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ÖZET

Aspergillus türleri doğada yaygın olarak bulunmakta ve özellikle immün sistemi baskılanmış hasta-
larda ciddi enfeksiyonlara yol açabilmektedir. Aspergillus fumigatus kompleks insanlarda aspergilloz 
enfeksiyonlarından en sık izole edilen etken olmakla beraber; Aspergillus flavus kompleks ve Aspergillus 
niger kompleks de son zamanlarda önemi artan enfeksiyon etkenleri olmuşlardır. İnvazif aspergilloz 
enfeksiyonlarının gelişiminde rol oynayan faktörler arasında; immün süpresyon, hematolojik malignensi 
ve kortikosteroid kullanımı gibi konağa bağlı faktörlerin yanı sıra, Aspergillus spp. suşlarında bulunan 
elastaz, asit proteinaz ve fosfolipaz enzimleri gibi çeşitli virülans faktörleri de yer almaktadır. Bu çalışmada, 
klinik örneklerden izole edilmiş olan 30 A.fumigatus kompleks, dokuz A.flavus kompleks ve dört A.niger 
kompleks izolatında asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitelerinin araştırılması amaçlanmıştır. İzolatlarda asit 
proteinaz aktivitesi sığır serum albuminli agar (BSA); fosfolipaz aktivitesi ise yumurta sarısı içeren agar 
plakları kullanılarak araştırılmıştır. Çalışmamızda, A.fumigatus kompleks izolatlarının %76.7 (23/30)’sinde 
asit proteinaz; %93.3 (28/30)’ünde ise fosfolipaz aktivitesi saptanmıştır. Dokuz A.flavus kompleks 
izolatının hiçbirisinde asit proteinaz veya fosfolipaz aktivitesi tespit edilmemiştir. A.niger kompleks (n= 
4) izolatlarının hiçbirisinde asit proteinaz aktivitesi saptanmazken, 1 (%25) izolatta fosfolipaz aktivitesi 
belirlenmiştir. A.fumigatus kompleks izolatlarından asit proteinaz saptananların tümünde (n= 23) aynı 
zamanda fosfolipaz aktivitesi de saptanmıştır. Sonuç olarak, Aspergillus spp. suşlarında asit proteinaz ve 
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fosfolipaz gibi enzimlerin patogenez ile ilişkisinin aydınlatılabilmesi için, çok sayıda izolatın çalışıldığı 
çok merkezli çalışmaların yapılması ve bunların klinik çalışmalarla desteklenmesi gerekli görünmektedir.

Anahtar sözcükler: Aspergillus; virülans faktörleri; 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. 
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GİRİŞ

Aspergillus türleri doğada yaygın olarak bulunmakta ve sporlarının inhalasyonu yoluy-
la özellikle immün sistemi baskılanmış hastalarda bronkopulmoner enfeksiyonlara neden 
olmaktadır1. İmmün yetmezlikli hasta sayısındaki artışla birlikte, Aspergillus türleri son 
yıllarda klinik örneklerden daha sık izole edilir olmuştur. İnsanlarda meydana gelen has-
talıklara çoğunlukla Aspergillus fumigatus kompleks türleri neden olurken; onu Aspergillus 
flavus kompleks ve Aspergillus niger kompleks takip etmektedir2. Aspergillus türlerine 
bağlı invazif enfeksiyonların gelişmesinde immün süpresyon, hematolojik malignensi ve 
kortikosteroid kullanımı gibi konağa ait faktörlerin yanında, Aspergillus türlerinin sahip 
olduğu virülans faktörleri de önemli rol oynamaktadır3,4. En önemli virülans faktörlerin-
den biri, konak dokulara invazyona yardımcı olan elastaz, asit proteinaz ve fosfolipaz gibi 
ekstraselüler enzimlerdir3. Bu çalışmanın amacı; A.fumigatus kompleks, A.flavus kompleks 
ve A.niger kompleks türlerinde asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesinin araştırılmasıdır.

GEREÇ ve YÖNTEM	

Çalışmaya, Mikoloji Laboratuvarında tanımlanan 30 A.fumigatus kompleks, 9 A.flavus 
kompleks ve 4 A.niger kompleks izolatı dahil edildi. Mantarların tanımlanması konvan-
siyonel yöntemlerle5 yapıldı ve izolatlar Sabouraud dekstroz agar (SDA) içeren tüplerde 
-80ºC’de çalışılıncaya kadar saklandı.
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Çalışma için, Aspergillus spp. izolatları önce SDA içeren tüplere ekildi ve 37°C’de 5 
gün inkübe edildi. Beş günlük inkübasyon sonrasında Alp ve Arıkan6 tarafından tanım-
lanan şekilde, üremiş olan küf kolonilerinden alınıp 1 ml serum fizyolojik (SF) içerisinde 
süspanse edildi; sonrasında konidyalar bir eküvyon yardımıyla toplanarak başka bir 
steril tüpe aktarıldı. Bu uygulamadan sonra konidyal süspansiyonun üst kısmı toplandı; 
SF içeren başka bir tüpe aktarılarak süspansiyonun bulanıklığı McFarland 0.5’e göre 
ayarlandı.

Asit proteinaz aktivitesi, Staib7 tarafından tanımlandığı şekilde sığır serum albümini 
(BSA) içeren agar plaklarında araştırıldı. BSA agar plakları; %2 glukoz, %0.01 KH2PO4, 
%0.05 MgSO4, %2 agar ve %1 BSA eklenerek hazırlandı. Her bir küf kolonisinden hazır-
lanan süspansiyondan 10 µl plaklara inoküle edildi ve 37°C’de inkübasyona bırakıldı. 
Asit proteinaz aktivitesi 3. günün sonunda koloninin çevresinde halo oluşmasıyla değer-
lendirildi6,7.

Fosfolipaz aktivitesi, yumurta sarısı içeren agar plaklarında Price ve arkadaşları8 tara-
fından tanımlandığı şekilde çalışıldı. Bu besiyerinin hazırlanmasında SDA besiyeri, 1 
M sodyum klorür, 0.005 M kalsiyum klorür ve %8 yumurta sarısı kullanıldı. Yumurta 
sarısı, besiyerine eklenmeden önce 15 dakika 500x g’de santrifüj edildi; süpernatan 
steril bir tüpe alınıp, besiyeri otoklav sonrasında 50°C’ye ulaştığında besiyerine eklendi. 
Hazırlanan besiyeri sonrasında plaklara döküldü. Küf kolonisinden hazırlanmış olan süs-
pansiyondan 10 µl hazırlanmış olan besiyerine inoküle edildi ve 37°C’de inkübasyona 
bırakıldı. İnkübasyonun 3. gününde koloni çevresinde beyaz zon oluşması fosfolipaz 
aktivitesi lehine değerlendirildi6,7. 

BULGULAR

A.fumigatus kompleks izolatlarının %76.7 (23/30)’sinde asit proteinaz; %93.3 
(28/30)’ünde ise fosfolipaz aktivitesi saptanmıştır. Dokuz A.flavus kompleks izolatının 
hiçbirisinde asit proteinaz veya fosfolipaz aktivitesi tespit edilmemiştir. A.niger kompleks 
(n= 4) izolatlarının hiçbirisinde asit proteinaz aktivitesi saptanmazken, 1 (%25) izolatta 
fosfolipaz aktivitesi belirlenmiştir. A.fumigatus kompleks izolatlarından asit proteinaz sap-
tananlarda aynı zamanda fosfolipaz aktivitesi de saptanmıştır.

TARTIŞMA

Aspergillus türlerinin virülans faktörleri arasında, adhezinler, pigmentler, toksik mole-
küller ve enzimler yer almaktadır3. Bu faktörlerden asit proteinaz, akciğer dokusuna kolo-
nizasyonda ve/veya hümoral faktörlerin etkisizleştirilmesinde rol oynarken, fosfolipidlerin 
indirgenmesinde rol oynayan fosfolipaz, epitelyal hasara neden olmaktadır9. Bu nedenle 
klinik Aspergillus spp. suşlarında virülans faktörlerinin araştırılması, hastalığın gidişi açı-
sından prognostik değere sahip olabilir. Alp ve Arıkan6 tarafından yapılan bir çalışmada, 
A.fumigatus kompleks izolatlarının %44.4 (20/45)’ünde asit proteinaz aktivitesi sapta-
nırken, fosfolipaz aktivitesi tüm izolatlarda tespit edilmiştir. Bu sonuçlardan fosfolipaz 
aktivitesi bizim sonuçlarımızla benzerken, asit proteinaz aktivitesine sahip izolat sayısı 
bizim çalışmamızda daha yüksek bulunmuştur. Çalışmamızda ayrıca, Alp ve Arıkan’ın6 
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çalışmasında olduğu gibi, A.flavus kompleks izolatlarında asit proteinaz ve fosfolipaz 
aktivitesi bulunmamıştır. Diğer taraftan, Alp ve Arıkan6 A.niger kompleks izolatlarının 
(n= 5) hepsinde fosfolipaz aktivitesi saptarken, asit proteinaz aktivitesi saptamamışlardır. 
Bizim çalışmamızda da, A.niger kompleks izolatlarının (n= 4) hiçbirisinde asit proteinaz 
aktivitesi tespit edilmemiş, fosfolipaz aktivitesi ise sadece bir izolatta görülmüştür.

Asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesi, A.fumigatus kompleks izolatlarının çoğunda 
bulunmaktadır3. Reichard ve arkadaşlarının10 çalışmasında A.fumigatus ile enfekte has-
taların akciğer dokularında immünofloresans yöntemiyle asit proteinaz varlığı gösteril-
miştir. Birch ve arkadaşları11 ise, A.fumigatus suşlarının dört farklı tip fosfolipaza (A, B, 
C, D) sahip olduğunu belirterek, özellikle fosfolipaz C’nin çevresel örneklerden ziyade 
klinik örneklerden izole edilen suşlara ait olduğunu rapor etmişlerdir. Çalışmamızda, hem 
asit proteinaz hem de fosfolipaz enzimleri A.fumigatus kompleks izolatlarının çoğundan 
(sırasıyla %76.7 ve %93.3) izole edilmiştir. Ancak A.flavus kompleks izolatlarında her iki 
enzim aktivitesi de tespit edilmemiştir. Bu konu üzerinde daha yeterli yorumlar yapılabil-
mesi için, A.niger kompleks ve A.flavus kompleks izolatlarının sayısının daha fazla olduğu 
yeni çalışmalar yapılmasına ihtiyaç olduğu düşünülmektedir.
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