktivitesi tiim izolatlarda tespit edilmistir. Bu sonuglardan fosfolipaz
aktivitesi bizim sonuclarimizla benzerken, asit proteinaz aktivitesine sahip izolat sayisi
bizim calismamizda daha yiiksek bulunmustur. Calismamizda ayrica, Alp ve Arikan’in®

MiKROBIYOLOJi BULTENI 493



Klinik Aspergillus spp. izolatlarinda Viriilans Faktorii Olarak Asit Proteinaz ve
Fosfolipaz Aktivitelerinin Arastiriimasi

calismasinda oldugu gibi, A.flavus kompleks izolatlarinda asit proteinaz ve fosfolipaz
aktivitesi bulunmamistir. Diger taraftan, Alp ve Arikan® A.niger kompleks izolatlarinin
(n=5) hepsinde fosfolipaz aktivitesi saptarken, asit proteinaz aktivitesi saptamamuglardir.
Bizim calismamizda da, A.niger kompleks izolatlarinin (n= 4) hicbirisinde asit proteinaz
aktivitesi tespit edilmemis, fosfolipaz aktivitesi ise sadece bir izolatta gorilmustir.

Asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesi, A.fumigatus kompleks izolatlarinin cogunda
bulunmaktadir®. Reichard ve arkadaslarinin'® calismasinda A.fumigatus ile enfekte has-
talarin akciger dokularinda immiinofloresans yontemiyle asit proteinaz variigi gosteril-
mistir. Birch ve arkadaslar'' ise, A.fumigatus suslarinin dért farkli tip fosfolipaza (A, B,
C, D) sahip oldugunu belirterek, 6zellikle fosfolipaz C'nin cevresel 6rneklerden ziyade
klinik 6rneklerden izole edilen suslara ait oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda, hem
asit proteinaz hem de fosfolipaz enzimleri A.fumigatus kompleks izolatlarinin cogundan
(sirastyla %76.7 ve %93.3) izole edilmistir. Ancak A.flavus kompleks izolatlarinda her iki
enzim aktivitesi de tespit edilmemistir. Bu konu lzerinde daha yeterli yorumlar yapilabil-
mesi icin, A.niger kompleks ve A.flavus kompleks izolatlarinin sayisinin daha fazla oldugu
yeni calismalar yapilmasina ihtiyac oldugu distintilmektedir.

KAYNAKLAR
1. Kousha M, Tadi R, Soubani AO. Pulmonary aspergillosis: a clinical review. Eur Respir Rev 2011; 20(121):
156-74.

2. Krishnan S, Manavathu EK, Chandrasekar PH. Aspergillus flavus: an emerging non-fumigatus Aspergillus
species of significance. Mycoses 2009; 52(3): 206-22.

3. Abad A, Fernandez-Molina JV, Bikandi |, et al. What makes Aspergillus fumigatus a successful pathogen?
Genes and molecules involved in invasive aspergillosis. Rev Iberoam Micol 2010; 27(4): 155-82.

4. Karthaus M, Buchheidt D. Invasive aspergillosis: new insights into disease, diagnostic and treatment. Curr
Pharm Des 2013; 19(20): 3569-94.

5. Winn W Jr, Allen S, Janda W, Procop G, Schreckenberger P, Woods G (eds). Mycology pp: 1174-9. In:
Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. 2006, 6™ ed. Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia.

6. Alp S, Arikan S. Investigation of extracellular elastase, acid proteinase and phospholipase activities as puta-
tive virulence factors in clinical isolates of Aspergillus species. | Basic Microbiol 2008; 48(5): 331-7.

7. Staib F. Serum proteins as nitrogen source for yeastlike fungi. Sabouraudia 1965; 4(3): 187-93.

8. Price MF, Wilkinson ID, Gentry LO. Plate method for detection of phospholipase activity in Candida albicans.
Sabouraudia 1982; 20(1): 7-14.

9. Latge |P. Aspergillus fumigatus and aspergillosis. Clin Microb Rev 1999; 12(2): 310-50.

10. Reichard U, Eiffert H, Ruchel R. Purification and characterization of an extracellular aspartic proteinase from
Aspergillus fumigatus. | Med Vet Mycol 1994; 32(6): 427-36.

11. Birch M, Denning DW, Robson GD. Comparison of extracellular phospholipase activities in clinical and
environmental Aspergillus fumigatus isolates. Med Mycol 2004; 42(1): 81-6.

494 MiKROBIYOLOJi BULTENI




