IVERSITESI

@) ANADOLU UN

CESITLI TAHIL UNLARINDAKI
MIiKOTOKSIJENIK FUNGUSLARIN
TANIMLANARAK TEMEL MiKOTOKSIN
POTANSIYELLERININ
ARASTIRILMASI

Rasime OZIC
Doktora Tezi

Biyoloji Ana Bilim Dah
Haziran 2011

Bu tez cahsmasi Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu Baskanhg tarafindan desteklenmistir. Proje No: 091018



JURI VE ENSTITU ONAYI

Rasime OZIC'in “Cesitli Tahil Unlarindaki Mikotoksijenik Funguslarin

Tanimlanarak Temel Mikotoksin Potansiyellerinin Arastirilmasi” baslikl

Biyoloji Anabilim Dalindaki, Doktora Tezi 03/06/2011 tarihinde, asagidaki jiiri

tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim Ogretim ve Smav

Y 6netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Ad1-Soyad: Imz

Uye (Tez Danigman) Yard.Dog¢.Dr. Nalan YILMAZ SARIOZLU
Uye Prof.Dr. Merih KIVANC o
i /
Uye Prof.Dr. Dilek AK ﬁ/l
Uye Prof Dr. Ahmet ASAN /ZM/.,\
Uye Prof.Dr. Semra ILHAN %
@
- Anadolu Universitesi  Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim
2 Kurulu'nun.................. tarih ve ............ sayill karariyla onaylanmstir.
LLl
=
Enstitii Miidiirii

@) ANADOLU UN



@) ANADOLU UNIVERSITESI

OZET
Doktora Tezi

CESITLI TAHIL UNLARINDAKI MiKOTOKSIJENIK FUNGUSLARIN
TANIMLANARAK TEMEL MIKOTOKSIN POTANSIiYELLERININ
ARASTIRILMASI
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Biyoloji Ana Bilim Dah
Damsman: Yard.Do¢.Dr. Nalan YILMAZ SARIOZLU
2011, 231 sayfa
Bu calismada  Eskisehir/Tiirkiye’deki  marketlerden  alman  un

orneklerindeki mikotoksijenik funguslarmn tanimlanmas: ve temel mikotoksinleri
iiretme potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Bu amagla, 25 farkli un 6rnegi incelenmis ve 543 kiif izole edilmistir.
Kiifler diagnostik literatiirler kullanilarak geleneksel yontemler ile cins ve tiir
seviyesinde identifiye edilmistir. Kimyasal taksonomi i¢in ince tabaka
kromatografi (ITK) ydntemi ile tiim izolatlarm metabolit profilleri elde edilerek
morfolojik identifikasyon sonuglarmi destekleyici olarak kullanilmustir.

Un oOrneklerinden elde edilen kiif izolatlarindan mikotoksin iiretme
yetenegine sahip olanlar kiiltirel yontemler ile taranmis ve 130 adet
mikotoksijenik kiif belirlenmistir. Bu izolatlarin aflatoksinleri (B1,B2,G1,G2) ve
okratoksin A’y1 tiretme yetenekleri yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) sisteminde Olg¢iilmiistiir. Aflatoksin tiretme yetenekleri 0,13-10438,00
ng/ml araliginda, okratoksin A ise 3,69-28440,00 ng/g araliinda belirlenmistir.
32 temsilci mikotoksijenik izolatin igsel transkrip ayirict (ITS) bolgeler, beta-
tubulin ve kalmodulin gen bdlgeleri dizilenmis ve Aspergillus flavus, A.
japonicus, A. tubingensis, A. niger, A. ochraceus, A. alliaceus ve Penicillium
viridicatum olarak identifiye edilmistir.

Incelenen tiim un drnekleri s6z konusu mikotoksinler yoniinden HPLC
sisteminde incelenmistir. 24 6rnegin farkli seviyelerde s6z konusu mikotoksinleri
icerdigi ancak; 3 un Orneginin Tiirk Gida Kodeksi sinir degerleri iizerinde
aflatoksin, 2 un Orneginin de sinir degerler lizerinde okratoksin A igerdigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Tahil unu, mikotoksin, mikotoksijenik kiif, HPLC, ITS
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In this study, determination of mycotoxigenic fungi in various cereal flours
from markets at Eskisehir/Tiirkiye and their capability of production of main
mycotoxin were purposed.

For this aim, 25 different flour samples were investigated and 543 mold
isolates were obtained. The molds were identified at genus and species level
according to traditional identification literatures. Chemotaxonomic data that was
obtained metabolite profiles of all of the isolates with thin layer chromatography
(TLC) method were used as promoter of morphological identification results.
Mycotoxigenic fungi were screened with cultural methods and determined 130
molds as mycotoxigenic. Aflatoxins (B1, B2, G1, G2) and ochratoxin A
production properties were measured with high performance liquid
chromatography (HPLC) system. Aflatoxin production properties were detected
between 0.13-10438.00 ng/ml, ochratoxin A production properties were detected
between 3.69-28440.00 ng/g. 32 representative mycotoxigenic isolates were
identified as Aspergillus flavus, A. japonicus, A. tubingensis, A. niger, A.
ochraceus, A. alliaceus and Penicillium viridicatum with sequencing of internal
transcribe spacer (ITS) regions, beta-tubulin and calmodulin gen regions.

All of the flour samples were investigated with HPLC system for detection
of mycotoxins. In addition to mycotoxin contamination at different levels were
detected in 24 flour samples, we were determined 3 flour samples including
aflatoxin, 2 flour samples including ochratoxin A above maximum limit values of
Turkish Food Codex.

Keywords: Cereal flour, mycotoxin, mycotoxigenic fungi, HPLC, ITS
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1. GIRIS

Diinya ¢apinda insan sagligi ve gida giivenligi acisindan biiylik tehdit
olusturan mikotoksinler Tiikiye’de de ciddi sorunlara yol agmaktadir. Ozelliklede
kokeni ve islenmisligi agisindan yiliksek oranda fungus barindirabilecek tipteki
gidalar mikotoksin igerikleri agisindan bir risk faktorii olusturmaktadir. Oldukca
iyi tamimlanmis yaygin mikotoksijenik funguslar olan Aspergillus, Penicillium ve
Fusarium genuslarina ait olan tiirler sadece gida tiikketimi ile degil, hasat ve gida
isleme siirecinde kontaminasyonlara, alerjik ve toksijenik reaksiyonlara sebep

olmaktadir.

Insan ve hayvan saghg: iizerine giiglii etkisi ve ekonomik Onemleri
nedeniyle, mikotoksijenik funguslar oldukca fazla taksonomik ve filogenetik ilgi
gormektedirler. Aspergillus, Fusarium ve Penicillium genuslarina ait baz tiirler;
pek c¢ok f{ilke tarafindan konu edilmis olan bes ana mikotoksinin yani;
aflatoksinler, okratoksin A, deoksinivalenol (=DON veya vomitoksin), zearalenon
(ZEA) ve fumonisin iiretiminden sorumludur. Ayrica biyoaktif bilesiklerin
kaynag1 ve boyle bilesikleri iireten ajanlar olarak funguslarin endiistride
kullannminin gittikce artmasi ile olasi biyolojik yararlarin1 ortaya c¢ikarmak
amaciyla fungal taksonominin uygulamali disiplinleri 6nemli bir boyut
kazanmustir. Fungal taksa tanimlamasi i¢in gelisen yaklagimlar objektif ve cok iyi
on degerlendirme sagladigi i¢in tercih edilmektedir. Fungal sistematige geleneksel
morfolojik yaklasimlar grup i¢in kullanilabilir karakterlerin eksikligi nedeniyle
problemlidir ve 06zellikle tiir seviyesinde siklikla yanlisliklar yapilmaktadir.
Ancak, gecen on yil i¢inde fungal taksanin tanimlanmasi ve belirlenmesi igin

saglam sonuclar veren yeni molekiiler ve analitik araglar gelistirilmistir.

Tiirkiye un sektorii Diinya un sektoriinde dnemli bir yer tutmaktadir ve
yilda 10 milyon ton un tiiketimi ile Diinya iilkeleri arasinda 3. swrada yer
almaktadir. Ayrica, yilda yaklasik olarak 19 milyon ton diizeyindeki bugdaym 15
milyon tonu un ve unlu mamuller i¢in kullanilmaktadir. Calismamizda Tiirkiye ve
Diinya acisindan bu derece yliksek bir kullanim alanina sahip olan bu gida

tiirlintin mikotoksin ve mikotoksijenik fungus potansiyeli agisindan incelenmesi
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amaclanmigtir. Bu amacgla; market kaynakli farkli un Orneklerinden
mikotoksijenik funguslarin izolasyonu ve geleneksel, kimyasal ve molekiiler
yontemler ile tanimlanmasi gergeklestirilmis, un Orneklerindeki mikotoksin
potansiyeli belirlenmis, elde edilmis olan fungus Orneklerinin mikotoksin
potansiyelleri ortaya konulmustur.

Farkli un ¢esitleri iizerine yapilan bu calisma ile Tirkiye ve Diinya’ da
biiyiik bir sektdr ve tiikketime sahip olan bu gida ¢esidinin insan sagligi ve gida
giivenligi acisindan potansiyeli belirlenmis, karsilasilan risk faktorlerine gore

gerekli onlemlerin alinmasina katki saglanmasi amaglanmaistir.

1.1. Kiifler ve Mikotoksinler

Kiifler dogal ¢evrelerde yaygin olarak bulunan, endiistriyel olarak 6nemli
organizmalardir. Kiiflerin en 6nemli rolleri organik maddelerin pargalayicilari
olmalar1 ve bunun esliginde de besinlerin dongiiye katilmasini saglamalaridir.
Hayvan ve bitkilerin simbiyontlar1 ve patojenleri olarak ve tahta, boya, deri, gida
ve kumasg gibi dogal ve sentetik materyalleri bozucu organizmalar olarak da
onemli rollere sahiptir. Aymi zamanda etonol, sitrik asit, antibiyotikler,
polisakkaritler, enzimler ve vitaminler gibi ekonomik olarak onemli maddelerin
iireticileri olarak da kullanilirlar (Gadd 1993).

Kiifler karakteristik olarak filamentli ya da ipliksi yapida olan okaryotik
canlilardir. Her bir ipliksi yap1 hif olarak adlandirilir ve hifler sik dallidirlar.
Dallanmis hiflerin olusturdugu topluluklara misel denir. Her bir hif hiicre ¢eperi
ile sarilmistir ve sadece ug¢ kisimlarindan biiyiirler. Bu apikal biiyiime sekli kiifleri
hemen hemen diger tiim organizmalardan ayirir. Kiifler, heterotrofik beslenme
sekline sahiptirler ve enerjilerini organik maddelerden saglarlar. Bunlarin en basiti
monosakkarit ve aminoasitlerdir. Bu tiir bilesiklerin pek ¢ogu hiicre ¢geperinden
absorbe edilmeden oOnce ekstraselliller enzimler ile basit monomerlerine
pargalanirlar. Kiifler, hem eseyli hem de eseysiz olarak cogalirlar. Fakat her iki
durumda da son yapi olarak spor iretilir. Bu yapilar sekil ve biyiiklik

bakimindan oldukg¢a farkhidirlar, fakat sporlar 6nceden olusmus bir embriyo
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icermemeleri nedeniyle yiiksek bitkilerin tohumlarmdan farklhidirlar (Stimer

2006).

Kiifler dogada her yerde bulunur ve ekosistemde biiylik bir alana yerlesme
yoniinde geligsmiglerdir. Bu gelisim sirasinda sekonder metabolitler olarak bilinen
cesitli ekstraselliiler kimyasallar1 tiretme yetenegi olusturmuslardir. Pek ¢ok kiif
farmasotik alanda kullanilan oldukca yararli sekonder metabolitleri (6rnegin;
penisilin) trettikleri gibi oldukca toksik metabolitleri de iiretmekten sorumludur.
1930 ve 1940’lh yillarda kiif kaynakli antibiyotik olarak kullanilan birgok
metabolit, bugiin ylksek canlilara gosterdikleri toksik etkiler nedeniyle
mikotoksin olarak siniflandirilmistir. Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda
ve antijen 6zellikte olan bakteriyel toksinlerin aksine, ¢ok ¢esitli kimyasal yap1 ve
biyolojik aktiviteye sahip maddelerdir ve kiigiik dozlarda alinsalar bile insan,
hayvan ve bitkilere toksik etki yaparlar. Kiiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri
ve bircok gida ve yem maddesinde geliserek toksinlerini olusturabilmeleri
nedeniyle, mikotoksinler ¢ok 6nemli dogal toksinler olarak kabul edilmektedir.
Bunlarmm iki grubu (aflatoksin, okratoksin) 2B karsinojenler olarak
smiflandirilmigtir. Trikotesen, zearalenon, patulin ve fumonisin gibi diger
toksinler ise insan gidalar1 ve hayvan yemleri ile iliskili olan 6nemli ajanlardir
(Cizelge 1.1) (Magan ve Aldred 2007; Tunail 2000).

Sekonder metabolitler mikroorganizmalar (ve diger az gelismis
organizmalar) tarafindan tretilen ve biiylimeleri i¢in hayati olmayan {riinler
olarak tanimlanabilir. Bu nedenle bu tip metabolitler, iireticileri adina rolleri
bilinmeyen metabolik iirlinler olarak da tanimlanmaktadir. Mikotoksinleri iceren
sekonder metabolitler bir bakima “yabanct” olarak géz Oniinde tutulmustur ve
kimyasal yapilar1 olduk¢a az anlasilmistir. Bu gizemli kimyasallarin anlasilmasi
Ozellikle mikotoksinler s6z konusu oldugunda olduk¢ca Onemlidir. Ciinkii bu
kimyasallar insan gida zincirinde sorunlar olusturmaktadir. Bazi caligsmalar bu tip
ekstraselliiler metabolitlerin ylizlercesinin farkli ciiriik¢iil fungus tarafindan
iretilebildigini belirtmistir ve mikro ekstraksiyon tekniklerini kullanarak ilgili
tiirlerin benzerlik ve farklhiliklarini ortaya koymay1 bagarmistir (Magan ve Aldred

2007).
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Cizelge 1.1. Onemli mikotoksinler, iireticileri, etkileri ve bulunduklari iiriinler (Tunail 2000)

Mikotoksin Toksini iireten fungus tiirleri Memeli hayvanlara | Bulundugu
etkileri iiriinler
Aflatoksin A. flavus, A. prasiticus hepatotoksik, yer fistigi,

kanserojen,
teratojen (AFB1)

findik vb.
yem, stit,
peynir

Bisoklamikasit

Byssochlamys fulva
(Paecilomyces variotii)

kanama

meyve sulari

Sitrinin

P. citrinum, A. terreus

nefrotoksik,

piring, arpa ve

norotoksik unlari, fasulye
Siklopiazonikasit P. aurantiogriseum (P. | hepatotoksik, un, fasulye,
cyclopium), kanserojen yem, et
P. griseofulvum, A. flavus iriinleri
[zlanditoksin P. islandicum hepatotoksik piring
Luteoksikrin P. islandicum. hepatotoksik, piring, yem
kanserojen
Maltorisin A. oryzae hepatotoksik malt
embriyosu
Okratoksin A. ochraceus, nefrotoksik, tahillar,
A. alutaceus, hepatotoksik, sebzeler,
P. verrucosum (P. viridicatum), | teratojen, domuz eti,
P. aurantiogriseum immunosupresif balik {irtinleri,
(P. cyclopium) malt
Patulin P. expansum, norotoksik,  hiicreye | meyveler,
P. patulum, toksik meyve sulari,
A. clavatus, malt
A. giganteus, embriyosu
Byssochlamys nivea
Penisilikasit P. martensii, Hepatotoksik, piring, piring
P. viridicatum, nefrotoksik, teratojen | unu
P. aurantiogriseum,
A. alutaceus
Psoralen Sclerotinia sclertiorum dermatoksik, mutajen, | sebze
nekroz olusumu (kereviz)
Rubratoksin P. rubrum, P. purpurogenum Hepatotoksik, tahillar
teratojen
Sporidesmin Pithomyces chartarum Hepatotoksik, delice otu
dermatoksik
Sterigmatosistin Bipolaris species, kanserojen bugday, yer
Eur. amstelodamii fistig1
Trikotesenler Fusarium sporotrichioides, Alimentary Toxic | tahillar,
(Diasetoksisirpenol, | F. graminearum, Aleukia (ATA), disiik | fasulye,
T-2 Toksin, Myrothecium roridum, dozlarda kusma, | meyve ve
Nivalenol) Trichoderma viride, 16kopenti, deri | sebzeler
Trichothecium roseum nekrozlari
Zearalenon Fusarium graminearum, oOstrojen benzeri etki Misir, bugday,
(F-2 Toksin) F.culmorum, F. equiseti fasulye,
piring, yem.
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Tiirler ve mikotoksin Ttretimi arasindaki iliskinin degerlendirilmesi
olduk¢a zordur. Bazi durumlarda, mikotoksinler belirli tiirler ile yanlis bir iligkiye
dayali olarak isimlendirilmistir. Ornegin; verrukulojen, viridikatumtoksin,
rubratokin. Zaman gectikce ve daha fazla bilesik tanimlandikga, tiir-mikotoksin
listesi oldukg¢a biiyiikk bir hale gelmistir ve gercek iliskiyi belirlemek oldukca
zorlagmustir. Bu iligkilerden ger¢ek olaninin bilinmesinin ne kadar 6nemli oldugu
aciktir. Gidalarda mikotoksijenik kiiflerin bulunma olasiligi ve mikotoksin
icerdigi diisliniilen gidalara dogru karar vermek Diinya ¢apinda gida endiistrisi

alaninda bir problem haline gelmistir (Hocking 2006).

1.2. Mikotoksijenik Kiifler

Gida ve yemlerin mikotoksinler ile kontaminasyonu insan ve hayvan
saglig1 i¢in biiyiik bir risk teskil etmektedir. Mikotoksinler kontamine olmus gida
ve yemlerin yenmesinden sonra insan ve hayvanlar i¢in akut ya da kronik
zehirlenme ve hasar olusumuna neden olabilmektedir. Dahasi mikotoksinler
iretim yapan iilkelerde c¢ok biiyiikk ekonomik kayiplarin olugmasma neden
olmaktadir. Diinya’da tiiketilen tahillarin % 25-40’mnmn bu toksik bilesikler ile
kontamine oldugu rapor edilmistir. Mikotoksinler tarlada, depolama esnasinda ya
da daha sonraki 1s1 ve nem agisindan uygun kosullar altindaki gida zincirinde yer
alan Aspergillus, Penicillium ve Fusarium gibi genuslarin baz tiirleri tarafindan
iiretilen sekonder metabolitlerdir (Cizelge 1.2) (Riba ve ark. 2010). Bu cinlere ait
tirler aflatoksin, okratoksin A, trikotesenler, zearalenon ve fumonisin olarak
adlandirilan bes 6nemli mikotoksini liretmektedir (Seifert ve Levesque 2004;

Frisvad ve ark. 2007).
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Cizelge 1.2. Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin {ireten cinsler ve {irettikleri

mikotoksinler (Tunail 2000).

Aspergillus Penicillium Fusarium Alternaria
toksinleri toksinleri toksinleri Toksinleri
Aflatoksinler Sitrinin Zearalenon (F-2 toksin) | Alternariol

AFB1

Okratoksin A

Trikotesenler

Alternariolmono-

metil-eter

AFB2 Sitreoviridin Deoksinivalenol Altertoksin
AFG1 Rubratoksin A Nivalenol Tenuazonikasit
AFG2 Rubratoksin B Diasetoksisirpenol
AFM1 Patulin T-2 toksin
AFM2 Penisilikasit HT-2 toksin Tremortin,
AFB2a P-R (Pen. Fusarin-C

requeforti)-toksin
AFG2a Luteosikrin Fumonisin B1
AFB3 Izlanditoksin Moniliformin
Aspertoksin Ksantosilin-X

Sitrinin Siklopiazonik asit
Sterigmatosistin Sitromisetin
Okratoksin A Rugulosin

Patulin Ksantomegnin
Penisilikasit

Rugulovasin A

Rugulovasin B

Verrukulotoksin

Emodin

1.2.1. Aflatoksin Ureten Kiifler

Aspergillus cinsi Ascomycota filumunun bir tyesidir ve 185’in iizerinde

tire sahiptir. Aspergillus Flavi seksiyonunun birkag tiyesi aflatoksin tireticisidir.

Bunlar A. nomius, A. tamarii, A. pseudotamarii, A. minisclerotigenes ve A.

bonbycis’i iceren daha az yaygin karsilasilan tiirlere ilaveten 6zellikle A. flavus ve
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A. parasiticus’u igermektedir. Flavi seksiyonunun disinda smiflandirilmis olan
baz1 Aspergillus tiirleri de aflatoksin iiretmektedir. Ornegin; Circumdati grubuna
morfolojik olarak benzerlik gdsteren, Ochraceorosei grubunun bir {iyesi olan A.
ochraceoroseus ve ascomycet liyesi olan Emericella astellata ve E. venezuelensis

(Aspergillus Nidulant seksiyon)’de aflatoksin tiretmektedir.

Aspergillus Flavi seksiyonunun iiyeleri olduk¢a bol ve toprak kaynakli
kiifler arasinda genis bir dagilima sahiptir ve Diinya’nin her yerinde
bulunabilirler. A. flavus bitki kalintilar1, agag¢ yapraklari, ¢iiriimiis odunlar, hayvan
artiklari, pamuk, kompost, 6lii bocekler ve hayvan lesleri, dis ve i¢ hava,
depolanan tahillar, yasayan insan ve hayvanlarm yiizeyindeki pek cok organik
bilesigi besin kaynagi olarak kullanarak yasamini devam ettiren bir saprofittir.
Tarimsal alandaki yasam dongiisii iki asamaya ayrilabilir (Sekil 1.1). Bunlardan
birincisi; topraktaki bitki kirintilarina yerlesmesi ve ikincisi ise aktif bir sekilde
gelisen bitkisel tirlinlerdeki tane ve tohumlari isgal etmesidir. Toprak A. flavus ve
A. parasiticus’un birincil asilamasi igin bir rezervuar olarak gorev yapmaktadir. A.
parasiticus toprak gevresine daha adapte olmus goriilmektedir ki nitekim yer
fistiginda baskin bir sekilde bulunmaktadir. Buna ragmen A. flavus hava ve
yaprak cevresine daha iyi adapte olmus goriilmektedir ve bu tiir misir, pamuk

tohumu ve aga¢ yemislerinde baskin bir sekilde bulunmaktadir.

Kuru ve diisiik besin gibi elverissiz kosullar altinda, misel sklerotia
denilen direngli yapilar halinde toplanmaktadir. Sklerotia; pigmentli ve hifin siki
topluluklaridir ve olumsuz c¢evresel kosullara direngli olup uzun siire dormant
halinde kalabilir. Bu kiifler toprakta ya, bdceklerin yiizeyinde ve bitki
parcalarinda misel olarak ya da sklerotia olarak kisi gecirir. Kosullar uygun
oldugu zaman, sklerotia ya ilave hifler iireterek ¢imlenir ya da toprak ve havada
dagilmalarin1 saglayan sporlar1 (eseysiz iireme yapilari) iretirler. Cogunlukla

eseysiz sporlar ve miseller seklinde meydana gelirler.
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1 inokuhim

Saptofitik
Déngil

Sekil 1.1. A. flavus ve A. parasiticus’un zirai ekosistemdeki yasam dongiisii

Aflatoksin kontaminasyonu birinci asamada; gelisen {iriiniin enfeksiyonu
ve ikinci agsamada olgunlasmadan sonra kontaminasyonda artis olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Her iki asama pek ¢ok kontaminasyon olayma katki saglamaktadir.
Iklim kontaminasyonun her iki asamasini da dogrudan etkiler. Kontaminasyonun
birinci asamasi esnasinda, duyarl iiriinlerin A. flavus ve A. parasiticus tarafindan
enfekte edilmesi kuslar, memeliler, bocekler tarafindan gelisen iiriinii mekanik
olarak yaralama yoluyla desteklenir. A. flavus sporlari ¢esitli sekillerde yaralanmis
olan tiriinlere daha hizli bir sekilde kolonize olurken, saglam iiriinlere olan etkileri

bu derece hizli ger¢ceklesmemektedir (Donner 2008).

1.2.1.1. Aspergillus Flavi Seksiyonu Tiirleri

Flavi seksiyonu tiirlerinin populasyonu ¢esitlidir ve spor rengi, sklerotia
dretimi, ¢oziinlir pigmentin varligi ve gelisme orani gibi karakterleri igeren
fenotipik Ozellikle yoniinden farkli bireylerden olusmaktadir. Fizyolojik ve
morfolojik kriterlere dayali olarak A. flavus iki straine ayrilmaktadir. A. flavus’un

S-tipi izolatlar1 diger A.flavus tiirlerinkinden daha ¢ok sayida, kiiciik (ortalama
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<400 um capinda) sklerotia ve az konidia iiretir. S straini sadece B aflatoksinlerini
yiksek derisimlerde iiretme yetenegine sahip olan A. flavus var.
parvisclerotigenus olarak tanimlanmustir. A. flavus’un L-tipi izolatlar1 ise biiyiik
ve az sayida sclerotia liretir ve A. flavus’un tipik straini olarak belirlenmistir.
Strain S-tipine benzerdir fakat farkli fizyolojik kriterlere sahip oldugu Diinya
genelinde rapor edilmistir. Bu strainler G tipi aflatoksinler de {iretebilmektedir

(Donner 2008).

Aspergillus flavus Link

[k olarak 1809 yilinda tanimlanmustir. 25 ve 37 °C’de ve Czapeks Yeast
Autolysate Agar (CYA) ortaminda hizli bir gelisim gosterir ve sarimsi yesil
koloniler {tiretir. Kolonisi kadifemsi veya ¢ogunlukla yiiniimsiidiir. Koloni arka
ylizeyi kremsi soluk saridan, sari-pembemsi haki renginde olabilir, fakat 6zellikle
sklerotia tireten strainlerde kahverenginde olmaktadir. Sklerotialar1 dnce beyaz
daha sonra siyah renklidir. Kondidioforlar1 uzun ve kabadir, konidial bas kiiresel
ve 1gmsaldir. Vezikiilii kiireseldir ve metulas1 bulundugunda silindirik ya da ug
kismi siskindir. Fiyalidleri silindiriktir ve u¢ kismi sivridir, hatta belirgin bir
boyun kismi bulunmaktadir. Konidial bas ¢ogunlukla iki siralidir fakat sadece
fiyalite sahip konidial bas da yaygmdir. Sporlar1 kiiresel ya da kiiremsidir,
yiizeyleri hafif piiriizliidiir. A. flavus Diinya ¢apinda yayilisa sahiptir. Yerfistigi,
misir, yag tohumu, hububat, fistik, hurma ve diger pek c¢ok gidada

bulunabilmektedir (Samson ve ark. 2010).

Aspergillus parasiticus Speare

[k olarak 1912 yilinda tanimlanmustir. 25 ve 37 °C’°de ve Czapeks Yeast
Autolysate Agar (CYA) ortaminda hizli bir gelisim gosterir ve koyu sar1 yesil
koloniler iiretir. Kolonileri kadifemsi veya daha siklikla yiiniimsiidiir. Kolonileri

her ortamda hizli gelisim gosterir. Koloni arka yiizleri krem, soluk sari, sari,
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pembemsi haki rengindedir, ancak sklerotia lireten strainlerde kahve renkli olarak
goriilmektedir. Konidioforlar1 renksiz, uzun, diiz veya piiriizli yiizeylidir. Konidia
basi kiiresel ve 1smsaldir. Vezikiilleri kiireseldir, metulalarinin  bulunmasi
durumunda silindirik veya ug¢ kismu siskindir. Fiyalitleri silindirik ve sivri ugludur
ve belirgin bir boyun kismina sahiptir. Kondidial bas iki serilidir ancak sadece
fiyalide sahip baslarla siklikla kargilasilmaktadir. Konidialar1 kiire ya da kiiremsi
sekillerdedir ve belirgin bir sekilde piirtizliidiir. Diinya genelinde olduk¢a yaygin
bir tiirdiir. Yerfistigl, hububat, fisttk ve diger gidalarda bulunabilmektedir
(Samson ve ark. 2010).

Okratoksin A Ureten Kiifler

Okratoksin A (OTA) ilk olarak 1965 yilinda A. ochraceus (Circumdati
seksiyon) kiiltiirinden izole edilmistir, fakat devam eden caligmalar ile bu
toksinin Aspergillus ve Penicillium cinsine ait ¢esitli fungal tiirler tarafindan
uretildigi belirlenmistir. A. ochraceus iki tiirden ibarettir. OTA’y1 yiiksek
miktarda tireten ikincisi ve yeni tirti A. westerdijkiae’dir. Aspergillus Nigri
seksiyonundaki A. carbonarius énemli bir OTA iireticisidir. Ozellikle {iziimlerde
meydana gelir ve iiziim suyu, sarap ve kurutulmus bag meyvelerinde ve bazen de
kahve c¢ekirdeklerinde OTA iretir. Aspergillus niger’de OTA firetici olarak
kaydedilmistir. A.niger topluluguna ait kaydedilen okratoksijenik izolat yiizdesi A.
carbonarius tiirlerinden olduk¢a disiiktir. A. lacticoffeatus ve A.

sclerotioniger’de kaydedilen diger OTA iireticileridir.

Diger Aspergillus’larda biiyilk miktarda OTA {iretebilir fakat goriilme
sikliklar1 olduk¢a dusiiktiir. Aspergillus Circumdati seksiyonunda yer alan A.
cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. sclerotiorum,
A. sulphureus ve Neopetromyces muricatus OTA fireten diger tiirlerdir.
Aspergillus Flavi seksiyonunda yer alan Petromyces albertensis’de OTA

uretmektedir.

Penicillium cinsinde OTA iireten tiirler P. verrucosum ve P. nordicum’dur.

P. verrucosum depolanan tahillarda 6nemli bir OTA fireticisiyken, P. nordicum
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salam gibi et iriinlerinde bulunan ana OTA fiireticisidir (EI-Khoury ve Atoui
2010; Cabanes ve Bragulat 2008).

Aspergillus ochraceus K. Wilh.

Ik kez 1877 yilinda tanmimlanmstir ve Aspergillus Circumdati
seksiyonunun olduk¢a yaygin bir tiriidiir. Sar1 kahverengi (ochre) kolonilere
sahiptir. Vezikiiller1 yuvarlaktir ve yogun bir sekilde paketlenmis metulalar
meydana getirir. Fiyalidleri kii¢iik, diiz duvarhdir ve acik kahverengi konidialar1
vardir. Kurutulmus balik, kurutulmus gesitli tohumlar, hurma ve yag tohumu gibi
cesitli gidalarda yayilim gostermektedir. Ayrica piring, arpa, bugday ve misir gibi
tahillara ilaveten yesil kahve tohumunda siklikla bulunabilmektedir (Hocking
2006).

Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson

[k olarak 2004 yilinda tanimlanmistir. 25 °C’de CYA ortaminda nispeten
hizli bir gelisim gosterir ve sar1 renkli sporlar iiretirler. Kolonileri genellikle
kadifemsi ya da ¢ogunlukla yliniimsiidiir. Tiim ortamlarda hizli gelisebilir ve
koloni arka yiizeyi krem soluk saridan sariya, pembemsi haki rengine ve 6zellikle
sklerotia iireten strainler i¢in kahverenginde olabilmektedir. Sklerotialar1 6nce
beyaz renkte olup daha sonra lavanta-mor ve siyah renkleri alabilmektedir.
Konidioforlar1 uzun ve piiriizlii yiizeylidir. Konidial baglar kiiremsidir ve daha
yash kiiltiirlerde iki ya da daha fazla kompakt kolonlar olusturabilir. Vezikiilii
kiire seklinde ve seffaftir. Metulalar1 silindir seklindedir ve u¢ kismu siskindir.
Fiyalidleri ise silindirik olup u¢ kisminda belirgin bir sekilde boyun kismi
bulunmaktadir. Konidial baglar siklikla iki serili olup yalnizca fiyalid tasiyan
baslarda bulunabilmektedir. Konidialar1 kiire, kiiremsi sekillerdedir, renksiz, hafif

piirtizlii veya diiz duvarhdir. Diinya genelinde yaygin olmakla beraber ¢ogunlukla
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olduke¢a sicak iklimlerde bulunabilmektedir. Kahve tohumu, baharat, sifali bitkiler

ve bazen de tahil iirlinlerinde goriilmektedir (Samson ve ark. 2010).

Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom

Ik olarak 1916 yilinda tanimlanmustir. 25 °C’de CYA ortamimda hizli bir
gelisim gosterir ve siyah sporlar iiretir. Koloni arka ylizeyi kremsi, soluk sar1, sar1
renklerinde olabilir. Konidioforlar1 16-22 pm uzunlugundadir. Konidial baglar
kiire-1simnsal olabilir. Konidioforlar1 diiz, uzun ve kabadir. Vezikiilleri kiire
seklindedir. Metulalar1 silindiriktir. Fiyalidleri silindiriktir ve belirgin bir boyun
kismi bulunmaktadir. Konidialar1 kiire seklindedir ve siyah uzantili piiriizli
duvara sahiptir. A. carbonarius, A. niger’e gore daha diisiik tolerasli olmakla
beraber halo-toleranttir. Yiiksek sicakliklarda iyi gelisim gosteremez ve diisiik pH
ve su aktivitesine toleranshdir. Siyah konidialar1 radyasyona olduk¢a direnglidir
ve Ozellikle de giineste kurutulmus gidalarda siklikla bulunabilirler. Diinya
capinda yaygin bir tirdiir ve iiziim, kahve ve diger pek c¢ok gidada

belirlenebilmektedir (Samson ve ark. 2010).

Aspergillus niger van Tieghem

[k olarak 1867 yilinda tanimlanmustir. 25 °C’de CYA ortaminda hizli bir
gelisim gosterir ve mor-Siyah, kahverengi-siyah veya siyah renkli koloniler tiretir.
Koloniler tiim ortamlarda hizli gelisebilir. Koloni arka yiizeyi krem, soluk sar1
sartya degisebilmektedir ve hatta bazen koyu kahverengi-siyah renklerde
olabilmektedir. Konidioforlar1 uzun, diiz ve kabadir. Konidial baslar kiire-i1gmnsal
sekillerdedir. Vezikiilleri kiire seklindedir ve silindirik metulalar tasirlar.
Fiyalidler silindir seklinde olup u¢ kisminda belirgin bir boyun kismi
bulunmaktadir. Konidialar1 kiire seklinde, siyah ¢ikintili piiriizlii duvara sahiptir.
A. niger halo-toleranttir ve yiiksek sicakliklarda geligebilir. Diinya genelinde

yaygin bir tiirdiir. Uziim, kahve, misir, sogan ve diger pek ¢ok gidada meydana
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gelir. Bitki saksilarindaki toprakta ve i¢ havada da meydana gelebilmektedir
(Samson ve ark. 2010).

Penicillium verrucosum Dierckx

[k olarak 1901 yilinda tanimlanmustir. 25 °C’de CYA ortaminda yavas bir
gelisim gosterir. Saf yesil konidia ve biiyiik renksiz eksuda damlali graniilden
fasikiile kadar degisen bir koloni yapisina sahiptir. Koloni arkasi kahverengi
merkezli krem renklidir. Konidioformlar1 renksiz, tervertisillattir ve tiim
elemanlar birbirine olduk¢a yakindir. Stipe piiriizli duvarli, metulas: ise
silindiriktir. Fiyalidler silindiriktir ve belirgin bir boyun kismina sahiptirler.
Konidialar kiire-kiiresel sekilde, yesilimsi renkli ve diiz duvarlidir. P. verrucosum
soguk ve sicak bolgelerde dagilim gosterebilmektedir. Arpa, bugday, cavdar,
yulaf gibi tahillarda ve bazen de unlarda bulunabilmektedir. Kirmizi-kahverengi

spotlar ile peynirin renginde bozukluklar olusturmaktadir (Samson ve ark. 2010).

Penicillium nordicum Dragoni & Cantoni ex Ramirez

Ik kez 1986 yilinda tanimlanmustir. Kolonileri 25 °C’de CYA ortaminda
yavas bir gelisim gostermektedir. Saf yesil konidia ve kadifemsi-graniiler
koloniler olusturmaktadirlar. Kolonileri biiyilk ve renksiz eksuda damlalarina
sahiptir. Koloni arkasi siklikla kahverengi merkezli krem renklidir. Konidiofarlar1
renksiz, tervertisillattir ve yapilar birbiri ile siki bir goriiniimdedir. Stipesi piiriizlii
duvarlhdir ve silindirik metulalar1 tasimaktadir. Fiyalidleri silindiriktir ve ug
kismida belirgin bir boyun kismi bulunmaktadir. Konidialar1 kiire-kiiremsi,
yesilimsi ve diiz duvarlidir. Soguk ve sicak iklimlerde yaygmn bir tirdiir.
Kurutulmus et, kiifle fermente edilmis sosis, tuzlanmis baliklar ve recelde
meydana gelmektedir. Kurutulmus et ve balikta ciirlimelere neden olmaktadir

(Samson ve ark. 2010).
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1.2.3. Trikotesen Ureten Kiifler

Fusarium, Stachybotrys, Myrothecium ve Trichothecium 6nemli trikotesen
ireticileri olup, makrosiklik ve makroksiklik olmayan olmak iizere 2 grup
trikotesen tiretmektedirler. 100 kadar makrosiklik olmayan trikotesen tanimlanmas
olmasina ragmen, bunlar nadiren tahil ve diger zirai tiriinlerin dogal kontaminant1
olarak rapor edilmistir (Trucksess ve Pohland 2001). Fusarium en Onemli
trikotesen ireticilerindendir. F. acuminatum, F. culmorum, F. equiseti, F.
graminearum, F. sambucinum, F. semitectum, F. sporotrichioides yiiksek oranda
trikotesen iiretme yetenegine sahipken, F. armenicum, F. camptoceras, F.
compactum, F. crookwellense, F. kyusheunse, F. poae, F. pseudograminearum, F.
solani ve F. venenatum trikotesen tirettigi rapor edilen diger Fusarium tiirleridir
(Desjardins 2006).

Deoksinivalenol (DON) ve onun asetilenmis tiirevi (3ADON, 15ADON)
en 6nemli trikotesenlerdendir. F. graminearum ve F. culmorum 6zellikle tahillara
0zgii DON iireticileridir. Bu tiirler DON f{ireticileri arasinda 6nemli bir yere sahip
olmakla beraber nivalenol ve diger bazi toksin ara {iriinlerin de {ireticileri olarak
rapor edilmislerdir. Bu iki 6nemli tiire ilaveten F. pseudograminearum diisiik

seviyede de olsa DON firetici olarak kaydedilmistir.

Nivalenol ise Ozellikle F. graminearum tarafindan {iretilmektedir. Bu
kiifiin nivalenol iiretme yetenegi DON iiretme oranindan daha diisiiktiir. ilaveten
sicak iklimlerde F. poae’de nivalenol iiretme yetenegi ile dikkat ¢ekmektedir.
Diisiik seviyede olmakla beraber F. culmorum, F. equiseti, F. crookwellense tahil

iirlinlerinde, F. venenatum ise patateste nivalenol iiretici olarak belirlenmistir.

Olduk¢a oOnemli olan diger bir trikotesen ise T-2 toksindir. F.
sporotrichioides ve F. langsethiae Avrupa’da tahil iiriinlerinde belirlenen 6nemli
T-2 toksin iireticileridir. F. poae ve F. sambucinum diisiik seviyede T-2 toksin

tireten diger Fusarium tiirleridir.

Diasetoskirpenol (DAS) ve monoasetil tiirevi (MAS) dordiincii onemli
trikotesenlerdir. F. venenatum yiiksek seviyede DAS iiretme yetenegine sahiptir.

Bu tiir siklikla tahil iirlinleri ve patatesten izole edilmistir. F. poae’de siklikla ve
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yiiksek seviyede DAS iiretebilmektedir. F. equiseti, F. sporotrichioides, F.
langsethiae ve F. sambucinum disik seviyede DAS ve MAS iiretme
yeteneklerine sahiplerdir (Hocking 2006).

Fusarium graminearum Schwabe

Ik olarak 1938 yilinda tanimlanmustir ve Gibberella zeae (Schwein.)
Petch’nin eseysiz tireme safhasidir. Patates Dekstroz Agar (PDA)’da bol beyaz
miseller liretir ve bu miseller kiiltiir yaslandik¢a sari, kahverengi ya da pembe
renkleri almaktadiwr. Yash kiiltiirlerin koloni arka yiizeyi genellikle koyu
kirmizidir. Makro sporlar1 genellikle uzun, silindirik ve hafifce egimliden diize
degismektedir. Mikro sporlar1 yoktur ve klamidosporlar1 nadirdir fakat makro spor
seklinde olabilir. Kiiltiir morfolojisi filogenetik olarak F. graminearum’a g¢ok
yakin olan F. culmorum ve F. crookwellense’ye benzerdir. Bu tiirler arasindan,
sadece F. graminearum homotallik iireme evresine sahiptir ve belirli kiiltiir
ortamlarinda 6zelliklede Carrot agarda bolca peritesyum tiretir. F. graminearum
Diinya genelinde arpa, musir, yulaf, piring ve bugday gibi tahil tohumlarinda ve

kahve, bakliyat ve patates gibi bitkilerde meydana gelir (Desjardins 2006).

Fusarium culmorum (W.G.Smith) Sacc.

[k olarak 1884 yilinda tanimlanmustir ve 1895 yilinda Pers A. Saccardo
tarafindan Fusarium cinsine transfer edilmistir. PDA’da bol miktarda misel
iiretirler ve bu miseller kiiltiir yaslandik¢a saridan pembeye doner. Koloninin alt
yiizeyi genellikle koyu kizil kirmizidir fakat bazi strainlerde kahverengi olabilir.
Makro spor genellikle boldur ve kisa, sisman, ii¢ belirgin bolmeli ve kalin
duvarlidir. Klamidospor degisken bir sekilde iiretilir ve mikro sporu bulunmaz.
Kiiltir morfolojisi F. culmorum’un filogenetik olarak olduk¢a yakin oldugu F.

graminearum ve F. crookwellense’ye benzerdir. F. culmorum toprakta, toprak
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dokiintiilerinde ve bitkilerde yaygin bulunmakla beraber sicak ve soguk iklimlerde

bol miktarda bulunabilmektedir (Desjardins 2006).

Fusarium poae (Peck) Wollenw

Ik olarak 1902 yilinda Sporotrichum poaet olarak tanimlanmistir ve 1913
yilinda H.W.Wollenweber tarafindan Fusarium cinsine aktarilmistir. PDA’da
beyaz miseller iiretir ve kiiltlir yaglandik¢a bu miseller kirmizims1 kahverengine
doniisiir. Koloni arka ylizeyinin rengi beyazdan sariya, koyu kizilims1 kirmiziya
dontislir. Makro sporlar hafifce egriden diize degisir, lic bolmeye sahiptir ve orta
bolmenin listii daha genistir. Makro spor genellikle nadirdir. Mikro sporlar
kiiremsiden (yuvarlak) limon sekline degismektedir ve monofiyalidler {lizerinde
belirgin kiimeler halinde bolca iiretilmektedirler. Polifiyalidleri yoktur ve
klamidosporlar1 F. poae’yi F. sporotrichioides’ten aywrir. F. poae iliman
iklimlerde olduk¢a yaygindir ve tohum ve fidelerde 6zelliklede ¢cimenlerden izole

edilmektedir (Desjardins 2006).

Fusarium sporotrichioides Sherb.

[Ik olarak 1915 yilinda kurutulmus patates yumrularinda tanimlanmistir.
Toprak ve bitkilerde, 6zellikle de soguk iklimlerdeki tahil ¢imlerinde genis bir
yayilima sahiptir. PDA’da bol miktarda yiiniimsii beyaz miseller iiretir ve bu
miseller kiiltlir yaslandik¢ca pembeden kahverengine doner. Koloni arka ylizeyi
genellikle koyu kirmizidir. Makro sporlar ortalama olarak 3—5 bolmeli, silindirik
ve hafif egik sekildedir. Klamidospor genellikle boldur. Mikro sporlar
polifiyalidlerde olusur, oval, armut seklinde ya da makara seklindedir. F.
sporotrichioides misir, basak kokleri ve Kanada, US ve Avrupa iilkelerinde kiigiik
hububatlarda bag beyazlig ile iligkilidir (Desjardins 2006).
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Fusarium venenatum Nirenberg

Ik olarak 1995 yilinda tammlanmistir. PDA ortammda beyaz yiiniimsii
miseller iiretir ve bu miseller kiiltiir yaslandik¢a turuncu-gri ya da kirmizi renge
doniistir. Koloni arka yiizeyi koyu kirmizi renklidir. Makro sporlar kompakt, hilal
seklinde, sivri apikal hiicreli ve bes bolmelidir. Klamidospor vardir, mikro
sporlar1 yoktur. Orijinal olarak ana kaynagi toprak olup, kurutulmus patates

yumrularinda da rapor edilmistir (Desjardins 2006).

1.2.4. Fumonisin Ureten Kiifler

Fumonisin 1980’lerin sonlarinda dikkat ¢eken, yiiksek toksisiteye sahip bir
toksindir. F. moniliforme ve F. proliferatum 6zellikle misirdaki 6nemli fumonisin
kaynaklaridir. Bu tiirler, misirda ve daha az olarak da tahil {iriinlerinde fumonisin
tireticileri olarak Diinya genelinde rapor edilmistir. F. nygamai, F. napiforme, F.
thapsinum ve F. dlamini diisiik seviyede fumonisin liretme yetenegine sahip olan

diger Fusarium tiirleridir (Hocking 2006).

Fusarium moniliforme J. Sheld. (F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg)

[Ik olarak 1904 yilinda hayvan toksikozu ile iliskili olarak misirdan izole
edilmistir. Tir ismi; mikro sporlarmin uzun zincirlerine atfen Latincede “kolye”
anlaminda olan “monilis” teriminden tiiretilmistir. Iki heterotallik F.
moniliforme’nin ¢aprazlanmasi sonucu eseyli tireme evresi olan G. moniliformis
gelisimi  gozlenmektedir. PDA ortaminda beyaz miseller iretir ve kiiltiir
yaslandik¢a miseller mor rengi almaktadir. Koloni arka ylizeyinin rengi beyaz,
grimsi-turuncu, koyu mor ya da da bazi strainlerde siyah renklidir. Makro sporlar1
3-5 bolmeli, silindir veya nadiren de diiz sekildedir. Klamidosporlar1 yoktur. Bu

tiir monofiyalitlerdeki yalanci baslarda ve zincir halinde, klavat (golf sopasi)
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mikro sporlar iiretmektedir. Diinya ¢apinda yaygin bir Fusarium tiiridiir ve misir,
piring, seker kamisi, muz, kuskonmaz ve pamuk kaynakli olarak kaydedilmis olu

tropikal ve subtropikat iklimlerde yayilis gdstermektedir (Desjardins 2006).

Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg

Ik olarak 1971 yilmda T. Matsushima tarafindan Cephalosporium
proliferatum olarak tanimlanmistir ve 1976 yilinda Helgard Nirenberg tarafindan
Fusarium cinsine taginmistir. PDA’da yiiniimsii beyaz miseller iretir ve kiiltiir
yaslandikc¢a bu miseller grimsi mor renge doniisiir. Koloni arka yiizeyi beyazdan
grimsi turuncu, koyu mor ya da bazi strainlerde siyah renkli olmak tizere oldukca
cesitlilik géstermektedir. Makro sporlar 3—5 bolmelidir ve silindir, nadiren de diiz
sekildedir. Klamidosporlar1 vardir. Mikro sporlar1 karakteristik olarak “V”
seklinde olan polifiyalidlerden gelisen yalanci baslarda ve zincir halinde meydana
gelir. F. proliferatum olagan dis1 bir konak¢1 araligma sahiptir ve kuskonmaz,
muz, hurma, incir, sarimsak, mango, misir, ananas, piring, sorgum ve bugday gibi
ekonomik 6neme sahip bitkilerde ciddi hastaliklara neden olmaktadir (Desjardins

2006).

1.2.5. Zearalenon Ureten Kiifler

Zearalenon domuz ve insanlarda hiperdstrojenizme yol acan bir toksindir
ve en Onemli treticileri F. graminearum ve F. culmorum’dur. Bu kiifler Diinya
genelinde tahil {iriinlerinde rapor edilmistir. Ilaveten diisiik seviyelerde olmakla
beraber F. equiseti ve F. crookwellense zearalenon iireten diger Fusarium
tiirleridir (Hocking 2006).
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1.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de insan Saghgim Tehtid Eden Mikotoksinler

1.3.1. Aflatoksinler

Aflatoksinler (Aspergillus flavus toksinleri); Aspergillus flavus ve A.
parasiticus kiiflerinin sekonder metabolitleridir (Sabuncuoglu ve ark. 2008). A.
flavus’un bazi suslari, A. parasiticus’un hemen hemen biitiin suslar1 aflatoksin
iretme yetenegine sahiptir. Ancak 1987 yilinda A. flavus’a fenotipik olarak
benzerlik gdsteren A. nomius’un ve son olarak da A. pseudotamarii’nin aflatoksin
tirettigi belirlenmistir (Mngadi 2007).

Aflatoksinler “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton”
gruplarinda siniflandirilmistir. Aflatoksinlerin aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 olmak
lizere dort ana fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirme ITK’da uzun dalga
boyu UV 15181 altinda aflatoksin B1 ve B2’nin mavi, aflatoksin G1 ve G2’nin ise
yesil floresan vermesiyle iliskilidir. B toksinleri kumarin yapidaki lakton
halkasma eklenmis siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir lakton halkas1
icermektedir (Ozkaya ve Temiz 2003). Olusturduklar1 toksik etki giiciine gore
siralama AFB1>AFGI1>AFB2>AFG2 seklindedir (Sabuncuoglu ve ark. 2008).
Aflatoksin ile kontamine olmus iirtinlerdeki biyolojik aktiviteden aflatoksin B1 ve
daha az olarak da aflatoksin G1 sorumludur. Bu durum her iki toksinin terminal
furan halkas1 2, 3 karbon pozisyonunda bir doymamis baga sahip olmasi ile
iligkilidir (Sekil 1.2). Aflatoksin B2, B1’in, aflatoksin G2 ise G1’in dihidro
tirevidir ve “in vivo” kosullarda metabolik olarak B1 ve G1’e okside olmadiklari
stirece biyolojik olarak inaktiftirler. Bu dort aflatoksinin disinda aflatoksin M1 ve
aflatoksin M2 olarak isimlendirilen O©nemli iki aflatoksin tiirevi daha
bulunmaktadir. M toksinleri aflatoksinli yem ile beslenen ve laktasyon
devresindeki memeli hayvanlarin siitlerinden ve idrarlarindan izole edilmistir. Bu
toksinler de ITK’da, uzun dalga boyu UV 15181 altinda mavi floresan verirler ve B
toksinlerinden daha diisiik R degerine sahip olmalari ile ayrilirlar. Aflatoksin M1
ve M2, aflatoksin B1 ve B2’nin hidroksi tiirevleridir ve aflatoksin M2 ayni
zamanda dihidro-aflatoksin M1°dir (Sekil 1.2). Aflatoksin B1 ve G1’in hemiasetal
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tirevleri olan aflatoksin B2a ve G2a’da (Sekil 1.2) A. flavus’un dogal
metabolitleri olarak izole edilmistir. Bu tiirevler aflatoksin B1 ve G1’in asit
ortamda hidroksillenmesi ile de elde edilmektedir ve bu dzelliklerinden aflatoksin
B1 ve G1’in dogrulanmasinda kullanilmaktadir.

Aflatoksinler; metanol, kloroform ve diger bircok organik ¢oziiciide
coziinebilmektedir. Ancak sudaki ¢oziiniirlikkleri azdir. Toksinler UV 15181n1 (362
nm) kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B1 ve B2 i¢in 425 nm’de aflatoksin G1 ve
G2 i¢in 1se 450 nm’de floresan emisyonu olustururlar. Aflatoksinler gida ve yem
maddelerinde ¢ok kararhdir, ancak ¢ok diisiik veya yiiksek pH’larda (pH<3 ve
pH>10), okside edici ajanlarla ve oksijen olan ortamlarda UV 1s1gma maruz
kaldiklarinda hizla aktivasyonlarmi yitirirler (Ozkaya ve Temiz 2003; Donner
2008).

O @] O 0
Q ‘ O
\ ] S
LO/LO =TT 0CH, I\oJ\o < OCHs
Aflatoksin B1 Aflatoksin B2
O O @ O
g Swy
Lo/l\o A OCH; 07 07 = TN0OCH;
Aflatoksin G1 Aflatoksin G2

Sekil 1.2. Aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Ozkaya ve Temiz 2003)




@) ANADOLU UNIVERSITESI

21

O 0 O O
O 0
OH ‘ OH |
ey Ny
0 0" SN 0CH, 07 07 =" T0CH;
Aflatoksin M1 Aflatoksin M2

Aflatoksin B2a Aflatoksin G2a

Sekil 1.2. (Devam) Aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Ozkaya ve Temiz 2003)

1.3.1.1. Aflatoksinle Kontamine Gidalar

Aflatoksin en fazla bitkisel iirlinlerde goriiliir. Yer fistigi, findik, Antep
fist1ig1, badem, cam fisti1, c¢esitli cevizler (Paraguay cevizi, Pekan cevizi,
Hindistan cevizi) arasinda yer fistig1 ve mamulleri en riskli gidalardir. Tahillardan
bugday, musir, cavdar, arpa, yulaf, piring aflatoksinle bulasik olabilir ve bunlar
degirmencilik ve firincilik iirtinleri de risk tasir. Cesitli unlar, kepek, irmik, misir
gevregi (corn flakes), spagetti bu kapsamda diisiinlilmelidir. Baklagiller icerisinde
soya fasulyesi One c¢ikar, ancak fasulye, bezelye, bdgriilce, mercimekte de
goriilebilir. Yagli tohumlardan; pamuk, aygigcegi, susam ve kolza tohumlarinda
siklikla rastlanir. Bu tohumlarda ve yag icerigi fazla olan diger iirlinlerde daha
fazla goriilmesi, kiiflerin gelisimi i¢in gerekli olan bagli olmayan suyun oraninin
yiikksek olmasiyla aciklanir. Hammaddeye bagl olarak; fistik ezmesi, findik
ezmesi, badem ezmesi, marzipan (badem veya kayisi ¢ekirdegi ezmesi), persipan

(seftali ¢ekirdegi ezmesi), yer fistiklarindan kiyilmig veya biitiin halde suruba
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batirilarak hazirlanan sekerlemeler (Groundnut Toffees) risk tasirlar. Sorgum,
dar1, misir ve ¢esitli kiispeler (yer fistig1, soya, pamuk, ay¢igegi tohumu kiispeleri)
gibi hayvan yemleri aflatoksin ile yliksek diizeyde kontaminedir. Baharatlardan
ozellikle kirmizi toz biber, pul biber, karabiber ve kuru meyvelerden incir
aflatoksin agisindan 6nde gelen riskli tirtinlerdir.

Cesitli unlardaki aflatoksin kontaminasyon diizeyini hammaddeyi
olusturan tarimsal Uriiniin aflatoksin miktar1 belirler. Aflatoksin danelerden unlara
degisik oranlarda fakat azalarak gecer. Kepekte ise aflatoksin yogunlasir. A. flavus
ile ileri bir diizeyde kontaminasyon ger¢ceklesmis ve miseller endosperme
girmislerse, 6glitme tekniklerinde almnacak 6nlemler un ve irmiklerde aflatoksin
miktarmin disiiriilmesinde yetersiz kalir. Misir unlar1 digerlerine oranla daha
fazla risk tasir (Tunail 2000).

Genel olarak siit, siit tozu ve peynirlerin disindaki hayvansal gidalarda
aflatoksin hem daha ender bulunur hem de konsantrasyonu daha diistiktiir.
Aflatoksin B1’in tiirevi olan aflatoksin M1 siit ve siit iirlinlerinde karsilasilan
toksin tipidir. Bununla beraber ¢ig fermente sucuk ve salamlar, geleneksel
yontemle kurutulmus kemikli jambonlar daha fazla risk (Tunail 2000; Heperkan
2006) tasimaktadir.

Baharat c¢esitleri de aflatoksin igerikleri ag¢isindan arastirilmistir.
Kirmizibiber (toz ve pul) en riskli iirlindiir. Karabiberde aflatoksine daha az
rastlanir ve konsantrasyonu daha disiiktiir. Safran, zencefil, kisnis, toz veya
kiyilmis Hindistan cevizi i¢i aflatoksin pozitif bulunan baharat ¢esitleridir. Buna
karsilik tar¢m, hardal, rezene otu, anason, kakule, kori, Ispanyol kirmiz1 biberi
(paprika) ise aflatoksin icermez. Ancak negatif bulunan baharat ¢esitleri az sayida
taranan Orneklerin sonuglarin1 yansitmaktadir. Kimyon i¢in veri bulunmazken,
laboratuvar denemelerinde kimyon ve anason tohumlar1 A. parasiticus, kakule de
A. flavus ile inokiile edildiginde bu substratlar {izerinde aflatoksin olusmustur.

Aflatoksinle kontamine tarimsal tiriinler kendi i¢lerinde risk agisindan
smiflandirildiginda ilk siralary; misir, yer fistigi, Paraguay cevizi, pamuk tohumu,
Antep fistig1 ve kopra (kurutulmus ve kiyilmis Hindistan cevizi igi) alir.
Aflatoksin acisindan ikinci derecede 6nem tasiyan iiriinler; kuru incir, badem,

Pekan cevizi, ceviz, kuru Uziim ve baharattir. Aflatoksin; dar1 ¢esitlerinde,
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bugday, yulaf, arpa, piring, soya fasulyesi ve diger baklagil danelerinde daha
ender olugsmaktadir (Tunail 2000).

Gida ve yemlerde degisik miktarlarda aflatoksine rastlanabilmektedir.
Gida ve yemlerde bulunabilecek aflatoksin miktar ile ilgili simirlamalar iilkeden
iilkeye degigsmektedir. Tiirkiye icin farkli gida gruplari i¢in belirlenen maksimum

aflatoksin sinirlar1 Cizelge 1.3’de belirtilmistir.

Cizelge 1.3. Aflatoksin Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri
(http://www.kkgm.gov.tr/ TGK/Teblig/2008-26.html)

Gida Maddesi Maksimum limit (ug/kg)

AFLATOKSIN B, B1+B,+G;+G; M,

Findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yer fistigi,
yagli tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan iiretilen 50 10,0 -
islenmis gidalar

Yerfistig1 (dogrudan tiikketime sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan dnce simiflandirma, ayiklama gibi 8,0 15,0 -
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve bunlardan
iretilen islenmis gidalar (dogrudan tiiketilen veya gida 2,0 4,0 -
bileseni olarak kullanilan)

Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullamilmadan 6nce siniflandirma, aytklama gibi 5,0 10,0 -
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Cig siit, 1s1l islem gormiis siit, siit bazli {irlinlerin tiretiminde

kullanilan siit - - 0,050

Baharatlarin asagidaki tiirleri i¢in;

- Kirmuzibiber (Capsicum spp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, kirmizibiber ve aci
kirmizibiberin biitiin ve toz hali dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, 5,0 10,0 -
akbiber ve karabiber dahil)

- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

Zerdegal (Curcuma longa)

Bebek ve kiiciik ¢cocuk ek gidalar 0,10 - -

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek siitleri ve _ ) 0025

devam siitleri dahil)
Bebekler i¢in 6zel tibbi amagh 0,10 0,025

Diger gida maddeleri (bulunmast muhtemel riskli gidalar) 5,0 10,0 0,5

1.3.1.2. Aflatoksin Biyosentez Mekanizmasi

A. flavus, A. nomius ve A. parasiticus aflatoksin iirettigi bilinen fungal
tiurlerdir. Ancak A. nidulans ve Bipolaris, Chaetomium, Farrowia ve
Monocillium’in tiirlerini iceren 20 kadar farkli Aspergillus aflatoksin Bl

(AFB1)’in biyosentez yol izinin oldukca toksik ara iirlinii olan sterigmatosistini
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(ST) tiretmektedir. A. flavus ve A. parasiticus’daki AFB1 biyosentez yol izinin A.
nidulans’daki ST biyosentez yol izine benzer olmasma ragmen, 3 tiire ait
karsilastirmali ¢alismalar Aspergillus ve diger genuslar tarafindan takip edilen yol
izinin gelisimine 151k tutmak ve biyosentez ya da regiilasyonun nasil meydana
geldigini agiklamak igin caba gdstermektedir.

Aflatoksin biyosentezi bloke edilmis bazi mutantlarin izolasyonu ve
karakterizasyonu aflatoksin yol izinin biyokimyasal ve molekiiler biyolojisini
aciklamada anahtar bir role sahiptir. Bu aflatoksin bloke mutantlarin kullanildig:
biyodoniisiim deneyleri, metabolik inhibitérler ve kararli izotop-ya da radyo
izotop etiketli prekiirsorler ya da yol izi ara iirlinleri bu kompleks biyosentetik yol
izindeki reaksiyonun mekanizmasimin anlagilmasimni saglamistir.

AFB1’in poliketit omurgasinin meydana gelisindeki baslangic adiminin;
yag asiti biyosentezindeki ile analog bir davranis i¢cinde poliketit sentaz (PKS)
tarafindan asetat ve dokuz malonat {initesinin (CO; kaybu ile) polimerizasyonunu
gerektirdigi diisiinlilmektedir. Ancak bir yag asiti sentaz (FAS) tarafindan 6
karbonli hekzanat baslatici {initesinin sentezinden sonra noranthron denen 20
karbonlu dekatidin meydana gelmesi i¢in PKS tarafindan uzatilmasi da alternatif
ve olas1 bir diger baslama adimudir. ikinci segenekte, norantron varsayilan bir
oksidaz tarafindan anthraquinone norsolorinic asite (NA) okside edilir. Difuran
parcasinda 2,3 pozisyonunda ¢ift bag igeren Versikolorin A (VA) AFBI1 yol
izinde meydana gelen ilk molekiil olmasindan dolay1 ¢ok onemlidir. Bu ¢ift bag
mikrozomal sitokrom P450 enzimi i¢in bir hedeftir. Aksine aflatoksin B2 (AFB2)
bu ¢ift bagdan yoksundur ve bu nedenle 100 kat daha az karsinojendir.

Aflatoksin yol izinde bulunan bazi enzimlerin saflastirildigi arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistir. Bu saflastirilmis  enzimler; ST’nin  O-
metilsterigmatosistine doniistimiinde yer alan iki ayr1 O-metiltransferaz, NA’nin
averantine (AVN) geri doniislimlii ¢evriminde yer alan NA rediiktaz (ya da
muhtemelen 2 ayr1 enzim), versikonal’in versikolorin B’ye doniistimiinde gereken
siklaz ve versikonal hemiasetal asetatin versikonol asetata reaksiyonunu
katalizleyen iki versikonal hemiasetal asetat rediiktaz (VHA rediiktaz 1 ve II,

muhtemelen izozimler)’dir.
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Aflatoksin biyosentezinde goérev alan bazi gen bolgelerine ait yapilan
bozulma caligmalari ile ilgili gen bolgelerinin yol izindeki rolleri belirlenmistir.
Bunlarda verA geninin bozulmasi VA’nin birikmesi ve ST nin belirgin bir sekilde
kaybiyla sonuglanmigtir. Bu veriler verA geninin VA’ ’nin ST ye doniisiimiinde rol
aldigin1 gostermektedir. Benzer sekilde ver-1’in bozulmasi VA’nin birikmesi ve
aflatoksin biyosentez yol izinin bloke edilmesi ile sonuglanmistir. Nor-1’in
bozulmast ise NA'nin ¢ok yiiksek miktarlarda birikmesi ile sonu¢lanmistir. Bu
sekilde  bozulmaya wugratilan strainlerin  diisik seviyede aflatoksin
tiretebildiklerinden dolay1 aflatoksin biyosentez yol izinde NA’dan averufin
sentezi i¢in bir ya da daha fazla alternatif yol bulundugu hipotezini ortaya
cikartilmistir. Ayrica nor-1/maltoz baglama proteini (MBP) boliinme proteini
E.coli’de ekspresse edildiginde, ham E.coli hiicre ekstrelerinin NADPH varhiginda
NA’dan AVN’ye doniigmiis olan boliinme proteinleri igerdigi belirlenmistir.
Boylece nor-1 tarafindan kodlanan rediiktaz enziminin NA’denin AVN’ye
doniisiimiinii katalizledigi belirlenmistir.

Metabolit doniisiim ¢alismalari ile bir diger gen olan uvm8 geninin AFB1
yol izini nor-1 ve nor-1’in bir kismini bloke etmek kaidesi ile durdurdugu
belirlenmistir. Ayrica bu gene ait peptid dizilerinin FAS’a yiiksek benzerlik
gbstermesi UvM8 geninin hekzanoat baglaticinin sentezi i¢in gerekli olan bir FAS
aktivitesini kodladig1 varsayilmistir. Hekzonattaki 2 keto grubu tamamen
hidrokarbona indirgendiginden, sentezinde yer alan FAS’m B-ketoagil senteza
ilaveten ketorediiktaz, dihidrataz ve enoyil rediiktaz olmak iizere 3 anahtar enzim
aktivitesi icerigi diisiiniilmektedir. Diger bir gen olan omt-1 geninin E.coli’de
ekspresyonu ile yapilan ¢alismalar ile bu genin ST’ nin O-metilsterigmatosistine
doniisiimiinden sorumlu O-metiltransferaz enzimini kodlayan bir gen oldugu
belirlenmistir. Son olarak afl’ geninin diizenleyici bir gen oldugu ortaya
konulmustur.

Poliketitler ~hayvanlar1 da igceren diger organizmalara ilaveten
aktinomisetler, funguslar ve bitkiler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin
biiyiik ve degisik bir ailesidir. Sekonder metabolitler enzim kofaktorleri, enerji ve

yap1 bloklar1 yoniinden primer metabolitlere bagimli olsalar da, bu sekonder
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metabolitlerin sentezinin diizenlenmesi birincil metabolitlerin diizenlenmesinden
farklidir.

Kiiltiirde A. parasiticus ve A. flavus idiofaz esnasinda aflatoksin iretir,
eksponansiyel gelisimde aflatoksin iretimi yavas ya da durmustur ve sekonder
metabolitler meydana gelmistir. Transkripsiyon ve translasyon inhibitdrleri
kullanilarak aflatoksin {iretimi i¢in yeni proteinlerin sentezlenmesine gerek
duyuldugu gosterilmistir. Diger baz1 c¢aligmalar ile de idiofaza kadar
belirlenmemis olan fakat aflatoksin yol izinde gerekli oldugu diisiiniilen en az 4
enzimin bulundugu gosterilmistir. A. parasiticus’un batik fermentasyonu
esnasinda nor-1 ve ver-1 RNA transkriptleri aktif gelisim ve duragan faz
arasindaki ge¢is esnasinda hizli bir sekilde birikmiglerdir. aflR genindeki RNA
transkriplerinin birikimi diizenleyici bir proteinin kodlandigini isaret etmektedir.
Bu genlere ait transkripsiyon koordinasyonun transkripsiyon seviyesinde
diizenleyici bir protein tarafindan diizenlendigi ileri siiriilmiistiir.

Afl-2 olarak adlandirilan bir genin 6nemli bir diizenleyici faktor kodladigi
onerilmektedir. Genetik kanitlar ve metabolit besleme c¢alismalar1 afl-2’nin
aflatoksin biyosentezinde NA’dan énce bulundugunu gostermektedir. Ornegin afl-
2 geni bloke edilmis olan A. flavus strainlerinde pek ¢ok ara iiriiniin aflatoksine
dontstiiriilmedigi goriilmiistiir ki bu veri ilgili genin yoklugunda yol izine ait
onemli bir enzimin sentezlenemedigini isaret etmektedir. Diger bir gen olan apa-
2’nin de afl-2 ile homolog fonksiyonlar gosterdigi belirlenmistir (Sekil 1.3) (Trail
ve ark. 1995).

Aflatoksinin diizenlenmesi; hiicresel kompartmasyon ve aflatoksin gen
ekspresyonu ve karbon akisi olarak iki sekilde modellenmistir. Birinci model olan
hiicresel kompartmasyonda nor-1 (ilk), ver-1 (orta) ve omtA (geg) sitoplazmadaki
serbest ribozomlarda sentezlenir, tastyic1 vezikiillere paketlenir ve sitoplazma
araciligiyla vakuol hedef yol izinde tasinir. Aksine vbs sitoplazmada lokalize
olmustur ve golgi yapisinda oldugu, klasik salgi yoluyla da vakuollere tasindigi
diigiiniilmektedir. Vbs’nin glikosillenmis olmast bu fikri kuvvetlendirmektedir.
Ikinci model olan gen regiilasyonunda ise glikoz konsantrasyonunun veya glikoz
metabolizmasinin algilanmas1 FadA/cAMP/PKA sinyalizasyon yol izi ile baglar.

Seker metabolizmas1 veya algilanmasma ait mekanizma detaylar1 ise heniiz
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bilinmemektedir. Mitokontri ve peroksizomlar poliketit sentezi i¢in asetil ko
enzim-A (Asetil CoA)’yi olustururlar. Aflatoksin sentezinin ilk agamalar1 yani
asetil CoA’dan norsolorinik asitin olugsmasi peroksizomlarda meydana gelir. Son
aragtirmalarda, aflatoksijenik vezikiillerdeki (aflatoksizom) yol izine ait son enzim
fonksiyonlarmin aflatoksinin disariya taginmasi yoniinde oldugu belirlenmistir.
Ancak bu agamada yol izine ait ilk ve orta enzimlerinde hala var ve aktif oldugu
dikkat c¢ekicidir. Karbon kaynagi ve 1s1ik gibi en az iki ayr1 sinyal, aflatoksinin
sentezi ve disar1 tasmmmasmda bulunan 2 ayr1 diizenleyicinin koordinasyonunu
saglayan VeA aktivitesini tetiklemektedir. Bu diizenleyicilerden birincisi genel ve
spesifik transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi aracilifiyla gergeklesen gen
regiilasyonudur. ikincisi ise tasiyic1 vezikiillerin birikmesi ile sonuglanan, C smnifi
Vps baglama kompleks (Tc) aktivitesinin baskilanmasidir. Her iki diizenleyici
calistigi zaman, sentez edilen aflatoksini tasiyan ve onlar1 hiicre digina aktaran

aflatoksizomlarda aflatoksin enzimleri birikir (Sekil 1.4) (Chanda ve ark. 2009).

1.3.1.3. Aflatoksinlerin Etki Mekanizmasi

Aflatoksinler (AF), insan ve hayvan saghgi fiizerinde karsinojenik,
teratojenik ve mutajenik etkilere neden olur. AF’lerin insan ve hayvanlarda
olusturdugu akut ve kronik seyirli mikotoksikoza aflatoksikoz adi verilir.
AF’lerin toksik etkilerinin derecesi, maruziyet durumu yaninda kisinin yasi,
beslenme diizeni, hepatit B enfeksiyonu gibi bazi faktorlerden etkilenmektedir.
AF’lerin toksik etkileri hepatotoksisite, hepatokarsinojenite, nefrotoksisite,
teratojenite, immun sistemin bozulmasi ile hastaliklara kars1 yatkinlik, biiyiimenin
yavaslamasi ve besin maddelerinden yararlanmanin azalmasi olarak sayilabilir.
AF’ler Uluslararas1 Kanser Arastrma Orgiitine (IARC) “Grup I” karsinojen
olarak degerlendirilmektedirler. AFB1 en bilinen insan karaciger karsinojenidir.
AF’lerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinden biyotransformasyonlari sonucu
olusan toksik ana drlinlerin sorumlu oldugu bilinmektedir (Sekil 1.5)

(Sabuncuoglu ve ark. 2008).
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Sekil 1.3. A) Gen kiimesi, B) aflatoksin biyosentez yol izi. NOR, norsolorinic asit; AVN,

averantin; HAVN, 5'-hydroxyaverantin; OAVN, oksoaverantin; AVNN, averufanin;
AVF, averufin; VHA, versikonal hemiasetal asetat; VAL, versikonal, VERB,
versikolorin B; VERA, versikolorin A; DMST, demetilsterigmatosistin; DHDMST,
dihidrodemetilsterigmatosistin; ST, sterigmatosistin; DHST, dihidrosterigmatosistin;
OMST, O-methilsterigmatosistin, DHOMST, dihidro-O-metilsterigmatosistin; AFBy,
aflatoksin By; AFB,, aflatoksin B,; AFG,, aflatoksin G;; AFG,, aflatoksin G, (Yu ve
ark. 2004)
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Aflatoksinlerin DNA, RNA ve protein sentezi inhibisyonu; ¢esitli enzim
aktivitelerinin azalmasi, glukoz metabolizmasi depresyonu, fosfolipitler, serbest
yag asitleri, trigliseritler ve kolesterol ve esterileri dahil olmak {izere lipit sentezi
inhibisyonu ve pihtilasma faktorii inhibisyonu gibi metabolik etkileri vardir.
Toksik etkilerini gosterebilmek i¢in metabolik aktivasyona gerek duyan dolayli
etkili bir mikotoksindir. Primer karaciger kanserinin ¢ok orijinli olduguna inanilsa
da aflatoksin Bl yiyecek kontaminanti olarak yaygin bulunmasi nedeniyle en
giclii faktordiir. Hepatoma ve karaciger hasart olusumuna iligkin yapilan
calismalarla AFB1’in K1 ras protoonkogenin aktivasyonunu sagladigi ve p53
timor baskilayici geni farklilastirdigir saptanmistir. Hepatoseliilar karsinoma
(HCC) hastalarinda p53 geninde onemli bir nokta olan 249. kodonun {igiincii
bazinda guanin—timin (G—T) transversiyonu gozlenmistir.

Aflatoksinlerin akut ve kronik toksisitelerinde tiirlerarasi, bireylerarasi ve
cinsiyete gore onemli farkliliklar vardir. Simdiye kadar toksisitesine tamamen
direngli bir hayvan tiirii bulunmamustir. Aflatoksinlere olan duyarliligin cinsiyete
bagl olup olmadigini arastirmak {lizere yapilan arastirmalarda disi farelerin erkek
farelere gore daha az duyarlhi oldugu; bu durumun da Ostrojenik hormonlarin
koruyucu etkinliginden kaynaklandig1 saptanmistir. Toksisite; cevresel faktorler,
maruziyet doz ve sliresi, yas, saglik ve beslenme aligkanliklarma gore farklilik
gosterebilir.

AFBI’in mutajenik ve karsinojenik etkileri elektronca zengin
dihidrobisfuranimn, karaciger sitokrom P450 (CYP 450) izoenzimleri CYP 2C ve
daha az olmak iizere farelerde CYP 1A2 ve insanlarda CYP 3A4 ile AFB1’in 8,9
epoksite doniismesinden kaynaklanmaktadir (Girgin ve ark. 2001).

AFB1’in sitokrom araciligiyla oksidasyonu ile detoksifikasyon firiinleri
olarak AFM1, AFP1 ve AFQ1 gibi ¢gesitli hidroksil metabolitler olusabilmektedir.
Memeli tiirlerinde AFB1 i¢in en dnemli detoksifikasyon yolagi metabolizma
sonucu olusan epoksit formunun glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi aracilifiyla
gerceklesen glutatyon (GSH) konjugasyon reaksiyonudur. Epoksit formun endo
ve ekzo izomerleri bulunabilmektedir. Insanlarda AFB1’in 8,9 epoksit formunun
olusumunda baskm olan CYP izozimi 3A4’tiir. Ozellikle insanlarda CYP3A4

aracilig1 ile olusan iirlin sadece ekzo izomer formundadir. Diger CYP450’ler
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aracilig1 ile hem endo hem de ekzo epoksit formu olusabilmektedir. Ekzo epoksi
formu yiiksek elektrofilik aktiviteye sahiptir ve sadece bu form DNA ile reaksiyon
gosterir ki DNA’da guaninin N’ konumuna baglanir. Endo izomerden yaklasik
500 kat daha fazla mutajenik aktiviteye sahiptir. Hem ekzo hem de endo epoksit,
GST tarafindan katalizlenen GSH konjugasyonu icin substrattir, dolayistyla GSH
tiikketicisidir. AFB1’in 8,9 epoksit daha sonra 8,9 dihidroAFB1’e metabolize
olarak Schiff bazi olusumuyla hiicresel proteinlerdeki lizin amino asitine —amin
grubundan baglanarak modifiye eder ve hiicre hasar1 ve Oliimiine neden olur.
AFM1°de p53 iizerinde mutajenik etki géstermektedir.

AFB1, AFB2 ve sterigmatosistin oksitleri guaminin N’ konumu tarafindan
niikleofilik ataga ugrarlar ve bunun sonucunda oksit acilarak N'-guanin DNA
katim iirlinii olugur. Olusan bu yap1 3 spontan siireg ile kaybolabilir;

() aflatoksin dihidrodioliin ayrilarak c¢iplak guanin molekiiliiniin

kalmasi,

(i)  pirin olmayan kismini birakarak guaninin ayrilmast,

(iii)  imidazol halkasmin agilmasi

AFB1’in uzaklastirilmasi in vivo olarak DNA onarim enzimleri nedeniyle
daha hizli gerceklesmektedir. imidazol halka acilmasi guaninin N’ pozisyonuna
olan asir1 baglanmanin sonucudur. Halka i¢indeki pozitif ylikiin artmasi1 sonucu
8,9 — dihidro — 1 — 8- ( 2,6-diamino — 4 — okso - 3,4 — dihidroprimid — 5 —
ilformamido ) — 9 - hidroksi AFB1 ve 8, 9-dihidro-8-(2-amino-6-formamido-4-
okso-3,4-dihidroprimid-5-ilamino)-9-hidroksi AFB1 olmak iizere iki tiriin olusur.
AFB1 katimi olmus DNA’nin alkali kosullarda tutulmasi imidazol halkasinin
acilmasi ve diol olusumu ile sonuc¢lanirken hafif asitik kosullar AFB1-DNA katim
iirlinlerine doniisiimii saglar. AFB1-DNA katim iirlinleri idrarla atilirlar ve bu
atimin diyet kaynakli AFB1 alimi ile dogrusal olarak arttig1 diistiniilmektedir. Bu
nedenle idrarla atilan AFB1 katim {iriinleri; diyetsel maruziyetin yani sira kanser
riskini gosteren Onemli bir biyogosterge olarak da kullanilmaktadir. Yapilan
calismalarda, idrarlarinda AFB1-DNA katim ({iriinii bulunan bireylerin,
bulunmayanlara oranla kansere yakalanma risklerinin 9,1 kat daha fazla oldugu
saptanmuistir (Sabuncuoglu ve ark. 2008; Girgin ve ark. 2001; Ozkaya ve Temiz
2003).
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1.3.2. Okratoksinler

Aspergillus ochraceus (A. alutaceus), A. melleus, A. alliaceus, A. ostianus,
A. sclerotorium, A. albertensis, A. wentii, A. auricomus, A. niger var. niger, A.
sulphureus, (A. fresenii) ve P. verrucosum kiifleri okratoksinleri iiretme
yetenegine sahiptir (Girgin ve ark. 2001). Okratoksin A (OTA) dogada sik olarak
bulunmas:1 ve nefrotoksik ve kanserojenik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
olduk¢a 6nemli bir okratoksindir. OTA’nin Bulgaristan, Yunanistan ve Romanya
gibi baz1 Balkan iilkelerinde “Balkan Endemik nefropati” olarak adlandirilan
oldiiriicii bobrek hastaliklarina ve iiriner bolgede cesitli tiimdrlere neden oldugu
bilinmektedir (Kabak ve Var 2006).

Okratoksinler; OTA, OTA’nin metil ve etil esterleri olarak bilinen
okratoksin C (OTC), 4-hidroksiokratoksin A (4-OH-OTA), okratoksin B (OTB)
ve OTB’nin metil ve etil esterleri ve okratoksin a’dan ibarettir (Sekil 1.6).
Okratoksin o hari¢, okratoksinler bir amid bagiyla 7-karboksi grubu araciligiyla
L-B-fenilalanine baglanmis bir pentaketit tiirevi dihidroksikumarin yapisindadir
(Anli ve Alkis 2010; Brase ve ark. 2009).

OTA’nin dogal dekloro analogu olan OTB, OTA’dan 10 kat daha az
toksiktir. OTA ile OTB’nin farki, OTA’nin dihidro-metil-isokumarin halka
sisteminde C5 pozisyonunda klor atomu tasimasidir. Bu klor atomunun varligina
ilaveten, fenolik hidroksil grubu da toksisiteyi arttirmaktadir. OTA esterlerinin
toksisitesi OTA’ya benzerlik gosterirken OTB’nin esterleri beklendigi sekilde
toksik etkili bulunmamuistir. Okratoksinin tiim bilesikleri sicaklik ve hidrolize ¢cok
dayanikhidir (Girgin ve ark. 2001).

OTA organik ¢oziiclilerde yliksek bir ¢oziiniirliige sahipken, suda az
¢oziiniir. Metanol igerisinde ¢oziildiiglinde 333 nm’de absorbans gdstermektedir.
467 nm’de floresan emisyonu olusturmaktadir. OTA genis asidik 6zellige sahiptir.
pKa degeri fenilalanin kismin karboksi grubu i¢in 4.2-4.4 ve isokumarin
pargasmin fenolik hidroksi grubu i¢in 7.0-7.3 arasindadir (Anli ve Alkis 2010).
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Sekil 1.6. Okratoksinlerin kimyasal yapilar1 (Ozkaya ve Temiz 2003)

1.3.2.1. Okratoksinle Kontamine Gidalar

Bitkisel iirlinler igerisinde tahillar (bugday, arpa, yulaf, c¢avdar, musir,
piring) OTA’y1 yiiksek konsantrasyonda igerdiklerinden hem insanlar hem de
hayvanlar i¢in kontaminasyon kaynagidir. Yulaf ve arpalarda genellikle OTA
konsantrasyonu daha diisiik olmakla beraber ekstrem durumlarda yulafta 27.5
mg.kg™ diizeyinde goriiliir. Insanlara gegen OTA’ nin asil kaynagmm hayvansal
iirlinler oldugu konusunda bir¢cok otorite hemfikirdir. Hayvan yeminde kritik
konsantrasyon olan 200 pg.kg™ diizeyinin tizerindeki degerler hayvan organ ve
dokularmda OTA kalntismnin diizeyini arttiracagindan tehlikelidir. Ancak ne
yazik ki gerek kuru incir gerekse toz ve pul biber yiiksek diizeylerde OTA igceren
iirtinlerdir (Tunail 2000).
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OTA ile kontamine olma riskine sahip olan farkli gida gruplarma ait OTA’
nin maksimum smirlar1 Tiirk Gida Kodeksi tarafindan belirlenmis ve Cizelge

1.4°de verilmistir.

Cizelge 1.4. OTA Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri
(http://www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

Maksimum limit

Gida Maddesi ng/kg)

OKRATOKSIN A

Islenmemis tahillar 50
Tahildan elde edilen tiim iiriinler (dogrudan tiiketime sunulan tahillar ve islenmis 30

tahul diriinleri dahil) '

Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru {iziim ve ¢ekirdeksiz iiziim dahil) 10,0
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 5,0
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢dziinebilir kahve 10,0
Sarap (kopiiklii sarap/sampanya dahil, likor saraplar1 ve hacmen alkol miktari en 20

az % 15 olan saraplar hari¢) ve meyve saraplari

Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize sarap kokteyli 2,0

Uziim suyu, {iziim suyu konsantresi, iiziim nektar1 ile dogrudan tiiketime sunulan

- - . 2,0
lizim girasi ve iliziim siras1 konsantresi
Bebek ve kiiciik ¢ocuk ek 0,5
Bebekler icin 6zel tibbi amagh diyet 0,5
Diger gida maddeleri (bulunmas1 muhtemel riskli gidalar) 10,0

1.3.2.2. Okratoksinlerin Biyosentez Mekanizmasi

OTA’nin ¢esitli toksijenik Ozellikleri hakkinda oldukca fazla bilgi
edinilmis olmasima ragmen, herhangi bir kiif tiiriinde OTA’nin biyosentetik yol izi
hakkinda tam bir bilgi saglanamamistir. Ancak ¢ogunlukla isokumarin grubun
poliketit sentaz yol izi ile asetat ve malonattan pentaketittin olustuguna
inanilmaktadir (El-Khoury ve Atoui 2010). 14C- ve 13C-etiketlenmis
prekiirsorlerin kullanildig: etiketleme deneyleri Shikimat yol izinden fenilalanin,
pentaketit yol izinden de dihidroizokumarinin olustugunu gdstermistir (Anli ve
Alkis 2010). Bundan dolayi, anahtar bir enzim oldugu diisiiniilen poliketit sentaz
fumonisin ve aflatoksin gibi diger poliketit mikotoksinlerinki ile benzer sekilde
OTA biyosentezinde de yer almaktadir. Cesitli arastirmacilar tarafindan OTA’nin
yapisina gore mekanistik bir modele dayali biyosentez yol izi Onerilmistir.
OTA’nm heterosiklik kismi yapisal olarak A. ochraceus, A. westerdijkiae ve A.

melleus gibi pek ¢ok OTA fiireten tiir tarafindan iretilen bir sekonder metabolit
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olan melleine benzerdir ancak melein okratoksin iiretmeyen tiirler tarafinda da
iretilmektedir (El-Khoury ve Atoui 2010).

OTA’nin biyosentezi 3 asamada gergeklesmektedir. Birinci asama bir
poliketit sentazi kapsayan mellein araciligiyla okratoksin o’nin poliketit
sentezidir. Bu asamada bir birim asetatin dOrt malonat birimine
kondensasyonundan ibaret olan izokumarin poliketitin sentezi s6z konusudur.
Burada poliketit sentazi kodlayan genin Penicillium ve Aspergillus arasinda
oldukca farkli oldugu goriilmektedir. A. ochraceus’da poliketit sentaz genleri
sadece OTA i¢in uygun kosullar altinda ve mikotoksin sentezinin ilk asamalarinda
ekspresse edilir.  Penicillium’larda ise ilgili gen kiimesi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Clinkii OTA {ireten Penicillium’lar arasinda (P. nordicum ve
P. verrucosum) genetik farkliliklar dikkat ¢ekmektedir (Anli ve Alkis 2010; El-
Khoury ve Atoui 2010). Ikinci asama ise agil aktivasyonunu kapsar; mellein
metillenir ve 7-karboksi-mellein’e (=OTp) oksitlenir. Bir kloroperoksidazla
klorinasyon OToa’nin olugsmasina neden olur. Daha sonra bu bilesik ATP
kullanilarak bir anhidrid karisimina doniistiiriiliir. Ikinci bir prekiirsdr olan
fenilalanin etil ester aktivasyonu ile takip edilen shikimik asit yol izi ile
sentezlenir. Uciincii asamada bir sentetaz aracihgiyla aktive edilmis olan bu
prekiirsorlerin baglantis1 gergeklesir, OTC ve OTA etil esteri meydana gelir. Bir
esteraz tarafindan de-esterifikasyon ya da transesterifikasyon bu kabul edilen yol
izindeki son asamadir. Bu sematik yol izi isaretlenmis prekiirsorler ve A.
ochraceusun OTA iireten straini kullanilarak gergeklestirilmistir. Varsayilan
etiketlenmis okratoksin o, p ve mellein ara driinlerin birlestirilmesi OTA
iiretiminde okratoksin o’nin 6nemli derecede, okratoksin 3’nin orta derecede etkili
oldugu fakat mellein’nin ise roliiniin bulunmadigini géstermistir (Sekil 1.7).

Penicillium’da OTA biyosentezinden sorumlu gen kiimesi P. nordicum’a
ait 10 kb’lik DNA parcasmin klonlanmasi ile karakterize edilmistir. ilgili DNA
parcasinin 3 uzun ORF igerdigi belirlenmistir. Birinci ORF (otapksPN) bir
poliketit sentazdir ve Aspergillus tiirlerinde bulunan PKS’den farklidir. ikinci
ORF (npsPN) ise ribozomal olmayan peptit sentaz ile homologtur. Ugiincii ORF
(aspPN) fungal alkalin serin proteinaz ile homologtur. Sistematik bir analizde

otapksPN’nin P. nordicum’da bulundugu ancak P. verrucosumda bulunmadigi
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belirlenmistir. Bu veri her iki OTA ireten Penicillium tirii arasinda genetik
farkliliklar oldugunu isaret etmektedir (El-Khoury ve Atoui 2010). Bu durumun P.
verrucosum’un OTA’ya ilaveten poliketit esasli bir mikotoksin olan sitrinini de

iiretmesinden ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir (Anli ve Alkis 2010).

Acetyl CoA+
COOH Malonat
Poliketit
v Sentaz
HO OH (o} 0k
OH
° OH
Shikimik Asit CH,
HOy O
O
H
CH,
Mellein
3 oOYHO ©
o? HO o
NH, th
Okratoksin 3

Fenifalanin

A\
0O OH O
HO | 2N (o]
o ~-H
ki H,
Cl
Okratoksin «
OH 0

NH
COOH O H
CH,

Cl

Okratoksin A

Sekil 1.7. OTA biyosentezi (Anli ve Alkis 2010)

Aspergillus tiirlerinde de OTA’nin  {iretimi pks gen kiimesinin
ekspresyonuna dnemli derecede baglidir. OTA’nin biyosentetik yol izinde rol alan
genler A. ochraceus’da OTA pks genlerindeki ekspresyonun elverisli ve stresli

kosullarda karsilastirilmasi ile aydinlatilmaya ¢aligilmastir.
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Sitokrom P450 monooksigenaz genleri, poliketit sekonder metabolitlerin
biyosentezinde yer alan enzimleri kodlayan diger monooksigenaz genleri ile
yiiksek derecede benzerlik gostermektedir. Ozellikle, p450-H11 geni aflatoksin
biyosentezinde bulunan averantin oksidorediiktaz genine, ayrica CypA genine ¢ok
benzerdir. Pks miktar1 ve sitokrom P450 transkriptleri arasinda kuvvetli bir
korelasyon bulunmaktadir ve biriken OTA miktar1 OTA biyosentezinde bu
genlerin olas1 bir role sahip oldugunu isaret etmektedir. Pks ve nrps (non-
ribozomal peptit sentaz) genlerinin ayr1 ayr1 klonlandiginda, bu genlerin ayni
yonetimde transkribe oldugu ancak ayni ORF’de olmadiklar1 belirlenmistir. Bu

veri bu genlerin iki ayr1 protein kodladigini isaret etmektedir (Sabuncuoglu ve ark.
2008).

1.3.2.3. Okratoksinlerin Etki Mekanizmasi

Okratoksinlerin ~ olusturduklar1  klinik tabloya okratoksikoz adi
verilmektedir. OTA’nin yaptig1 renal lezyonlar, prosimal tiibiiliin dejenerasyonu
dahil, renal kortekste interstisyel fibrozis, glomeriiliin hiyalinizasyonu ve tiibiiler
epitelin atrofisi ile birliktedir. OTA bobrek hiicrelerinde belli bolgeleri inhibe eder
ve bu hiicrelerdeki apoptotik tipte lezyonun nedenidir. Sporlarin solunmasi da bir
diger maruziyet yoludur. OTA’nin immiinosiipresif, hepatonefrotoksik,
teratojenik, apoptoz indiikleyici, genotoksik ve lipid peroksidasyonu arttiric
oldugu gosterilmistir. OTA, DNA kirilmalari, protein sentezi inhibisyonu ve
glikoneogenez, mitokontride oksidatif fosforilasyonun bozulmasi ve kanin
pihtilasmasinin engellenmesine neden olmasiyla insan sagligi icin biiylik 6nem
tagimaktadir. Fatal doz maruziyeti ile renal tiibilk nekrozu ve periportal karaciger
hiicrelerinde pek ¢ok patojenik degisiklik gozlenmistir.

Yapilan arastirma verilerine gére OTA’nin temel toksik etki mekanizmasi,
ATP mekanizmasina bagli olarak mitokontriyel solunumun inhibisyonu, protein
sentezinin azalmasma eslik eden tRNA sentezinin inhibisyonu ve lipid
peroksidasyonunun artmast olarak tanimlanmistir (Sabuncuoglu ve ark. 2008).

OTA’nin oksidatif stresi indiikledigi bildirilmektedir. Reaktif oksijen
bilesiklerinin olusumu Fe**-OTA kompleksi araciligiyla olmaktadir. OTA, lipid
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peroksidasyonu ve ayni zamanda hiicresel hasar gostergesi olan malondialdehit
artigina neden olmaktadir. Serbest radikal diizeyleri, siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler araciligiyla kontrol edilmektedir.
Antioksidan savunma azaldiginda veya reaktif oksijen bilesiklerinin diizeyi
arttiginda oksidatif stres gelisir. Protein sentezinin inhibisyonu ve oksidatif yolak
araciligiyla serbest radikallerin olusumunun OTA’nin toksik etkisinde anahtar
rolii oynadig1 gosterilmistir.

OTA fenilalanin-tRNA sentetaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda fenil
alanin ile yarigarak protein sentezini inhibe eder ve bu &zellik toksisitesiyle
iligkilidir (Sabuncuoglu ve ark. 2008).

OTA’nin temel toksik etkisi nefropatidir ve Balkan Endemik Nefropati
olarak bilinen insan Oliimciil hastaligm etmenidir. Ayrica sicanlar ile yapilan
caligmalar, OTA’nin beyinde farkli seviyelerde lezyona sebep olugu ve bu
nedenle merkezi sinir sistemi iizerinde norotoksik etkiye yol agtig1 belirlenmistir.
OTA c¢esitli morfolojik anomalilere yol agan fetal doku birikimleri ve plesanta
hasarlarma yol agmaktadir. Fetiir {izerinde meydana getirdigi hasarlar OTA’ ’nin
teratojenik bir toksin oldugunu gostermistir. Ayrica belirli kosullar altinda diisiik
ve yiiksek dozlarda OTA varlig1 giiclii bir immiin sistemi baskilayic1 yonde etki
olusturmaktadir. Lenfoid dokularmin nekrozu OTA’ya yiiksek hassasiyetin
bulundugunu isaret etmektedir ve humoral ve hiicresel immiinite etkileri de
tanimlanmistir. OTA’nin periferal T ve B lemfositlerin proliferasyonunun
inhibisyonunda ve interlokin 2 (IL2) ve reseptorlerinin iiretimini durdurmada
onemli bir role sahip oldugu goriilmektedir. OTA ile yapilan hayvan deneyleri
sonucunda karsinojenite ile karsilasiimis olmasi bu toksinin insanlar igin
karsinojen oldugunu diisiindiirmektedir. Bu toksin beslenme yoluyla alindiginda,
hepatoselliiler tiimor, renal hiicre tiimorleri, hepatomas ve hiperplastik hepatik
nodiiller gozlenmektedir. OTA’ya maruziyet ve insan kanseri arasindaki iligkinin
ortaya konulmasina yonelik ¢aligmalar yeterli olmamakla beraber, iirotelyal idrar
yolu tiimorlerinden 6lim ve sikligi Bulgaristan ve Yugoslavya’daki Balkan
Endemik Nefropatinin cografik dagilimi ile baglantili bulunmustur.

OTA, TARC (Uluslararas: Kanser Arastirma Ajansi) tarafindan “Grup [IB”

muhtemel karsinojen olarak smiflandirilmistir.  OTA  dolayli karsinojen
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mekanizmas1 araciligiyla epigenetik karsinojen olarak da adlandirilmaktadir.
Ancak ayni1 zamanda DNA’ya dogrudan baglanabilmesi nedeniyle dogrudan
karsinojen olarak kabul edilmektedir (Sabuncuoglu ve ark. 2008).

1.3.3. Trikotesenler

Trikotesenler Fusarium, Stachybotrys, Trichothecium, Kerticimosporium,
Cephalosporium ve Cylindrocarpen kiiflerinin sekonder metabolitleri olarak
olusan mikotoksinlerdir. 140°dan fazla trikotesen tipi izole edilmistir ve bu say1
artmaya devam etmektedir (Girgin ve ark. 2001).

Trikotesenler 9 ve 10. (C-9) ¢ift bag ve 12, 13 epoksit halkasi
icermesinden dolay1 trisiklik seskiterpenlerdir ve bundan dolayr 12, 13-
epoksitrikotes-9-en’ler olarak karakterize edilirler. Fusarium trikotesenleri C-3,
C-4, C-7, C-8 ve C-15 pozisyonlarindaki ¢esitli oksijenasyon ve esterifikasyon
modelleri ile karakterize olmustur ve C-4 ve C-15’e¢ bagli makrosiklikler
icermezler (Sekil 1.8).

Trikotesenler 12, 13-epoksitrikotes-9-en halkasi temel alinarak kimyasal
yapilara gore A, B, C ve D olmak {izere dort farkli gruba ayrilirlar. A ve B tipi
trikotesenler C-8 pozisyonunda keto grubu igerip igermemesine gore birbirinden
ayrilirlar. A grubu trikotesenler; C-8’de oksijen islevine sahip olmayan
diasetoksiskirpenol ve C-8’de esterlenmis hidroksil grubuna sahip olan T-2
toksini tarafindan temsil edilirler. B grubu trikotesenler C-8’de keto grubuna
sahiptir ve nivalenol ve deoksinivalenol ile temsil edilirler (Desjardin 2006). C
tipi ilave bir epoksit grubu ile karakterizedir. D tipi ise makrosiklik
trikotesenlerden olusmaktadir ve Stachybotrys ve Trichotecium iiyeleri tarafindan
giretilir. Tarim iriinlerinde trikotesen kontaminasyonunun biiyliik kismmi A
grubundan olan T-2 toksini ve skirpentriol ile B grubuna dahil olan
deoksinivalenol (DON) ve nivalenol (NIV) ve tiirevleri olusturmaktadir. T-2
toksini ve skirpentrioliin dogada bulunma sikligt DON ve NIV’e gore daha azdir
(Girgin ve ark. 2001; Desjardin 2006).

Tip A ve onun kemotipleri ITK ile ve uzun dalga boylu UV 15181 altinda

meydana gelen renk degisimleri ile belirlenebilmektedir. Tip B trikotesenler



@ ANADOLU UNIVERSITESI

40

kahverengi, tip a trikotesenler ise gok mavisi floresan renginde goriilmektedir
(Desjardin 2006).

R4 Ils 1‘4
R3
Trikotesen Oksijenasyon ve Esterifikasyonun Pozisyonu
C-3 C-4 C-7 C-8 C-15
Deoksinivalenol | OH H OH =0 OH
Nivalenol OH OH OH =0 OH
T-2 toksin OH OAc H Olsoval OAc

OAc: Asetil ester, Olsoval; isovalerat ester

Sekil 1.8. Trikotesenlerin yapisi (Desjardin 2006)

1.3.3.1. Trikotesenlerle Kontamine Gidalar

Fusarium tirleri tarafindan iiretilen trikotesen ¢ok ¢esitli bitkisel tiriinleri
enfekte edebilir ve bundan dolay1 trikotesenler ¢ok c¢esitli gida ve yemlerde
meydana gelebilir. Ancak pratikte misir, bugday ve arpa gibi tahil tohumlar1 insan
ve hayvan beslenmesindeki trikotesen kontaminasyonunun en &nemli
kaynaklaridir. Cevresel kosullar kiif enfeksiyonu icin uygun oldugu zaman,
trikotesen tarlada tahillar1 kontamine edebilir ve depolama kosullar1 da kif
gelisimi ve trikotesen liretimi i¢in uygun olur ise, toksin miktari 6nemli Olciide
artar. Trikotesen iireten Fusarium tiirleri dogada ve zirai ekosistemde genis bir
yayilima sahip oldugundan dolayi, zirai ticaretten trikotesenlerin tamamen elimine
edilmesi miimkiin degildir. Gelisen isletmeciligin bu konudaki amaci ise gida ve
yemlerdeki trikotesen kontaminasyonunun saglik iizerinde Onemli bir etki

olusturamayacak konsantrasyonlara kadar indirmektir. Trikotesen yOnetim




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

41

stratejileri tahil gidalar1 ve islenmis gidalardaki kontaminasyonu ve seviyesini
belirlemek i¢in 6rnek toplanmasi ve analizi gerektirmektedir. Gelisen tilkelerde
toplum egitimi ile birlikte {irlin yonetimi ve depolama standartlari, trikotesene
insan maruziyetinin smirlandirilmasi, kapsamli goézetimi ve diizenlenmesi
iyilestirilmektedir. Az gelismis iilkelerde ise aksine trikotesen ve diger
mikotoksinler ile gida kontaminasyonuna karsi biling diisiiktiir. Sinirlandirilmis
kaynaklar nedeniyle, az gelismis iilkelerdeki mikotoksin izleme programlari
siklikla sinirlandirilmis ya da ithalat {irtinlerine odaklanmaigstir.

Kullanilabilir verilerin az olmasma ragmen, az gelismis {tlkelerdeki
populasyonun misir, bugday, arpa ve diger tahil tohumlarinda 6nemli seviyelerde
trikotesene maruz kaldig: diisiiniilmektedir (Desjardins 2006).

Ozellikle bu klimada trikotesen igerikli yemler hayvan zehirlenmelerine ve
Oliimlerine neden olur ve yasanan olaylar ¢cok seyrek degildir. Boyle yemlerde
diger toksinlerin yani sira T2 toksini 2 mg/kg™ diizeyinde bulunmustur. Yem
musirlarinda trikotesenler olduk¢a fazla goriiliir. Dioksiskirpenol miktar1 31,5
mg/kg™® diizeyine kadar cikabilmektedir. Tirkiye tahil ve yem maddeleri
bulundugu iklim kusagi nedeni ile trikotesenler acisindan risk altinda degildir
(Tunail 2000).

Trikotesen ile kontamine olma riskine sahip olan gida gruplarinda izin
verilen maksimum limit Tiirk Gida Kodeksi tarafindan skirpentriol ile B grubuna
dahil olan deoksinivalenol (DON) i¢in olusturulmus ve ilgili limitler Cizelge

1.5’de verilmistir.

Cizelge 1.5. DON Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri
(http:/www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

Gida Maddesi Maksimum limit (ng/kg)
DEOKSINIVALENOL (DON)
Islem gbrmemis tahillar (durum bugdayi, yulaf ve musir haric) 1250
Islenmemis durum bugday1 ve yulaf 1750
Islenmemis musir (1slak dgiitiilecekler haric) 1750

Dogrudan tiiketime sunulan tahillar, dogrudan insan tiikketimine sunulan tahil

unlari, kepek (son {iriin olarak) ve tohumlar1 750
Makarna 750
Ekmek (hafif firmcilik tiriinleri dahil), pastacilik {iriinleri, biskiivi, tahil gerezleri,

500
kahvaltilik tahillar
Bebek ve kiiciik ¢cocuk ek gidalari 200
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Cizelge 1.5. (Devam) DON Tiirk Gida Kodeksi maksimum simnir degerleri
(http://Aww.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek {retilen misirin  kabaca
dgiitiilmesinden elde edilen kiigiik pargalar ve musir irmigi (GTIP 1103 13)
veya musirdan elde edilen pelleter (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan
tiketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek
iretilen misir veya musir iiriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle
elde edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

750

500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek iiretilen misir unu (GTIP
1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500 mikrondan kiigiik
ve esit eleklerden gegirilerek dretilen misir veya musir {riinlerinin 1250
kabartilmas: veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP
1904 10 10)

1.3.3.2. Trikotesenlerin Biyosentez Mekanizmasi

Trikotesen, monoterpen (10 Kkarbonlu) jenaril pirofosfat seklinde
yogunlagsmis olan izopentenil pirofosfat ve dimetil pirofosfatta mevalonat
araciligiyla asetattan koken alir. Jeranil pirofosfat sirasiyla seskiterpen (15
karbonlu) trans, trans-farnesil meydana getirmek igin isopentil pirofosfat
molekiiliiniin ilave edilmesi ile yogunlasir. Seskiterpenler, steroller, eremofilanler,
sativanlar ve botrydialler gibi degisik 6nemli fungal dogal {riinleri meydana
getirir. Trikotesen biyosentezi, hidrokarbon ara diizey trikodini vasitasiyla farnesil
pirofosfattan olusmaktadir. Trikodinden oksijenasyon, izomerizasyon, siklizasyon
ve esterifikasyon gibi bir seri olayin sonucunda diasetoksiskirpenol, T-2 toksin,
deoksinivalenol ve nivalenol gibi daha kompleks trikotesenler meydana gelir.
Trikotesenin karakterizasyonu F.sporotrichioides mutant straini kullanilarak C-3
ve C-15’deki hidroksilasyonun C-4 ve C-8’deki hidroksilasyonuyla takip
edilmesiyle sematize edilmistir. F.sporotrichioides’in UV ile indiiklenen mutant
strainin kat1 substrat fermentasyonu sonucu trikotriol ve izotrikotriol, trikotrioliin
11a-hidroksi izomeri gibi diger biyosiklik bilesikler meydana gelir (Desjardin
2006).

F. sporotrichioides kiiltiiri ile yapilan birlesme deneylerinin
diasetoksiskirpenol ve T-2 toksinin olasi prekiirsor sayisi ile (6rnegin; bir veya
daha fazla pozisyonunda hidroksilasyonlu trikotesenler) diizeltilmesi hem
isotrikotriol ve hem de trikotrioliin T-2 toksin prekiirsorii oldugunu agikca ortaya

koymustur. F. sambucinum ve F. sporotrichioides’deki trikotesen biyosentezine
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ait oksijenasyon adim sras;; C-11 (izotrikotriol) — C-9 (trikotriol —
izotrikodermol) — C-15 (didekaloneftrin) — C-4 (diasetoksiskirpenol) — C-8
(neosolaniol—-T-2 toksin) (Sekil 1.9a ve b). Bu ¢alismalar Fusarium tiirlerindeki
trikotesen biyosentezinde bir prekiirsor olmayan C-3, C-4, C-7, C-8 ve C-15’de
oksijenasyonlagsmayan temel trikotesen bilesiklerini de belirlemistir. F.culmorum
ile yapilan birlestirme deneyleri izotrichodiol ve izotrichodermol’iin 3-
asetildeoksinivalenol’iin  prekiirsorii  oldugunu  gostermistir.  Trikodienin
izotrikotriole doniisimii C-2, C-11 ve C-12, C-13’de en az 3 oksijenasyonu
gerektirmektedir. F.  sporotrichioides’iin  isaretleme  ¢alismalar1  1la-
hidroksitrikodienin apotrikotesene ait bir prekiirsor olabilecegini gostermistir.
Ozetle, F. culmorum, F. graminearum, F. sambucinum ve
F.sporotrichioides’in trikotesen biyosentezinde siklizasyon ve g¢ogunlukla da
oksijenasyonda ortak yol izlerler. F. culmorum / F. graminearum (nivalenol) ve F.
sambucinum / F. sporotrichioides (T-2 toksin)’e ait yol izleri arasindaki ana
dallanma noktas1 kalonektrinde meydana gelmektedir (Sekil 1.9a ve b) (Desjardin

2006).
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Sekil 1.9a. Trikotesen biyosentez yol izi. F. sporotrichioides’de T-2 toksin biyosentetik yol izi

(Desjardin 2006).
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F.graminearum nivalenol ve deoksinivalenol

Sekil 1.9b. Trikotesen biyosentez yol izi.

biyosentetik yol izi (Desjardin 2006).
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Trikodien sentaz adinda tek bir trikotesen biyotentez enzimi izole edilip
saflastirilmistir. Trikodien sentaz bir sequiterpen siklazdir ve trans, trans-farnesil
pirofosfat1 trikodiene katalizler. F.sambucinum ve F.sporotrichioides ile yapilan
caligmalarda trikodien sentaz enzimin sivi kiiltiirdeki stasyonal gelisim sathasinin
ilk asamalarinda indiiklendigi gosterilmistir. Immunoblotlama yontemi ile yapilan
calismalarda enzim aktivitesindeki artig ile poliketit seviyesinde ve trikotesen
miktar1 arasinda bir baglant1 oldugu belirlenmistir. Trikotesen sentezinden
sorumlu genlerin F.sporotrichioides’den Escherichia coli ve domatese aktarilmasi
sonucu enzim ekspresyonu ve trichodien birikimi meydana gelmistir.

Fusarium tiirlerindeki trikotesen biyosentez yol izi seskiterpen siklizasyon
ile baslar ve sekize varan oksijenasyon ve esterifikasyon ile takip edilir.
Trikotesen biyosentezi bir tasiyici proteinin ekspresyonunu ve diizenleyici gen
agmi gerektirir. F.sambucinum’daki C-8 hidroksilasyonun Mendelian genetik
analizi trikotesen biyosentezinde baglantisiz en az iki bolge oldugunu ileri
stirmiigtir. Bu ilk varsayim 2003 yilinda F.graminearum’un genomunun
yayinlanmasi ile dogrulanmistir ve trikotesen biyosentetik ve diizenleyici genlerin

dort bagimsiz bolge olarak haritalanmistir (Sekil 1.10 ve 1.11) (Desjardin 2006).
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Sekil 1.11. F. sporotrichioides ve F. graminearum’un nivalenol (NIV) ve deoksinivalenol (DON)

tireten strainlerinde trikotesen biyosentez yol izindeki gen kiimesi (Desjardin 2006).

Trikodien sentaz geni ilk olarak Tox5 olarak isimlendirilmis olup
giniimiizde TRI5 gen kiimesi olarak yeniden adlandirilmistir. TRI5 geninin
bozulmas1 ¢aligsmalar1 herhangi bir belirlenebilir yeni metabolit birikimi
olmaksizin trikotesen biyosentezinin kaybiyla sonuglanmaistir.

Bir substrat molekiiliine molekiiler oksijenin eklenmesini katalizleyen
sitokrom P450 monooksigenaz heme-esasl enzimlerin bir {ist ailesidir. Fungal
sitokrom P450 hidrokarbon degredasyonunu, steroid hidroksilasyonunu,
fitoaleksin degredasyonunu ve trikotesen, fumonisin ve aflatoksin gibi birkag
mikotoksinin biyosentezini katalizler. TRI5 gen kiimesinde yer alan trikodien
oksigenaz TRI4 geni sitokrom P450’nin bir st ailerine ait liyelere benzer
proteinleri kodlamaktadir. TRI4 bozulmasi ile yapilan c¢aligmalar hidrokarbon
prekiirsorii trikodienin birikmesi ve trikotesen liretiminin kaybi ile sonu¢lanmistir.

Bu veriler TRI4 geninin trikotesen biyosentezinin ilk oksijenasyonun bir ya da
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daha fazla asamasini katalizleyen sitokrom P450 monooksigenazi kodladigini
gostermektedir (Desjardin 2006).

Izotrikodermin 15-oksigenaz geni TRI5 gen kiimesinde yer alan ve TRI11
olarak isimlendirilen diger bir gendir. TRI11 bozulmasma dayali ¢aligmalar
izotrikodermin, 8-hidroksi izotrikodermin, 8-hidroksi izotrikodermol ve 3,4,8-
trihidroksitrikotesen birikimi ve T—2 toksin iiretiminin kaybiyla sonuglanmustir.
Bu veriler C-15’in oksijenasyonunu katalizleyen sitokrom P450 monooksigenazin
TRI11 tarafindan kodlandigini ortaya koymustur.

TRI5 gen ailesindeki diger bir gen olan kalonektrin 4-oksigenaz genidir ve
TRI13 olarak adlandirilmigtir. F. graminearum’un nivalenol iireten strainlerinde
TRI13 geninin bozulma c¢aligmalar1 4-deoksinivalenoliin birikmesi ve nivalenol
iretiminin kaybiyla sonuglanmustir. F. sporotrichioides’in T-2 toksinini iireten
strainlerinde TRI13 geninin bozulma ¢alismalari ise C-4: 8-hidroksikalonektrin, 4-
deoksi-T-2 toksin ve 4-deoksi-3-asetil T-2 toksindeki bir hidroksil grubundan
yoksun ii¢ trikotesenin birikmesi ve T-2 toksini liretiminin kaybedilmesi ile
sonu¢lanmustir. Bu  veriler Fusarium tiirlerindeki C-4’iin oksijenasyonunu
katalizleyen sitokrom P450 monooksigenazin TRI13 tarafindan kodlandigini
gostermektedir. F. sporotrichioides ve F. graminearum TRI13 dizisi
karsilastirildiginda deoksinivalenol iireten strainlerdeki TRI13 geninin T-2 toksin
ve nivalenol {lreten strainlerinki ile % 61 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. YTRI13 olarak adlandirilan genin ise deoksinivalenol {ireten
strainlerde korunmus oldugu belirlenmistir (Desjardin 2006).

Gen kiimesinin diger bir {iyesi olan gen ise TRI! 'dir ve triasetoksiskirpenol
8-oksigenazi kodlamaktadir. F. sporotrichioides’in T-2 toksinini iireten
strainlerinde TRI1geninin bozulmasi 4,15 deasetoksiskirpenoliin birikmesi ve T-2
toksin iretiminin kaybiyla sonuc¢lanmistir. Dahast C-8 oksijenasyonda bloke
edilmis olan UV ile indiklenmis mutantlarda TRI1 geni ile transformasyon
sonucu T-2 toksin firetimi onarilmistir. F. graminearum’da TRIlgeninin
bozulmasi ise kalonektrin ve C—7 ya da C-8’de oksijenlenmis olmayan 3-
deasetilkalonektrinin ~ birikmesi ve deoksinivalenol {iretimin  kaybiyla
sonug¢lanmigtir. Bu veriler C—8 hidroksi grubunun bilinmeyen bir enzim tarafindan

bir keto grubuna okside edildigini, TRI1 sitokrom P450 tarafindan edilmedigini
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gostermektedir. Ayrica bu veriler F. sporotrichioides’deki TRI1 tarafindan
kodlanan sitokrom P450 monooksigenazin C-8’in oksijenasyonunu, F.
graminearum’daki TRI1 genine ait olanin ise hem C-7 hem de C-8’in
oksijenasyonunu katalizledigini gostermektedir.

TRI3, TRI101, TRI8, TRI7 ve TRI16 genleri ester gruplarinin eklenmesi ya
da ¢ikartilmasini saglayan enzimleri kodlamaktadir. TRI3 geni trikotesen 15-O-
aciltranferazi kodlar ve bu genin bozulmasi 3,15 didekalonektrin, 15-
dekalonektrin, isotrikodermol ve isotikodermin birikimi ile ve T-2 toksin
tretiminin  kaybiyla sonu¢lanmistir. Bu gen C-15 hidroksil grubunun
asetilasyonunu katalizleyen enzimi kodlamaktadir. TRI101 geni trikotesen 3-O-
asetiltransferaz enzimini kodlar ve bu genin bozulmas1 farkli o6zelliklerde
trikotesenin iiretimiyle sonu¢lanmustir. Bu veriler dogrultusunda TRI101 geni
tarafindan kodlanan enzimin C-3 asetil koruyucu grup ile ara iiriinlerin meydana
getirildigini gostermektedir. Trikotesen 3-O-asetil transferaz asetilati kodlayan
gen TRI8 olarak adlandirilmaktadir ve bu genin F. graminearum’da bozulmasi C-
3’de 3,15 diasetildeoksinivalenol, kalonektrin ve 7,8-hidroksikalonektrin olmak
iizere asetilenmis ii¢ bilesigin birikmesi ve 15-asetildeoksinivalenol iiretiminin
kaybiyla, F. sporotrichioides’de kayb1 ise C-3’de 3.4,15 triasetoksiskirpenol, 3-
asetil neozolaniol ve 3-asetil-T-2 toksin gibi asetilenmis 3 bilesigin birikmesi ve
T-2 toksin iiretiminin kaybi ile sonuglanmistir. Bu veriler TRI8’in birkag
trikotesenin C-3 asetil grubunun spesifik deasetilasyonunu katalizleyen bir enzim
kodladigini isaret etmektedir. TRI7 ise trikotesen 4-O-asetiltransferaz genidir ve
T-2 toksin iireten F. sporotrichioides strainlerinde bozulmasi sonucu C—4 asetil
grubundan yoksun HT-2 toksinin birikmesi ve T-2 toksin iiretiminin kaybi
meydana gelmektedir. F. graminearum’un nivalenol iireten strainleride bu genin
bozulmasi nivalenoliin birikmesi ve 4-asetilnivalenol {iretiminin kaybiyla
sonuglanmistir. Bu veriler her iki Fusarium tiirtinde C—4 hidroksil grubunun
asetilasyonunu Kkatalizleyen enzimin TRI7 geni tarafindan kodlandigimi
gostermektedir. YTRI7 geni ise deoksinivalenol iireten strainlerde karsilasilan bir
gen olarak belirlenmigtir. Trikotesen 8-O-agiltransferaz geni TRI16 olarak
adlandirihir ve T-2 toksin iireten F. sporotrichioides strainlerinde bozulmasi

sonucu C—8-hidroksillenmis bir bilesik olan neosolanioliin birikmesi ve T-2 toksin
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iretiminin  kaybi1 meydana gelmektedir. Bu veri TRI16  geninin
F.sporotrichioides’de C—8 hidroksil grubunun agilasyonunu Kkatalizleyen bir
enzimi kodladigin1 gostermektedir. Deoksinivalenol C-8’de hidroksil grubundan
ziyade keto grubu icerdiginden dolay1r F.graminearum’da TRI16 enziminin
fonksiyonu gézlemlenememistir. Dizi olarak benzer olmasina ragmen fonksiyonel
olarak farkliliklar i¢ceren gen YTRI16 olarak adlandirilmistir (Desjardin 2006).
TRI6, TRI12, TRI10 ve TRI15 genleri transkripsiyon faktorleri ve
tastyicilar arasinda yer almaktadir. Trikotesen diger pek ¢ok fungal dogal {irtinlere
benzer olarak normal gelisim i¢in gerekli degildir. Bundan dolay: Fusarium
tiirlerindeki trikotesen biyosentetik yol izindeki genler ekspresse edilmezler fakat
daha ziyade gelisimsel ve ¢evresel sinyallerin sorumlulugunda ekpresse edilirler.
Bir transkripsiyon faktorii olarak varsayilan gen TRI6 olarak adlandirilir ve TRIS
genine yakin bir yerde bulunmaktadir. TRI6 geninin bozulmasi trikotesen
prekiirsorii trikodienin diisiik seviyede birikmesi ve tiim trikotesen {iretimin
kaybiyla sonuglanmaktadir. Ayrica TRI6’nin C-terminusunda ii¢ yapisal olarak
iliskili CysyHis; tipi ¢inko parmaklar1 igerdigi tahmin edilmektedir. Bu veriler
trikotesen biyosentezinde ¢inko parmak tipi transkripsiyon diizenleyicisini olarak
fonksiyon gosteren bir proteinin TRI6 geni tarafindan kodlandigini
gostermektedir. Trikotesen akis pompasi TRI5 gen kiimesinde yer almaktadir ve
TRI12 olarak isimlendirilir. TRI12 geninin kaybi kompleks ortamda gelisimin
azalmasi, trikotesen iiretim seviyesinin azalmasi ve ilave trikotesen varliginda
gelisimin azalmasi ile sonu¢lanmistir. Bu veriler TRI12’nin trikotesen
biyosentezinde ve trikotesenden korunmada bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Diizenleyici gen olan TRI10 geni ise TRI5 gen kiimesinde yer alan
bir gen olup bozulmasi durumunda trikotesen ve trikotesen ara iirlinlerinin
tamamen kayb1 gergeklesmektedir. Diger bir gen olan TRI15 geni transkripsiyonel
faktor olarak varsayilir ve bu gen ¢inko parmak tipi proteine benzer sekilde fakat
negatif olarak fonksiyon gosterir ve trikotesen biyosentezinin negatif
diizenleyicisidir. TRI5 gen kiimesinde yer alan fakat heniiz tam fonksiyonu
belirlenememis olan iki gen ise TRI9 ve TRI14’diir (Desjardin 2006).
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1.3.3.3. Trikotesenin Etki Mekanizmasi

Trikotesenin deri, bagirsak, kan ve diger organlarin hizlica gelisen hiicreler
icin akut toksik oldugu gozlemlenmistir. 1968 yilinda, nivalenol ve 4-
asetilnivalenoliin hayvan hiicrelerinde ve hiicresiz sistemlerde ribozomal protein
sentezini inhibe ettigi fakat E.coli gibi bakterilerdeki hiicresiz sistemleri inhibe
edemedigi belirlenmistir. Memeli hiicrelerdeki ve Saccharomyces cerevisiae’daki
ribozomlarda, nivalenol polifenil alaninin poli urasil yonetimindeki sentezini ve
polilizinin poliadenin ydnetimindeki sentezini inhibe etmistir fakat aminoagil-
tRNA sentetaz tarafindan amino asitlerin aktivasyonu iizerinde etkili degildir.
Ayrica deoksinivalenol ve T—2 toksini bugday ve musirdaki ribozomlarda protein
sentezini inhibe etmistir. Ileri ¢alismalar ile tiim trikotesenlerin 60S ribozomal alt
iinitedeki tek bir bolgeye baglandig1 polipeptitlerin uzamasi ve sonlanmasi igin
gerekli olan peptidotransferaz aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir. Hayvansal
hiicrelerde protein sentezinin inhibisyonunda trikotesenlerin yapisal aktivite
iligkisi genis Olgiide derlenmistir ve tiim c¢alismalar 12,13 epoksid halkasmnin
aktivite icin gerekli oldugunu dogrulamistir. Bu ¢alismalarin bir kac1 hidroksil
gruplarinin sayisi ve pozisyonunun ve esterifikasyon sayi, pozisyon ve tipinin,
trikotesenlerin protein sentezini baslangi¢ asamasinda mi1 ya da uzama-sonlanma
asamalarinda m1 inhibe edecegi konusunda etkili olabilecegini ileri stirmiistiir. Pek
¢ok arastirmaci trikotesenin ana etki bolgesinin ribozomal peptidiltransferaz
oldugu ve bu toksinin genis bir biyolojik etkiye sahip oldugunu belirlemistir.
Ayrica son ¢alismalar, trikotesenlerin ve diger peptidiltransferaz inhibitorlerinin
sadece protein translasyonunu bloke etmedigini ayrica hiicre sinyal transferinde
bulunan mitojen aktif protein kinazdan sorumlu bir ribozomal stresi de
tetiklemektedir (Desjardin 2006).

Cogu trikotesen hem mikotoksin hem de zootoksik ajanlardir. Bazi
trikotesenler antifungal, antiviral ve antibakteriyaldir. Ciltte yanma, kasmti,
siskinlik, petesik kanama, kuruma, catlama, pul pul dokiilme; ayrica enterit,
kusma, oral nekroz, gastroenterik nekroz gibi toksisite belirtileri gostermektedir.
Bu bilesikler oldukca gii¢lii enflamatuvar etkiler ve 6dem gibi 6nemli sistemik

etkilere sahiptirler; Ozellikle abdominal 6dem diger dokularda toksik etki
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gozlenmeyecek kadar diisiik konsantrasyonlarda toksinle dahi goriilebilen bir
etkidir. Bu belirtilere ilaveten bu grup toksinlerin yiiksek dozlarda beyinde ve kalp
kaslarinda dejenerasyon ve kanamalara neden olduklar1 saptanmustir. Testis, timus
ve lenf nodiillerinde ciddi nodiiller olusturmuslardir ve bazi hayvanlarda
gastrointestinal kanal (GIK) enflamasyonlar1 gdzlenmistir. Insanlarda diisiik doz
etkileri bulanti, kusma, anemi, hemoraji, diyare ve immunosupresyondur (Girgin
ve ark. 2001).

Trikotesenler dogada sik bulunurlar ve Rusya’da kis1 tarlada gecirerek
onemli derecede sicaklik degisimlerine maruz kalmig ve dolayisiyla kontamine
olmus tahil tiiketimine bagl olarak olusan “alimentary toxic aleukie” (ATA)’dan
sorumlu tutulmuslardir. ATA’nin klinik bulgular1 cilt toksisitesi, kemik iligi
hasari, hemorajiler ve diger bazi sendromlar ile karakterizedir. ATA 194247
yillar1 arasinda Sibirya yakinlarindaki Orenbur’da popiilasyonun %10’undan
fazlasinin Oliimiiyle iligkili bulunmustur. Semptomlar1 T-2 ile benzer sekilde
kusma, diyare, deri enflamasyonui l16kopeni, ¢coklu hemoraji ve kemik iligi hasar1
ile karakterize edilmistir. Bu nedenle T-2 toksininin ATA’daki etiyolojik etmen
oldugu tahmin edilmektedir.

T-2 toksini ve NIV gibi trikotesenler aktif olarak iireyen hiicrelerde
karyorhekzisi indiiklerler, kemik iligi hiicrelerinde belirgin azalis olustururlar ve
protein ve DNA sentezini inhibe eder ve HL-60 hiicrelerinde programlanmis
hiicre 6liimiinii (apoptozis) indiikleme yetenekleri vardir. T-2 toksini ile insan
periferal lenfosit hiicrelerinde yapilan in vitro bir ¢alismada toksinin periferal
lenfosit hiicrelerini etkiledigi, dolasimdaki beyaz kan hiicreleri sayisinda azalma
ve apoptozise neden oldugu saptanmistir (Girgin ve ark. 2001).

Trikotesenler ayni zamanda kimyasal savas silahlar1 olarak da
kullanilmaktadir. 1970’lerin sonlarinda Giineydogu Asya ve Afganistan’da
kimyasal silah olarak kullanildiklar1 bildirilmistir. Daha yakin zamanda ise Irak,
Birlesmis Milletler Ozel Komisyonu (UNSCOM) tarafindan biyolojik silah olarak
kullanilmak amaciyla trikotesen liretmekle suc¢lanmistir. Kimyasal silah olarak
kullanilan trikotesenler, T—2 toksin, DON, diasetilnivalenol ve NIV diir.

Trikotesenler, tahillarda sik bulunmalar1 nedeniyle ekonomiye oldugu

kadar insan saglig1 i¢cin de tehdit olmay: siirdiirmektedir. Bu nedenle basta tarim
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iriinleri olmak tizere gidalar1 enfekte etmeleri Diinya ¢apinda saglikla ilgili bliyiik

sorun olmaya devam etmektedir (Girgin ve ark. 2001).

1.3.4. Fumonisinler

Fumonisinler; Fusarium moniliforme, F. dlamini, F. nygamai, F.
subglutinans, F. napiforme, F. proliferatum ve F. anthophilum gibi ¢esitli kiifler
tarafindan iretilebilmesine ragmen en Onemli kaynaklar1 F. moniliforme (F.
verticilloides olarak yeniden adlandirilmistir)’dir. Fumonisinler nongenotoksik
karsinojenlerdir (Girgin ve ark. 2001). Uretimleri i¢in optimum kosullar nem,
yaklasik 20 °C sicaklik ve 11-13 haftalik bir stiredir.

Fumonisinler; 4 farkli B serisi (B1, B2, B3, B4), 3 farkl1 A serisi (Al, A2,
A3) ve 3 farkl P serisi (P1, P2, P3) olmak {izere 10 farkli tipte toksin ¢esidine
sahiptir (Sekil 1.12). Bunlardan fumonisin B1 2-amino-12, 16 dimetil-
3,5,10,14,15-pentahidroksieikosan ~ ve  propan-1,2,3-trikarboksilik  asitin
diesteridir. Hem C-14 hem de CI15 hidroksil gruplari1 asitin terminal karboksi
grubu ile esterlenmistir. Fumonisin B1’in kesfini omurga {izerinde bir serbest
hidroksil grubundan yoksun olan fumonisin B2 ve fumonisin B3’{in izolasyonu ve
yapisal karakterizasyonu takip etmistir. Bu ii¢ B serisi fumonisin, F. verticilloides,
F. proliferatum ve diger fumonisin iireten pek cok tiir ile dogal olarak kontamine
olmus tahil {iriinlerinde meydana gelen fumonisinlerin ¢ogunlugunu olusturur.
Omurga tizerinde her iki hidroksil grubundan yoksun olan fumonisin B4 azinlikta
bir metabolittir.

B serisi fumonisinlerin terminal metil grubundan yoksun olan C serisi
fumonisinler diger tiirler tarafindan iz miktarda iiretilse de agirlikli bir sekilde
F.oxysporum tarafindan tretilmektedir. P serisi fumonisinler, B serisi
fumonisinlerin 3-hidroksipiridinyum grubu yerine, A serisi fumonisinler ise B
serisi fumonisinlerin N asetil amid grubu yerine bir amin tagirlar.

B serisi fumonisinlerin digindaki fumonisinler laboratuardaki optimum
kiiltlir kosullar1 altinda ¢ok diisiik seviyede Tiretilebilirler ve dogal olarak
kontamine olmus olan tahillarda 6nemli seviyede iretilemezler. Fumonisinler

nispeten basit uzun zincirli alkollerden meydana geldigi icin, UV 15181
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absorplayan kromofora ve floresana sahip degillerdir. Bundan dolay1
fumonisinlerin serbest amino gruplarmna tiirevlendirilir ve HPLC ile floresans
dedeksiyonu kullanilarak belirlenebilir. Ancak A ve P serisi fumonisinler amino
grubuna sahip olduklarindan dolay: tiirevlendirmeye dayali HPLC teknigi ile
belirlenmeleri miimkiin degildir. Fumonisinlerin genis bir araligi tiirevlendirme
olmaksizin kiitle spektrofotometre yontemi kullanilarak belirlenebildigi gibi,
yiiksek seviyelerde ITK yontemi ile de belirlenebilirler (Dejardins 2006).
Fumonisinler su, asetonitril:su (1:1 h/h) ve metanol igerisinde ¢Oziinebilirler.
Ancak asetonitril:su ortaminda kararli halde iken, metanol icerisinde kararl
degillerdir
(http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc219.htm#SubSectionNumber:1.1.
1).

COOH

Q

MeCH2CHCH2COOH

) OH OH
a0 19181?151514131211109 3?654 321CH3
CHz O CHy OH MH,
. FCHaCHCHZ COOH
COOH
Fumonisinler Karbon Pozisyonu
C-2 C-5 C-10

Fumonisin B1 NH; OH OH
Fumonisin B2 NH; OH H
Fumonisin B3 NH, H OH
Fumonisin B4 NH; H H
Fumonisin Al N-asetil OH OH
Fumonisin A2 N-asetil OH H
Fumonisin A3 N-asetil H OH
Fumonisin P1 N-hidroksipridinyum OH OH
Fumonisin P2 N-hidroksipridinyum OH H
Fumonisin P3 N-hidroksipridinyum H OH

Sekil 1.12. Fumonisinlerin yapist (Dejardins 2006)
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1.3.4.1. Fumonisinle Kontamine Gidalar

Insan ve hayvan beslenmesindeki fumonisin kontaminasyonunun en
onemli kaynaklarmdan biri misir olmasina ragmen fumonisinler ¢ok farkli gida ve
yemlerde olusabilirler. Fumonisin iireten Fusarium tirleri dogada ve zirai
ekosistemde genis bir yayilima sahip oldugundan dolayi, zirai ticaretten
fumonisinlerin tamamen elemine edilmesi miimkiin degildir. Cevresel kosullar
uygun oldugu zaman, fumonisin tarlada tahillar1 kontamine edebilir ve depolama
kosullar1 da kiif gelisimi ve fumonisin {iretimi i¢in uygun olur ise, toksin miktar1
Onemli Ol¢iide artar.

Yapilan  diizenlemeler ile gida ve  yemlerdeki  fumonisin
kontaminasyonunu kontrol altmma almarak saglik tiizerinde Onemli bir etki
olusturamayacak konsantrasyonlara kadar indirilebilmektedir.

Toplumsal egitim diizeyinin artmasi ile birlikte iirlin yonetimi ve depolama
standartlari, fumonisine insan maruziyetinin sinirlandirilmasi, kapsamli gozetimi
ve diizenlenmesi iyilestirilmektedir. Az gelismis iilkelerde ise aksine fumonisin ve
diger mikotoksinler ile gida kontaminasyonuna kars1t biling diisiiktiir.
Kullanilabilir verilerin az olmasina ragmen, az gelismis iilkelerdeki populasyonun
ozelliklede misirda 6nemli seviyelerde fumonisine maruz kaldig1 diisiiniilmektedir
(Desjardins 2006).

Onemli kontaminasyon kaynagi olan musir, misir kaynakli gidalara
ilaveten bebek gidalarindaki fumonisine ait maksimum smir degerler fumonisin

B1 ve B2 agisindan belirlenmistir ve Cizelge 1.6’da verilmistir.

Cizelge 1.6. Fumonisinler Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri

(http://www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

Gida Maddesi Maksimum Im/:{t (FB; + FBy)
FUMONISINLER
Islenmemis musir (1slak dgiitiilecekler haric) 4000
Dogrudan insan tiikketimine sunulan misir, dogrudan insan tiiketimine 1000
sunulan misir bazli iiriinler
Muisir bazli kahvaltilik tahillar ve musir bazli gerez 800
Bebek ve kiiciik ¢cocuk ek gidalar (islenmis misir bazli olanlar) 200
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Cizelge 1.6. (Devam) Fumonisinler Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri
(http://mww.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

500 mikrondan biiyiikk eleklerden gegirilerek iiretilen misirin kabaca
ogiitiilmesinden elde edilen kiiiik parcalar ve musir irmigi (GTIP
1103 13) veya nusirdan elde edilen pelletler (GTIP 1103 20 40)
ve dogrudan insan tiikketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik 1400
eleklerden gegirilerek {iretilen musir veya musir {iriinlerinin
kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida maddeleri
(GTIP 1904 10 10)

500 mikrondan kii¢iik ve esit eleklerden gegirilerek {iretilen misir unu
(GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500
mikrondan kiiciik ve esit eleklerden gecirilerek iiretilen musir 2000
veya nusir {riinlerinin kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle
elde edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

1.3.4.2. Fumonisinin Biyosentez Mekanizmasi

Fumonisinler, trikotesenler ve aflatoksinler gibi polisiklik mikotoksinlerin
ayrmtilt yapist ile kiyaslandiginda nispeten basit bir yapiya sahiptir. Fumonisinin
sfinganin ve diger sifingoidlere yapisal benzerligi fumonisin biyosentezinin
sifingolipid biyosentezi ile benzer oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 1.13 ve
14). Sifingolipid biyosentezi serin palmitoyltransferaz enzimi tarafindan
katalizlenerek fatty-agil-koenzim A ile bir amino asitin kondanzasyonu ile baslar.
Fumonisinler benzer sekilde sentezleniyor ise sonrasinda alanin serin ile ve bir C—
18 fatty agil-koenzim A da palmitoyl koenzim A ile yer degistirir. F. verticilloides
yararl izotop birlesme ¢alismalar1 fumonisin B1’e ait C—1 ve C-2’nin biyosentetik
prekiirsorlerinde bulundugunu belirlemistir. Coklu bdlgede etiketlenmis alanin ile
yapilan ileri ¢aligmalar alaninin diger prekiirsorlere degredasyonla degil, dogrudan
baglandigini dogrulamistir. F. verticilloides kiltiirine, [**C] asetat ve [*C]
asetatin ilave edilmesi etiketin birlesmesiyle sonuclanmistir ve buda fumonisin B1
molekiilindeki C-3 vasitasiyla C-20’nin asetatdan tiirevlendigini isaret
etmektedir. Dahasi ¢ift sayili atomlar asetatin metil gruplarindan tiirevlenmistir ve
tek sayili karbon atomlar1 asetatin karboksil gruplarindan tiirevlenmistir. Ancak
asetat baglanma deneyleri fumonisinin yag asitinden mi yoksa poliketitten mi
tiirevlendigini belirleyememistir. Ciinkii her iki bilesikte asetattan tiirevlenmistir.
Fumonisin biyosentezi i¢in gereken bir poliketit sentaz olarak FUMI (eski ad1
FUMS)’in identifikasyonu alaninin bir yag asitinden ziyade bir poliketit ile
baglant1 kurdugunu belirtmistir (Desjardins 2006).
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[laveten izotop baglama calismalar1 fumonisin molekiiliine ait farkli
bilesiklerin biyosentetik kaynaklarma ait gesitliligini gostermistir. C-14 ve C-
15°deki trikarbolilik asit parcasi siklik asit siklusundaki gibi glutamik asitten
tirevlenmistir. C-12 ve C-16’daki metil gruplari metiyoninin = S-metil
gruplarindan  tlirevlenmistir. Dahast  Fumonisin  poliketit sentazda bir
metiltransferaz domaininin varligi, poliketit omurgasinin olusumu esnasinda metil
gruplarmin baglandigini isaret etmektedir. Son olarak, oksijen izotop baglanma
deneyleri asetil karbonil grubundan ziyade molekiiler oksijenden tiirevlenmis olan
C-5, C-10, C-14 ve C-15’deki fumonisin omurgasina oksijenin baglandigini
belirlemistir. Boylece terminal karboksilik asit fonksiyonlu ve iki metil gruplu diiz
18 karbon zincirli hipotetikal poliketit prekiirsér B serisi fumonisinler tamamen

meydana gelmistir (Desjardins 2006).
Palmitoyl CoA § W . : BAS ,3 :,w

3-ketosphinganine NH; ~ NADPH reduciass

Sphinganine

Dihydroceramide ~N
Fatty
acic

Sekil 1.13. Hayvan sistemlerindeki sifingolipid biyosentez yol izi (Desjardins 2006).

Farz edilen poliketitten F. verticilloides’deki fumonisin B1’e 6nderlik
eden alanin, karbonil rediiksiyon, oksijenasyon, esterifikasyon ve
dehidrogenasyon dizisi hemen hemen tamamen bilinmektedir.

F. verticilloides’deki fumonisin biyosentez yol izi poliketit senteziyle
baslar, bir amino asit ile yogunlasir ve 5 oksijenasyon, 2 esterifikasyon ile takip
edilir. Fumonisin biyosentezi siiphesiz ki diizenleyici gen aginin ekspresyonunu
da gerektirir, fakat spesitik fumonisin diizenleyici genler heniiz rapor
edilmemistir. Hem fumonisin biyosentezi hem de F. verticilloides siklin tipi
transkripsiyonal diizenleyici olan FCC1 ve bir pH diizenleyici gen olan PAC1

tarafindan etkilenir. F. verticilloides’in Mendelian genetik analizi, fumonisin
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biyosentezinde birbiri ile sik1 baglantili en az {i¢ bolge oldugunu ileri siirmektedir.
Bu diisiince 1999 yilinda F. verticilloides grup 1 genetik haritasinda 15 geni
iceren bir kiimenin kesfedilmesi ile desteklenmistir (Sekil 1.15) (Desjardins
2006).

{ Acetate
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w Mitochondria
HO
CHy  CHa r)Furvm
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Sekil 1.14. F.verticillodes’de tasarlanan fumonisin biyosentez yol izi CoA= Koenzim A
(Desjardins 2006).
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Sekil 1.15. F. verticilloides’de fumonisin biyosentetik gen kiimesi (Desjardins 2006).
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Bu gen kiimesinin birinci liyesi fumonisin poliketit sentaz geni olan
FUMZ2 dir. Fumonisin poliketit sentaz, tek bir translasyon {iriinii izerinde yer alan
7 fonksiyonel alanli (ketoagilsentaz, agiltransfereaz, acgil tasima proteini,
ketoacilrediiktaz, dehidrataz, metiltransferaz ve enoyilrediiktaz) tekrarlayan tip I
poliketit sentazdir. Bundan dolay1 FUM1 B-karbonil’in doymus karbona tamamen
indirgenmesi igin gerekli olan tiim {i¢ fonksiyonel bolgeyi (ketoagilsentaz,
dehidrataz, enoyilrediiktaz) icermektedir. FUMI1 geninin bozulmasi kiiltiir
ortamindaki fumonisin tiretiminde % 99 oraninda azalma ile sonu¢lanmistir. Bu
veri FUM1 geninin fumonisin biyosentezindeki ilk adimi katalizleyen gen
oldugunu isaret etmektedir.

FUM13, FUM1’in komsusu olan fumonisin C-3 karbonil rediiktaz genidir.
FUM13 geninin bozulmasi fumonisin B1l, B2, B3 ve B4 ve Fumonisin B3 ve
B4’iin 3-keto homologlarinin birikiminde % 90°dan fazla azalma oldugu
belirlenmistir. Bu veriler FUM13 tarafindan kodlanan bir enzimin poliketit
karbonilin hidroksil grubuna rediiksiyonunu katalizledigini gostermektedir.

FUM3, FUM1’in komsusu olan fumonisin 5-oksijenaz genidir ve FUM9
olarak da gosterilir. FUM3 geninin bozulmasi; fumonisin B1 ve B2 iiretiminde ve
fumonisin B3 ve B4’lin biriktirilmesinde kayiplar ile sonu¢lanmistir. Bu veri
FUMS3 tarafindan kodlanan deoksijenazin C-5’in oksijenasyonunu katalizledigini
gostermektedir (Desjardins 2006).

FUM>’in komsusu olan ve fumonisin omurgasinda yer alan 4 gen
trikarbalilik asit esterifikasyonunda yer almaktadir. Bu genler FUM7, FUM10,
FUM11 ve FUM14’tiir. FUMY7 geninin bozulmasi tikarbalilik esterde ilave
karbon-karbon ¢ift bagi ile fumonisinin orta diizeyde birikmesi ile sonu¢lanmustir.
FUM10, FUM11 ve FUM14’iin bozulmasi, bir ya da her iki trikarbalilik gruptan
yoksun fumonisin B3 ve B4 homologlarmin birikimi ile sonuglanmistir. Bu veriler
ilgili 4 genin trikarbalilik asit gruplar1 veya onlara ait fumonisin omurgasi
iizerindeki C-14 ve C-15 esterifikasyonlarin biyosentezinde yer aldigini
gostermektedir.

FUM6 ve FUM8, FUM1 gen kiimesinde ilaveten gerekli olan diger
genlerdir. FUMG6 varsayilan bir fumonisin oksigenaz genidir ve NADPH-bagimli
P450 rediiktaza birlesik sitokrom P450 monooksigenaz ile karsilastirildiginda bu
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enzimin tiyelerine yiiksek bir benzerlik gostermektedir. FUM6’nin bozulmasi
fumonisin biyosentez derecelerinde birikme olmaksizin fumonisin iiretiminin
kaybi ile sonug¢lanmaktadir. Bundan dolay1 bu veriler FUM6 tarafindan kodlanan
sitokrom P450’nin fumonisin biyosentezinde bilinmeyen enzimler tarafindan
katalizlenen spesifik reaksiyonlar i¢in gerekli oldugunu gostermektedir. Diger bir
varsayilan gen ise FUM8 aminotransferaz genidir ve aminoasit ve agil koenzim
A’nin kondenzasyonunu katalizleyen pridoksal fosfat bagimli aminotransferazin
bir grubuna 6nemli derecede benzerlik gostermektedir. Enzimin bu grubuna ait
iyeler sifingolipid biyosentez yol izinin ilk kisimlarindaki serin ve palmitoyl-
koenzim A’nin kondenzasyonunu katalizleyen serin palmitoyltransferazi
icermektedir. FUM8 geninin bozulmas: fumonisin biyosentez derecelerinde
birikkme olmaksizin fumonisin {iretiminin kayb1 ile sonu¢lanmaktadir. Bundan
dolay1 bu veriler FUMS8 tarafindan kodlanan enzimin fumonisin biyosentezi igin
gerekli oldugunu gostermesine ragmen, spesifik reaksiyonlar bilinmeyen enzimler
tarafindan katalizlenmektedir (Desjardins 2006).

FUML1 gen kiimesinde belirtilen 9 gene (FUM1, FUM3, FUM6, FUMY7,
FUM8, FUM10, FUM11, FUM13 ve FUM14) ilaveten 6 farkli gen, diizenleyici
gen olarak bulunmaktadir. Bunlarda 2 sitokrom P450 monooksijenaz oldugu
varsayllan FUM12 ve FUM15 genlerinin bozulmasina dayali olarak yapilan son
calismalar, FUM15 in fumonisin biyosentezi i¢in gerekli olmadigmni, ancak
FUM12’nin bir fumonisin 10-oksigenaz1 kodladigimi gostermektedir. FUM16 ile
yapilan bozulma caligsmalar1 ile bu gen tarafindan fatty agil-koenzim A sentazin
kodlandig1 tahmin edilmektedir. FUM1 gen kiimesindeki diger 3 diizenleyici gen
fumonisine kendini koruma yetenegini vermektedir ve bunlar FUM17, FUM18 ve
FUM19’dur. FUM19 geni tarafindan kodlanan aminoasitler, toksinlerin hiicresel
konsantrasyonunu azaltmak icin araci olarak gorev yapan pek cok ilaca karsi
diren¢li tasiyicilar olan ATP baglanma kutularima onemli derecede benzerlik
gostermektedir. FUM19 un bozulmasi misir kiiltiiriinde fumonisin iiretimi tizerine
herhangi bir etkisi olmaz iken, siv1 kiiltiirde fumonisin B3’lin oran {izerine etkili
olmustur. FUM17 ve FUM18, FUM19’un iist kisminda yer alan iki gendir ve
benzer proteinleri iretirler. FUM17 ve FUM18 genleri domateste goriilen ve

fumonisin toksininine diren¢ olusturulmasini saglayan ASC-1 genine c¢ok
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benzerdir. Her iki genin de bozulma ¢aligmalarinda her hangi bir fumonisin iiretim
kaybr ile karsilagilmamigtir ve bu genlerin fumonisinden korunmayi sagladigi

diistiniilmektedir (Desjardins 2006).

1.3.4.3. Fumonisin’in Etki Mekanizmasi

Fumonisinlerin sifingolipid metabolizmasmi1 bozma olasiligindan yola
cikarak fumonisinin yapisi sifinganin ve diger uzun zincirli sifingoide kuvvetli bir
sekilde benzemektedir. 1991 yilinda fumonisin Bl sican karaciger
hepatositlerinde kompleks sifingolipidlerin sifingoid esasinda [**C] serinin
izlenmesi ile belirlenmistir. 2-amino-1,3-hidroksi alkalinler ya da hidroksil, metil
gruplar1 ve diger modifikasyonlar1 tasiyan alkenlere ait bir grup sifingoid (SO)
temeliyle karsilastirildiginda hayvanlar, bitkiler ve funguslar arasinda
farklhiliklarin  oldugu goriilmiistiir (Desjardins 2006). Sfingolipidler hiicre
membraninin 6nemli bilesenlerinden olan uzun zincirli serbest bazlardir ve
mekanizmalarmm bozulmasi hiicre biiyliimesi, farklilasmasi ve davraniginda
onemli degisikliklere neden olur. Fumonisinler sfinganin (SA) N-agil transferaz
(seramid sentetaz) enzimin inhibisyonu ile SA’nin N-agilsfinganinlerre
(dihidroseramidlere) doniisiimiinii inhibe eder. Bu olay serbest SA’nin birikmesi
ve dokularda SA/SO oranmin artmasiyla sonuglanir ve toksinlerin alimimdan
sonra erken bir safhada ortaya ¢ikar (Girgin ve ark. 2001).

Sfingoid temel, yeni biyosentezle ya da hiicresel sfingolipidlerin
cevrilmesiyle olusabilir. Yeni sifingolipid biyosentezi serin palmitoyltransferaz
enzimi ile fatty acil koenzim A’nin genellikle palmitoyl koenzim A’ya ve serinin
3-ketosifinganine doniistiiriilmesi ile basglar. Bu reaksiyon sfingofunginler gibi
baz1 fungal metabolitler ile durdurulabilirken fumonisin tarafindan durdurulamaz.
Sifingolipid biyosentezinin ikinci adimi fumonisinler tarafindan durdurulamayan
3-ketosifinganin  rediiktaz enzimiyle 3-ketosifinganinin sifinganine
indirgenmesidir. Ancak fumonisin yol izinde yer alan ve fatty a¢il-koenzim A’nin
ve sifinganinin dihidroseramide doniisiimiinii katalizleyen {iglincii enzim olan
(dihidro)seramid sentetazin spesifik inhibitoriidiir. Bu enzim sifingosinin seramide

doniisimiinii  de  katalizlemektedir. ~ Ayrica  fumonisinin  sifingolipid
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metabolizmasinda yer alan dihidroseramidteki 4,5-trans-cift baglarin1 keserek
seramid olusumunu katalizleyen dihidroseramid desaturaz, seramidi serbest
sifingosine katalizleyen seramidaz, sifingosin kinaz ve sifingosin 1-fosfat fosfataz
gibi diger enzimleri inhibe etmedigi belirlenmistir.

Dihidroseramid sentazin inhibisyonu sifingolipid metabolizmasi {izerinde
cesitli etkilere sahip olabilir. {lk olusan etki yiiksek toksik dzellige sahip olan ve
fumonisin kaynakli hayvansal toksikozlarda 6nemli role sahip olan sifinganin
birikiminin meydana gelmesidir. Ilaveten yeni sifingolipid sentezinin
durdurulmasiyla kompleks sifingolipidler tiikkenir ve membran yapisi1 ve folat
reseptor gibi reseptor fonksiyonlar1 degisir. Seramid ve 1 fosfath sifingoidi igeren
kopleks sifingolipidler sinyal bilesikleri i¢in prekiirsor olarak fonksiyon
gosterdiklerinden dolayr hiicresel diizenleme yol izinde genis bir alanda etki
olusturur. Sonug¢ olarak fumonisinler genis bir biyolojik etkiye sahip olmalarina
ragmen, temel etki bolgesi (dihidro)seramid sentazdir (Desjardins 2006).

Fumonisinler atlarda l6koensefalomalazi (LEM), domuzlarda pulmoner
O0demle iliskili olan ajanlardir. LEM Meksika, ABD, Misir ve Giiney Afrika’da
bilinen bir hastaliktir. Eseklerde ve atlarda beynin beyaz cevher kisminda nekroz
olusturmaktadir. Ayrica F.moliniforme ile kontamine musir tiiketiminin ayni
zamanda Giiney Afrika ve Cin’deki 6zefagal kanser vakalar1 ile de iliskili oldugu
sanilmaktadir. Bilinen alt1 fumonisinden FB1 ve FB2’nin N-asetil tiirevleri olan
FA1 ve FA2 F.moliniforme kiiltiirleri tarafindan en az iiretilen ve en az toksisiteye
sahip olan tiirevleridir. Bu iki yapisal analog ve FB4 dogada bulunmazlar.

Fumonisinler toksik etkilerini gostermek i¢in metabolik aktiviteye ihtiyag
duymayan bilesiklerdir. Bu 6zellikleri FB1 ve FB2 ile beslenen sicanlarin idrar,
kan ve hepatositlerinde metabolite rastlanmamasiyla dogrulanmigstir. FB1 ile sican
ve maymunlarin kaninda yapilan toksikokinetik calismalarda eliminasyon yari
Omriinlin 18-40 dakika arasi oldugu belirlenmistir. FA1 ve FA2 toksisitesi diisiik
olan bilesiklerdir fakat hidrolizleriyle olusan iirlinler (PA1 ve PA2) ana bilesikler
kadar toksisite gosterebilirler (Girgin ve ark. 2001).

Daha c¢ok FB1 ve FB2 olmak iizere fumonisinlerin, hayvanlar iizerinde
tiire bagl olarak norotoksisite, nefrotoksisite, immiinosupresyon (ve bazen de

immiinostimulasyon), gelisim bozukluklari, karaciger tiimorleri olmak iizere
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cesitli toksik etkileri vardir. Hayvanlarla yapilan toksikolojik incelemeler en
hassas tiiriin atlar oldugunu gostermistir. LEM riskini azaltmak i¢in at yemlerinde
maksimum 5 pg/g fumonisin miktarma izin verilmesi tavsiye edilmistir. Pulmoner
odemi elgellemek i¢in ise benzer sekilde domuzlarda 10 pg/g’lik miktara sigir ve
kiimes hayvanlarinda ise fumonisin etkilerine duyarliliklar1 diger tiirlere gore daha
diisiik oldugundan dolay1 50 pg/g’a kadar fumonisine izin verilmektedir.

Fumonisinler kanser Dbaglatmasinda ve ilerlemesinde genotoksik
kanserojenleri taklit ederler. I'-glutamil transpeptidaz (GGT) ve glutatyon-S-
transferazin plasental formunu (GSTP) indiikler. Bu enzimler genotoksik
kanserojenler tarafindan baglatilan olas1 preneoplastik lesyonlarin histolojik
belirtegleridirler. Fumonisinler genotoksik karsinojenlerden kanser baglatma
sathalar1 ve uzun siireli maruziyeti gerektirmesi nedeniyle farklilik gdsterirler. Bu
safha genotoksik karsinojenler i¢in normalde birka¢ saat veya giin iginde
tamamlanmaktadir.

FB1 normal yiyecek hazirlama islemlerinin ¢oguna dayanikli olan bir
bilesiktir. Su da dahil olmak tizere pek ¢ok polar solventte ¢oziinlir ve apolar
¢oziiciilerde ¢oziiniirliigii yoktur. Fumonisinlerle kontamine olmus olan yiyecekler
ve yemler i¢in bilinen hi¢bir detoksifikasyon yontemi bulunmamaktadir.

Misirdaki ince partikiillii materyal (<3 mm) en yiiksek miktarda fumonisin
diizeyine sahiptir. Ince materyalin ayrilmasiyla fumonisin diizeylerinde belirgin
azalma gozlenmistir. Ogiitme islemi ve amonyak uygulanmasi da fumonisin
derisimini diisirmektedir. Bir bagka yontem ise musirmm 0,1 M kalsiyum
hidroksitte 24 saat 25 °C’de muamele edilmesidir. Tiim bu farkli uygulamalar
fumonisinlerin misir tohumlarinin dis perikarp tabakasinda konsantre oldugunu

gostermektedir (Girgin ve ark. 2001).

1.3.5. Zearalenon

Zearalenon;  nonaketid  prekiirsorlerin  farkli  siklizasyonu  ve
modifikasyonuyla tiirevlenmis olan fungal metabolitlerin genis bir ailesine aittir.
Zearalenonlar siklizasyonla rezorsiklik asit lakton formuna tiirevlenirler ve yapisal

olarak bazi funguslarin iirettigi antibiyotik metabolitlerine oldukca benzerdirler.
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Pek ¢ok Fusarium tiiriiniin zearalenon {rettigi belirlenmistir ve bunlar; F.
crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F. pseudograminearum

ve F. semitectum’dur.

OH O
o
HO - O

Zearalenon Karbon Pozisyonlari

cC4|C5| C7C8 | Cl11 | C12 | C14
Zearalenon OH H Cc=C H =0 H
a ve B-zearalenon OH | H C=C H OH H
a ve B-zearalenon OH | H c=C H OH H
11-Hidroksizearalenon OH | H Cc=C OH =0 H
14-Hidroksizearalenon OH | H c=C H -0 OH
4-Asetilzearalenon OAc| H c=C H -0
5-Formilzearalenon OH | CHO C=C H -0

Sekil 1.16. Zearalenon yapisi (Desjardins 2006).

Zearalenon adi ilk kez 1966 yilinda izole edilen bir Kif tiirii olan
Gibberella zeae’nin kombinasyonundan tiiremistir. Zearalenonlar, rezosiklik asit
lakton yapilar1 tizerinde hidroksil gruplarmin varligi ve rediiksiyon durumu ve
asetillenmelerine gore farklilagirlar (Sekil 1.16). Fusarium tiirleri tarafindan
tiretilen zaeralenonlar temelde homologturlar fakat a-zearalenol, p-zearalenol ve
4-asetilzearalenon gibi diger metabolitler dogal olarak kontamine olmus gidalarda
ya da laboratuarda optimum kiiltiir kosullar1 altinda c¢ok diisiik seviyelerde
meydana gelebilirler. Amerika’da a-zearalanol (zeranol) sigir gelisimini stimiile
etmek i¢in kullanilmasma ragmen 1985 yilindan bu yana Avrupa’da bu tiir
kullanimlar yasaklanmistir. Zearalenon ile ilgili ilk belirleme ve 6l¢iim ¢aligmalar1
ITK kullanilarak yapilsa da floresan dedeksiyona dayali HPLC ydntemleri etkin
bir sekilde kullanilmaktadir (Desjardins 2006; Tunail 2000).




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

65

1.3.5.1. Zearalenonla Kontamine Gidalar

Zearalenon ¢ok ¢esitli bitkisel iirlinleri enfekte edebilir. Bugday, arpa ve
Ozellikle misir gibi tahil tohumlar1 insan ve hayvan beslenmesindeki zearalenon
kontaminasyonunun en Onemli kaynaklaridir. Kiif enfeksiyonu igin g¢evresel
kosullar uygun oldugu zaman, zearalenon tarlada tahillar1 kontamine edebilir ve
depolama kosullar1 da fungal gelisim ve zearalenon iiretimi i¢in uygun olur ise,
toksin miktar1 6nemli 6lglide artar. Diger Fusarium toksinleri gibi Zearalenon
tireten Fusarium tiirleri dogada ve zirai ekosistemde genis bir yayilima sahip
oldugundan dolayi, zirai ticaretten zaearalenonlarin tamamen elimine edilmesi
miimkiin degildir. Tiim ana zearalenon {retici Fusarium’lar ayni zamanda
trikotesen treticileri oldugundan dolayi, zearalenon kontaminasyonunun saglik
tizerinde 6nemli bir etki olusturamayacak derisimlere kadar indirebilmek igin her
iki tip mikotoksin seviyesini de indirmek gerekmektedir.

Gelisen {ilkelerde mikotoksin izleme programi siklikla ithalat {riinleri
iizerine odaklanmis ve smirlandirilmistir. Ancak az gelismis tilkelerdeki
populasyonun misir ve diger tahil tohumlarindaki zearalenona maruz kaldigi
diistiniilmektedir (Desjardins 2006; Tunail 2000).

Zearalenon kontaminasyonunda ana kaynaklar arasinda yer alan tahillar ve
bu tahillarda meydana getirilen pek c¢ok tipteki gida iirlinii i¢cin Tiirk Gida Kodeksi
tarafindan maksimum smir degerler belirlenmistir ve bu smirlar Cizelge 1.7°de

belirtilmistir.

Cizelge 1.7. Zearalenon Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri
(http:/www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

Maksimum limit

Gida Maddesi (ug/kg)
ZEARALENON
Islenmemis tahillar (musir haric) 100
Islenmemis musir (1slak dgiitiilecekler harig) 350
Dogrudan tiiketime sunulan tahillar, dogrudan insan tiikketimine sunulan tahil 75

unlari, kepek (son iiriin olarak) ve embriyo

Rafine misir yagi 400

Ekmek (hafif firincilik diriinleri dahil), pastacilik iriinleri, biskiivi, tahil ¢erezleri, 50
kahvaltilik tahillar (nmusir ¢erezleri ve misir bazli kahvaltilik tahillar harig)
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Cizelge 1.7. (Devam) Zearalenon Tiirk Gida Kodeksi maksimum sinir degerleri
(http://Aww.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)

Dogrudan insan tiiketimine sunulan musir, misir ¢erezleri ve misir bazli kahvaltilik 100
tahillar
Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari 20

500 mikrondan biyik eleklerden gegirilerek {retilen musiin  kabaca
ogiitiilmesinden elde edilen kii¢iik pargalar ve musir irmigi (GTIP 1103 13)
veya musirdan elde edilen pelletler (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan

tiiketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden gecirilerek tiretilen 200
misir veya misir Uriinlerinin kabartilmas: veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)
500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gecirilerek {iretilen misir unu (GTIP 1102
20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500 mikrondan kiigiik ve esit 300

eleklerden gegirilerek iiretilen misir veya musir iiriinlerinin kabartilmasi veya
kavrulmas suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

1.3.5.2. Zearalenonun Biyosentez Mekanizmasi

Zearalenon birbirini izleyen karbon atomlarindaki [1-*C] asetat ve [2-C]
asetatin  birlesmesiyle olusan asetattan koken alan nonaketidlerdir.
F.graminearum’un genom sekansinin kullanima ag¢ilmasi 15 polikektit sentaz
geninin identifikasyonuyla takip edilmistir. Gen dagilim analiziyle, iki ardisik
poliketit sentazin zearalenon biyosentezi i¢cin gerekli oldugu bulunmustur

(Desjardins 2006).

1.3.5.3. Zearalenon Etki Mekanizmasi

Zearalenonlarm  steroidal ~ hormonlarin  aktivitesini  etkileyerek
hayvanlardaki iireme sistemleri iizerini etkiledikleri gozlemlenmistir. Ilk
calismalarda, zearalenon ve bazi tiirevleri hayvan sistemlerinde yapilan bazi
biyolojik deneylerde Ostrojenik ve anabolik etkiler meydana getirmistir. Bu ilk
caligmalarin bazilar1 zearalenonlarin steroidal olmayan yapilarma ragmen
steroidal hormanlardaki O6zelliklede 17 B-Ostrodiol benzeri yapilardaki hedef
bolgelerle etkilesim kurduklarini gostermistir. Zearalenonlar c¢esitli hayvan
hiicrelerindeki ve hiicrece serbest sistemlerdeki dstrojen reseptorlerine baglanirlar,

fakat bu baglanma endojen substrat 17p-0stradioliinkiinden 10 kat ile 100 kat daha
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az aktivitelidir. Ilaveten, zearalenon Ostrojenik aktivite konusunda 17p-
ostrodiol’den 1000 kat daha az etkilidir. Ayrica C-12 keto grupta ya da C-7-C-8
vinil grupta rediiksiyon sonucu olusan zearalenon tiirevleri biyolojik ¢aligmalarda
zearalenondan daha aktiftirler (Desjardins 2006).

Endokrinoloji alanindaki son caligmalar insan ve diger memelilerde
Ostrojen reseptorii o ve Ostrojen reseptoril f olarak adlandirilan ve birbirine ¢ok
benzer olan iki reseptdr bolge belirlemistir. Saflastirilmis rekombinant insan
reseptOr proteinleri ile in vitro kosullarda gerceklestirilen deneylerde zearalenon
her iki Ostrojen reseptOriine yliksek baglanma egilimi gostermistir. Ayrica bu
calisma transfekte edilmis insan embriyonal bobrek hiicrelerinde hem Gstrojen
reseptdr a’nin hem de B’nin transkripsiyonal aktivitesinin zearalenon tarafindan
stimiile edildigi gosterilmistir. Ostrojenik aktivite iizerine gergeklestirilen bu
deneyde, zearalenon insan diyetinde yaygin bir sekilde kullanilan birkag
fitodstrojenik izoflavonoitten daha fazla aktivite gostermistir. Zearalenon ¢ok
genis biyolojik etkiye sahip olmasina ragmen pek cok yazar ana etki bolgesinin
Ostrojen reseptorleri oldugu konusunda hem fikirdir. Son calismalar Ostrojenin
sadece bayan ve erkeklerin ¢esitli doku gelisim ve fonksiyonunu etkilemekle
kalmayip, kemik, merkezi sinir sistemi ve kardiovaskular sistem gibi diger
sistemleri de etkiledigini gostermektedir. Bu nedenle ilave c¢alismalar
zearalenonun insan ve diger hayvanlarin iireme sistemleri disindaki diger
sistemleri nasil etkiledigi aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Desjardins 2006).

Zearalenonun nispeten diisiik akut toksisitesinin yaninda ¢ogu hayvan
tiirtinde belirgin Ostrojenik ve anabolik etkileri vardir. Zearalenona uzun siireli
maruziyet vulvovajinit ile sonuglanir. Vulvovajinite ilaveten, domuzlarda yapilan
deneylerde kontamine misir alimi; diisiik infertilizasyoni hipertrofi ile
sonug¢lanmustir. Erkek domuzlarda ise iireme organlari ile ilgili herhangi bir
degisim gozlenmemistir. Cesitli lilkelerde zearalenonun tolerans sinir degeri 30-

1000 pg/kg arasinda degismektedir (Girgin ve ark. 2001).
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1.4. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olusumunu etkileyen bir¢ok faktor bulunmakla beraber
bunlarin basinda ¢evresel faktorler gelir. Tarim {iriini veya gidanin nem igerigi,
atmosfer bagil neminden etkilendiginden sicaklikla birlikte bagil nem Oncelikle
kiif sporlarinin ¢imlenmesini ve misellerin geligmesini ardindan da toksin
olusumunu etkileyen en onemli faktordiir. Tarim {riiniiniin veya gidanin ¢esidi,
kimyasal kompozisyonu, iriiniin yetistirildigi klima zonu, {irliniin olgunluk
durumu, hasat, islemler, depolama bulasan kiiflerin spektrumuna etki eden diger
faktorlerdir. Her seyden Once tarimsal iirliniin veya gidanmn kiif spektrumunda
bulunan kiiflerin potansiyel mikotoksin iireticisi olup olmadiklar1 6onem tasir.
Kontamine kiifler mikotoksin lreticisi olsalar bile toksinin sentezlenmesine;
rtiniin nem igerigi, sicaklik, isleme ve depolamada havanin bagil nemi etkendir.
Ayrica atmosferik oksijen, diger modifiye atmosfer gazlari, 151k, siire, pH gibi
faktorlerin de etkisi vardir (Tunail 2000).

A. flavus'un et iiriinlerinde ¢ok az, buna karsilik su igerigi ¢ok daha diisiik
olan tahillarda siklikla ve daha fazla aflatoksin olusturmasi veya tahillar i¢inde
misirin OTA ile kontaminasyona en fazla egilimli iiriin olmasi hem gidanin
kompozisyonu hem de ¢evresel faktorlerle agiklanabilecek bir durumdur.

Kiiflerin gida maddeleri {izerinde gelisebilmeleri ve toksin olusturmalar1
atmosferin bagil nem orami arttikca kolaylasir. Bir baska ifade ile kiiflerin
gidalarda gelisme ve toksin olusturmalar1 gidanin diisiik su aktivitesi (AS) degeri
ile sinirlandirilabilir veya engellenebilir. Kiifler bakterilerle kiyaslandiklarinda
daha diisiik bagil nemde gelisebilirler. Optimum gelismeleri i¢in minimum AS:
0,97 — 0,99 degerlerini talep etmelerine karsin minimum AS: 0,80 — 0,85
degerlerinde de rahatlikla ¢imlenebilir ve gelisebilirler. Aspergillus, Penicillium
ve Fusarium' un minimum AS degerleri karsilastirildiginda Penicillium ve
Fusarium'larin daha yiiksek minimum AS degerleri istedikleri, mikotoksin
tireticisi bazi Oonemli Aspergillus tiirlerinin minimum AS: 0,80 degerlerinin
altinda, minimum AS: 0,70 — 0,71 degerlerinde bile gelisebildikleri goriilmiistiir
(Tunail 2000).
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Kiifler genellikle genis sicaklik araliginda gelisirler. Mikotoksinlerin
yiiksek diizeyde sentezlenmeleri, kiiflerin optimum gelisme sicakliklarinda veya
biraz daha altinda gerceklesir. Aflatoksin iireten kiifler minimum 6—8 °C’ lerde
maksimum 50-60 °C’ lerde iireyebildikleri halde toksin olusumu i¢in minimum
10-13 °C ve maksimum 42 °C sicaklik isterler. Bunlarin optimum gelismeleri 35—
38 °C oldugu halde maksimum toksin konsantrasyonuna 25-30 °C lerde ulasilir.
Penicillium ve Fusarium' larin diisiik sicakliklarda (< 5 °C) gelisebilmelerine
karsilik Aspergillus tiirleri bu sicakliklarda iireyemez ve toksin olusturamaz.
Iclerinden sadece A. ochraceus diger Aspergillus tiirlerine oranla daha diisiik
sicaklik derecelerinde OTA sentezleyebilir (Tunail 2000).

Mikotoksin olusumuna pH' nin, atmosferdeki oksijenin, 1518in ve CO3" in
etkileri laboratuvar denemeleri ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu arastirmalar
aflatoksin ve patulin ilizerine yogunlagsmistir. Kiiflerin gelisebilmek i¢in daha fazla
asit ortamlar1 tercih ettikleri, bununla beraber pH 1,5 — 8,5 arasinda
gelisebildikleri bilinmektedir. Aflatoksin iireticileri pH 2,5 — 6,0 arasinda toksin
olustururlar, ancak yiiksek miktardaki tiretimi pH 5,0' den baslayarak daha yiiksek
pH' larda gergeklestirirler. Hypomycetes sinifinda bazi kiiflerin atmosfer oksijeni
azaldiginda tiremelerinin yavasladigi ancak durmadigi goriliir. Enerjilerini
oksidatif fosforilasyon ile saglayan bu kiifler, oksijen yoklugunda veya
azalmasinda alkol fermentasyonunu alternatif yol olarak kullanabildiklerinden
gelismelerini stirdiirebilirler.

Laboratuvarlarda A. flavus' un besiyeri tlizerinde gelismesi ve toksin
olugturmasi {izerine 151¢in etkisinin arastirildigi denemelerde, aflatoksinin
karanlikta daha fazla sentezlendigi bulunmustur. Soguk hava depolarinda % 20—
40 CO; iceren atmosfer, depolanan meyvelerde kiif gelisimine ve patulin
olusumuna imkan vermez. A. flavus ile yiiriitiilen bir ¢alismada; % 99 bagil nem,
30 °C sicaklik ve % 20 CO; ortaminda, kiifiin bol misel gelistirmesine karsilik,
aflatoksin tiretiminde 6nemli 6l¢iide azalma saglanmistir. CO, miktar1 % 80' lere
cikarilsa bile misel olusumunun engellenemedigi ancak aflatoksin olusumunun

daha da azaldig1 belirlenmistir (Tunail 2000).
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1.5. Mikotoksinleri Belirleme Yontemleri

1.5.1. Kiiltiirel Yontemler

Aflatoksinler, sitrinin, kojik asit, mikofenolik asit, 3-nitropropionik asit,
okratoksinler, patulin, penisilik asit, PR-toksin, T-2 toksin ve zearalenon gibi
ekstraselliler =~ mikotoksinlerin  belirlenmesi  icin  kiiltiirel ~ yontemler
kullanilabilmektedir (Filtenborg ve ark. 1983). Kiiltiirel yontemler; ucuz olmasi,
biiyiik bir cihaz gerektirmemesi, teknik beceri seviyesi gelismis ve gelisen tilkeler
icin uygun olmasi1 gibi bazi avantajlara sahiptir (Abbas ve ark. 2004). Ancak
roquefortin C, penitrem A, sterigmatosistin ve diger hiicre i¢i mikotoksinlerin
belirlenebilmesinin miimkiin olmamas1 (Filtenborg ve ark. 1983), mikotoksin
tipinin ayirt edilememesi, miktarinin belirlenememesi, analitik yontemlere gore
diistik hassasiyete sahip olmasi gibi baz1 dezavantajlara da sahiptir.

Mikotoksijenik kiiflerin belirlenmesi i¢in kullanilan kiiltiirel yontemler; 1)
B-siklodekstrin gibi bazi maddeler ile ortamin zenginlestirilmesine dayali mavi
floresan yontemi (FL), 2) Koloni alt kisminda sar1 pigmentin belirlenmesi ve 3)
Kiiltiiriin amonyum hidroksit buhar1 ile muamele edilmesi sonrasi sar1 pigmentin

erik kirmizisina doniismesinin belirlenmesidir.

1) Mavi Floresan Yontemi: Mikotoksinlerin mavi fluorsan 6zelligi, uygun
ortamlarda gelistirilen kiiltiirlerin mikotoksin iiretme yeteneklerini belirleme
yoniinde kullanilmaktadir. Bu amagla; patates dekstroz agar ve coconut (Hindistan
cevizi) agar gibi kat1 ortamlar kullanilabildigi gibi siklodekstrin ve iyodin gibi
cesitli floresan uyaricilar ile zenginlestirilmis kati ortamlar, misir likoriiniin ilave
edilmesi ile czapeks agarn modifiye edilmesi sonucu elde edilen aflatoksin
iiretme yetenegi ortami (APA) kullanilabilmektedir. Ancak kat1 ortamda tiretilmis
olan mikotoksinin gézlemlenmesi oldukca basittir. Gelisme siiresinin sonrasinda
uzun dalga boylu UV 15181 altinda mavi floresan gozlenmesi pozitif sonug olarak
degerlendirilmektedir (Arseculeratne ve ark. 1969; Filtenborg ve ark. 1983; Dyer
ve McCammon 1994; Heenan ve ark. 1998; Abbas ve ark. 2004).
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2) San Pigment Belirleme: Kiiltiirel ortamda saridan turuncuya kadar degisen
koloni arka yiizeyinin olugsmasi mikotoksijenik  kiiflerin  ayriminda
kullanilmaktadir. Kiiltiir gelisimi esnasinda kiiltiir merkezinde baslayan parlak
sart rengin mikotoksijenik kiiflerde daha yogun oldugu belirlenmistir ve
mikotoksijenik kiiflerin ayrimmda kullanilmistir. Ancak tiim ortamlarda
mikotoksin ve mikotoksijenik kiiflerin ayriminda gecerli bulunmamistir (Abbas ve
ark. 2004). Fakat diger bir ortam olan Aspergillus flavus parasiticus agar (AFPA)
kiiltir gelisimi ile olusan turuncu renkli koloni arka ylizeyinin olusmasi ile
aflatoksijenik kiiflerin ayirt edilmesinde kullanilmaktadir (Dyer ve McCammon
1994; Samson ve ark. 2010).

3)

4) Amonyum Hidroksit Buhar ile Muamele: Bu yontemde incelenen kiif
patates dekstroz agar gibi bir ortamda petrinin ortasinda tek bir koloni olarak
gelistirilir. Petri ters olarak tutularak petri kapagma 1-2 damla konsantre
amonyum hidroksit soliisyonu damlatilir. Aflatoksin iireten kolonilerinin alt yiizii
hizli bir sekilde erik kirmizisma doniisiir. Kolonilerde renk degisimi YES ve
coconut agar (CCA) gibi zenginlestirilmis ortamlar kullanildiginda daha kuvvetli

ve belirgin olmaktadir (Abbas ve ark. 2004).

1.5.2. Analitik Yontemler

Mikotoksinlerin canlilar iizerinde alindiklar1 dozlara ve kisisel dirence
bagl olarak 6liimle sonuglanan akut etkileri olabilecegi gibi kanserojen, teratojen,
tremorgen, hemoraljik, dermatitik, hepatotoksik, nefrotoksik ve norotoksik
etkilerinden de s6z edilmektedir. Mikotoksinler sahip olduklar1 etkileri oldukca
diisiik dozlarda gosterebilmekte ve bu miktarda olan kontaminasyon seviyelerinin
tespiti, ¢ok duyarli ve kesin sonuglar veren yontemlerin gelistirilmesini zorunlu
kilmaktadir. Bu amacla degisik gida maddelerinden mikotoksinlerin aymrimi ve
teshisi icin bir¢ok farkl yontem gelistirilmistir (Var ve ark. 2004).

Mikotoksinlerin analizinde, ince tabaka kromatografisi (Thin Layer
Chromatography / ITK), yiiksek basingli sivi kromatografisi (High-Performance
Liquid Chromatography / HPLC), gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (Gas
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Chromatography—Mass  Spectrometry /  GC/MS), enzim  baglanmis
immunoabsorbant yontemi (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay / ELISA) ve
enzim aktivitesine bagl immunoteknik (Enzyme Multiplied
Immunotechnique/EMIT) uzun zamandir kullanilmaktadir. Ancak bunlarin
diginda floresan polarizasyon immuno yontemi (Flouresans Polarization
Immunoassay / FPIA) de mikotoksinlerin 6l¢iimiinde deneme asamasmdadir ve
kullanilabilecegi yoniinde olumlu sonuglar alinmistir (Orug 2005).

Analizi yapilacak olan mikotoksinlerin  oncelikle &rneklenmesi,
ekstraksiyonu ve ekstraktin temizlenmesi, yogunlastirilmasi1 sonrasinda da
kromatografik ayrim, kalitatif ve kantitatif tayininin yapilmasi mikotoksinlerin

analizlerinde izlenen temel bir yoldur.

1.5.2.1. Ornekleme

Almacak Orneklerin alindig1 kitleyi temsil edebilecek durumda olmasi
gerekmektedir (Var ve ark. 2004). Ornek degiskenligini etkileyen iki énemli
degisken vardir. Bunlardan birincisi; 6rnek se¢cim prosediirii, ikincisi ise parti
icerisindeki kontamine olmus partikiiller igindeki dagilimdir. Genellikle uygun
ornekleme ekipmaninin ve yonteminin kullanilmasiyla 6rnek se¢imi {izerindeki
etki en aza indirilebilir. Kontamine olmus partikiillerdeki dagilimdan kaynaklanan

sorun ise Ornek hacminin arttirilmasi ile saglanabilir (Whitaker, 2001).

1.5.2.2. Ekstraksiyon ve Ekstrenin Temizlenmesi

Ekstraksiyondaki ama¢ mikotoksinin kullandigimiz solventle kars1 karsiya
gelmesi ve bu maddelerin molekiiler diizeyde carpismasmnin saglanmasidir.
Kullanilan solventin se¢iminde ise analizi yapacak mikotoksinin polarlik derecesi
gbzoniinde tutulur. Ekstraksiyon isleminde dikkat edilecek diger bir konu da,
ekstraksiyonda kullanilan solventle birlikte su ilave edilmesidir. Bunun nedeni,

suyun gida maddesinin i¢ine penetre olma O&zelliginden kaynaklanmaktadir.
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Boylece su ile birlikte solventin iiriin icine girmesi saglanmaktadir. Ornegin,
aflatoksin analizlerinde baslica 3 ekstraksiyon kullanilmaktadir. Bunlar:

1. Kloroform-su ekstraksiyonu

2. Metanol-su ekstraksiyonu

3. Asetonitril-su ekstraksiyonu

Ekstrakte iiriinde aflatoksinin yani sira protein, lipit, renk maddeleri gibi
analiz sonucunu etkileyebilecek kirlilik maddeleri de bulunmaktadir. Amag¢ bu
kirlilik maddelerini ortamdan uzaklastrmak, toksinin ise fazda kalmasmi
saglamaktir.

Orneklerden mikotoksinlerin ayristirilmast amaciyla baslhica 3 farkli
ekstraksiyon ve ekstre temizleme yontemi uygulanmaktadir. Bunlar; CB (AOAC
metod I), BF (AOAC yontem II) ve AOAC resmi yontemidir (Var ve ark. 2004).
Elde edilen ekstrede istenmeyen iriinlerin uzaklastirilmas: ve ekstrenin
temizlenmesi i¢in iki temizleme yontemi kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi;
immuno aktif kolonlarda, ikincisi ise, kat1 faz ekstraksiyon kolonu temizleme
sistemi ile yapilmaktadir (Zheng ve ark. 2006). Son yillarda 6zellikle HPLC
kullaniminda ekstraksiyon immuno aktif kolonlarda yapilmaya baslanmistir. Bu

ekstraksiyon yontemi ITK i¢in de dnerilmistir.

Immuno Aktif Kolonlarda Temizleme (IAK)

IAK mikotoksin analizlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. IAK
kat1 destek iizerine immobilize edilmis olan anti-mikotoksin antikoru icerir. Ornek
ekstrakt1 belirli mikotoksinler i¢in spesifik antikorlar1 iceren IAK’na uygulanur.
Bu asamada mikotoksin antikorlara tutunur ve sonrasinda su gegirilerek
mikotoksin disindaki diger kirlilikler kolondan uzaklastirilir. Daha sonra s6z
konusu toksin i¢in uygun ¢oziicli gecirilerek antikorlara bagli olan mikotoksin

kazanilir (Sekil 1.17) (Zheng ve ark. 2006).
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ORNEK ILAVESI YIKAMA ELUSYON

Mikotoksin: @: Kirlilikler: @ A

Sekil 1.17. IAK prensibi (Zheng ve ark. 2006)

Kati-Faz Ekstraksiyon (SPE)

SPE yontemi oldukca hizli ve ekonomik bir yontemdir. En yaygin
kullanilan kolon materyali silika jel, Cig bagh silika jel, florisil ya da iyon
degistirme regineleridir. Ornegin uygulanmasi ile SPE materyali analizat1 adsorbe
eder, sonrasinda eliisyon islemi uygulanir. Bu islemde mikotoksin eliie edilirken,
mikotoksin diginda kalan kirlilikler kolon materyalinde kalir (Sekil 1.18) (Zheng
ve ark. 2006).

K
Ust kapak
Kirlilik
Sirmga
Sirmnga
Mikotoksin
Kolonda
Kolon Materyali L+ A/Kfil.a.n
% ~9  Kirilikler
= Y —
A M
“)
[t
a
Alt kapak . l‘z‘F
Tiip
U MikotoKksin
6 Test tiipiinde saf
Ornek Sirnga Bastirlarak
Ekstrakth SPE “::> Ekstrakt Kolon El.(sfr.akt Toplamirken
kolonu ; 5 . Kirlilikler Kolonda
0 Materyalinden Gegirilir Kalr

Mikotoksin eKirlilikler+ 4 ).

Sekil 1.18. SPE kolonunun prensibi (Zheng ve ark. 2006)
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1.5.2.3. ince Tabaka Kromotografi (ITK)

Mikotoksin analizlerinde sabit faz olarak silika jel, hareketli faz olarak ise
cesitli ¢ozlicii karigimlart kullanilabilmektedir. Sabit faz olan silika jel polar
ozellikte, hareketli faz ise daha az polar ozelliktedir. Hareketli faz sabit faz
iizerinde belirli bir hizla hareket ederken polaritesi diisiik olan molekiiller
hareketli faz ile daha hizli taginirken, polaritesi yliksek olan molekiiller silika jele
daha siki tutundugundan yavas tasmirlar. Ornek ekstrelerinin ve standartlarm,
plakaya azaltilmis 151k altinda ve miimkiin oldugu kadar cabuk bir sekilde
spotlanmas1 gerekmektedir (Var ve ark. 2004). ITK yontemi fizikokimyasal
analizlerde yaygin olarak tercih edilmektedir. Ciinkii her bir 6rnekte birden fazla
mikotoksin bulunabilir ve bunlar ITK ydntemi ile belirlenebilir. Temel prensip her
bir bilesigin belirli organik ¢oziiciide gé¢ etme hizlarinin farkina dayali olarak gé¢
faktorlerinin (Rf) belirlenmesi ve ilgili saf standartlar ile kiyaslanmasina
dayanmaktadir. Ancak bu yontemde dikkat edilmesi gereken 6nemli bir nokta ise
kimyasal olarak farkli maddelerin birbiri ile benzer R; degerlerine sahip

olabilecegidir (Muro-Cacho 2004; Turner ve ark. 2009).

1.5.2.4. Yiiksek Basinch S1ivi Kromotografi (HPLC)

HPLC, mikotoksinler ve mikotoksinler gibi diisiik molekiil agirliklarina
sahip diger bilesiklerin analizinde son yillarda {izerinde en c¢ok calisilan
cihazlarindan birisidir (Var ve ark. 2004). HPLC’de hareketli faz sivi (asetonitril,
metanol, etanol, tetrahidrofuran, etil asetat, su gibi ¢6ziiciiler) ve sabit faz ¢ok
kiigiik kat1 parcaciklardan (kolonun dolgu maddeleri olan silisyum dioksit,
aliminyum oksit, gdzenekli polimer ve iyon degistirici regineler gibi)
olugsmaktadir. HPLC ile mikotoksin analizinde bilinmesi gereken en Onemli
faktorlerden biri, hangi mikotoksinin hangi dedektorle aranacagmin bilinmesidir.
Ornegin aflatoksinler (AFM1 dahil), fumonisinler ve OTA analizlerinde floresans
dedektor; trikotesenlerin analizinde UV veya DAD dedektorii kullanilmalidir.
Ayrica mikotoksinler kiitle dedektorii (MS/Mass Specrometer) ile de LC-MS veya
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LC-MS/MS sistemi seklinde analizi yapilir. Ancak kiitle dedektdrleri diger
dedektorlerden daha pahalidir. Aflatoksin, fumonisin, okratoksin analizinde
temelde Cis kolonlar1 ve mikotoksinlerin ekstraksiyon asamasinda toksinlerin

daha konsantre ve saf olarak elde edilebilmesi icin genellikle IAK kullanilmalidir

(Orug 2005; Turner ve ark. 2009).

1.5.2.5. Gaz Kromatografi (GC)

Gaz kromatografide (GC), hareketli faz hidrojen, azot ve helyum gibi
gazlardan olusur. Sabit faz sivi veya kati olabilir ve ¢ok kiictlik kat1 par¢aciklardan
(kolonun dolgu maddeleri olan silisyum dioksit, aliminyum oksit, gézenekli
polimer ve iyon degistirici regineler gibi) olusmaktadir. Iki tiir gaz kromatografi
vardir: Gaz kat1 kromatografi (GSC) ve gaz-sivi kromatografi (GLC). Gaz-sivi
kromatografi daha fazla kullanim alani bulmus ve prensip olarak analitin gaz
halindeki hareketli faz ile bir katinin yiizeyine tutturulmus durgun sivi faz
arasinda dagilimi tizerine kurulmustur. Numune (analit) kromatografik kolonun
girisine enjekte edilir ve buharlastirilir. Inert bir hareketli gaz fazi ile eliisyon
yapilir. Diger kromatografik yontemlerin aksine gaz faz analitin molekiilleri ile
etkilesmez; gazin tek islevi, analiti kolon boyunca tasimaktir. Mikotoksinlerin
analizinde GC’ye kiitle spektrometre (MS) dedektorii baglanarak mikotoksinler
atomlarina kadar parcalanabilmekte ve bodylece Olglimleri yapilabilmektedir.
Ancak mikotoksinlerin analizi GC/MS ile yapilabilmekle birlikte diger sistemler
daha pratik oldugundan GC/MS pek tercih edilmemektedir (Oru¢ 2005; Turner ve
ark. 2009).

1.5.2.6. Kapiler Elektroforez (CE)

Birbiri ile yakm iligkili toksinlerin ayriminda kullanilan hassas bir
yontemdir. Bilesiklerin etkin ayrimi; elektriksel yiik ve kiitlelerine bagli olarak
elektriksel bir akim alaninda go¢ etme farkliliklarma gore gerceklesmektedir.

Hizli  ayrim, organik ¢Ozlici olmaksizin  sivi  tampon  ortaminda
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gerceklestirilmektedir. CE sisteminin floresan dedektor ile birlikte kullanimi,

mikotoksinlerin belirlenmesi ve Ol¢iimiinde etkin bir sonu¢ olusturmaktadir

(Maragos ve Greer 1997; Pena ve ark. 2002; Turner ve ark. 2009).

1.5.2.7. Enzim Baglanmus immunoabsorbant Yontemi (ELISA)

ELISA yontemi 10 yildan fazla siiredir mikotoksin analizinde
kullanilmaktadir. Spesifik antikorlarin spesifik mikotoksinlerin ii¢ boyutlu yapisi
ile baglanma yetenegine sahiptir (Zheng ve ark. 2006). Onemli olan bir nokta ise;
mikotoksinlerin antijenik 0Ozellik gostermemesidir. Mikotoksinlerin antijenik
ozellik gostermeleri icin bir protein veya polipeptid zincirine baglanmalari
gerekir. Mikotoksinlerin antijenik 0Ozellik gostermeleri icin protein olarak
genellikle serum albumini, gamma globulin ve polylisine kullaniimaktadir.
Okratoksin, patulin ve penisillik asit gibi reaktif gruplara sahip mikotoksinler
direk baglanma reaksiyonlar1 gosterirler. Buna karsin aflatoksin ve trikotesenleri
kapsayan bir¢cok toksin ise reaktif gruplara sahip degildirler ve bu nedenle reaktif
karboksil veya baska bir grubun Oncelikle toksin molekiiliine baglanmasi
gerekmektedir (Var ve ark. 2004). Genellikle kat1 yiizeylere baglanmis az
miktarda antikor (antibadi) ile 6rneklerde bulunan toksin ve toksin ile isaretlenmis
enzimlerin baglanma miicadelesini temel almaktadir. Yapilan yikama sonrasi
baglanmamis enzimler ayrilmakta, kullanilan belirli substrat ile meydana gelen
renkli madde miktar1 ile toksin miktar1 ters orantili olarak bulunan toksin

miktarmin hesaplanmasini saglamaktadir (Orug 2005).

1.5.2.8. Diger Analiz Yontemleri

Yaygm olarak kullanilan kromotografik ve immiinolojik yontemlere
ilaveten siirekli gelisen ve yenilenen teknoloji ile mikotoksin analiz yontemlerine
yeni ve hizli teknikler eklenmektedir. Bunlar arasinda; membran esasl

immiinoassay, florometrik analiz, floresan polarizasyonu, dalga boyu kaybi1
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teknolojisi, molekiiler dalgali polimerler, mikroarray teknolojisi, luminex xMAP

teknolojisi, biyosensorler bulunmaktadir (Zheng ve ark. 2006).

O Mikotoksin enzim konjugat
@ Mikotoksin

YAnti-mikotoksin antibody

S Substrat

E: (b) (c)
ce—
—> — s g S — Stop
(d) (e) ()

Sekil 1.19. Mikotoksin analizinde ELISA prensibi a) Konjugat ile 6rnek karistirthir, b)

Karigtirilmig igerik antibody ile kaplanmig kuyucuklara aktarilir, ¢) Mikotoksin —
antikor baglanmasi igin 1 saat inkiibasyon uygulanir, d) Baglanmamis olan igerik
yikama iglemi ile uzaklastirilir, €) Renk olusumu igin substrat ilave edilir, f)

Reaksiyon stop soliisyonu ile durdurulur (Zheng ve ark. 2006).

1.6. Gida Kaynakh Kiiflerin izolasyonu ve Identifikasyonu

1.6.1. Gida Kaynakh Kiiflerin izolasyonu

Genelde gidalardaki mikolojik igerigin Orneklenmesi yoOntemleri
bakteriyolojik ortamlarin modifikasyonuna ya da dogrudan mikolojik ortamlarin
kullanilmasina dayanmaktadir. Ancak, bakteriler ve insan patojeni kiifler yiliksek
su aktiviteli ortamlarda, yiliksek sicakliklarda ve diisiik karbonhidrat kaynaginda
geligebilirken bunun tam aksine gida kaynakl kiifler tipik saprofitlerdir, diisiik su
aktivitesinde, diisiik sicakliklarda ve kompleks karbonhidrat icerigine sahip
substratlarda gelisim gdstermektedir. Gida drnegindeki kiiflerin belirlenebilmesi

icin; direk Ornekleme, dogrudan uygun besi ortamina inokiilasyon ve diliisyon
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islemi uyguladiktan sonra uygun besi ortamina inokiilasyon olmak tizere 3 farkl
yontem ile gergeklestirilebilir.

Direk ornekleme yontemi fungal gelisimin ¢iplak gozle veya stereo
mikroskop ile incelenmesi miimkiin olan Ornekler icin kullanilabilmektedir.
Makroskobik incelemeye ilaveten ilgili 6rnekten preparat hazirlama veya selotap
yontemi ile Ornegin mikroskobik incelemesi ve identifikasyon ¢alismasi
gerceklestirilebilir (Sekil 1.20).

Diger bir yontem olan direk inokiilasyon ise tiim orneklerin mikolojik
incelemesinde kullanilan etkin bir yontemdir. Bu yontemde tahillar ve yer fistig1
gibi 6rnekler bir biitlin halinde besiyeri ylizeyine yerlestirilirken, meyve ve sebze
gibi gidalar pargalandiktan sonra besiyerine uygulanirlar. Bu yontem yiizeyi
kontamine olmus ve olmamis olan gidalar i¢cin kullanilabilir. Ancak ylizeyi
kontamine olmus bir gida kullanilacak ise 6rnegin yiizeyinin yikanmasi ve yiizey
dezenfeksiyonunun gergeklestirilmesi gerekmektedir (Sekil 1.20).

Diliisyon isleminin kullanildig1 yontemde ise 6rnegin kiif iceriginin dogru
bir sekilde yansitilabilmesi i¢in miimkiin oldugunca biiyiik hacimlerde 6rnek
kullanilmas1 oldukg¢a 6nemlidir. Genellikle baslangi¢ diliisyonu olarak 6rnegin 10
kat diliie edilmesi kullanilmaktadir. Bu asamada Ornegin uygun boyutlara
parcalanmasi ve homojen olarak karigsmasinin saglanmasi onemlidir. Ancak toz
halindeki 6rneklerin homojenize edilmesi yeterlidir. Homojen olarak elde edilen

ornekler 10 veya 5 kati diliisyon ile bir seri halinde diliie edilir ve kiiltiir ortamina

aktarilir (Sekil 1.20).

ORNEK — »| Dilisyon Yéntemi
Direk Kiiltiire Alma 7 i :
- Sispansiyon olusturma
Direk Ornekleme Homojenizasyon
Steree Mikroskop P artikiiller Viizey
Igike Mikroskobu | | yegiverine sterilizasyonundan ¢
ile incelme yetlegtirilir sonra uygun besi Tlawe diliisyon serisi
ottarmina
yetlestirilir ¢
. : ‘_"I ) /‘ Kiltire Alma
Identifikasvon + Inkibasyon 25°C =5 gin [*

Sekil 1.20. Gida kaynakli funguslarmn izolasyonu i¢in kullanilan yontemler (Samson ve ark. 2010)
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Kiiltiire dayali yontemlerde temelde 25 °C’de 5 giinliik inkiibasyon siiresi

takip edilmektedir. Ayrica kiiltiire alma agamasinda besi ortami se¢imi aranan

mikobiyota ve incelenen Ornek ile iliskili olarak belirlenmelidir (Cizelge 1.8)

(Samson ve ark. 2010).

Cizelge 1.8. Farkli tiplerdeki gida {iirlinlerinde bulunan funguslarin izolasyonu igin kullanilan

yontem ve besi ortamlari (Samson ve ark. 2010)

Uriin tipi Yontem Besi yeri*
Fasulye&Bakliyat Direk inokiilasyon AFPA, CZID, DG18, V8
Ekmek&Cavdar Homojenizasyon—Diliisyon plate | ADYS, MEA, DG18
Ekmek&Bugday Homojenizasyon—Diliisyon plate | DG18, M20
Kakao&Kahve Direk inokiilasyon AFPA, DG18, MEA

Tahil, muhafaza edilmis

Direk inokiilasyon

ADYS, DG18, MEA

Tahil, stoklanmis Direk inokiilasyon DYSG, MEA
Yiizey yikama—Diliisyon plate DYSG, MEA
Yiizey  dezenfeksiyonu—Direk | DG18, CZID, V8
inokiilasyon

Un Direk inokiilasyon DG18, MEA
Homojenizasyon—Diliisyon plate | DG18, MEA

Kurutulmus meyve Direk inokiilasyon DG18, M20, M40 (MY50G)

Taze meyve Yiizey yikama— Diliisyon plate DRYES, MEA
Yiizey  dezenfeksiyonu—Direk | CZID, V8
inokiilasyon

Otlar&Baharatlar Homojenizasyon—Diliisyon plate | DG18, MEA

Diisiik su aktiviteli tiriinler

Homojenizasyon—Diliisyon plate

DG18, M20, M40 MY50G

Et ve giinliik iiriinler

Direk inokiilasyon

CREAD, MEA, DG18

Homojenizasyon—Diliisyon plate

CREAD, MEA, DG18

Ceviz

Direk inokiilasyon

DRYES, MEA

Yiizey  dezenfeksiyonu—Direk
inokiilasyon

CZID, V8

Yag iiriinleri

Homojenizasyon—Diliisyon plate

CREAD, MEA, DG18

Pastorize Urtinler

Homojenizasyon—Diliisyon plate

MEA, OA 30 °C’de

Tohum Direk inokiilasyon DRYES, MEA
Yiizey  dezenfeksiyonu—Direk | CZID, V8
inokiilasyon

Yumru kok Yiizey yikama—Diliisyon plate DRYES, CZID, V8
Yiizey  dezenfeksiyonu—Direk | DRYES, CZID, V8
inokiilasyon

Bitki Yiizey yikama—Diliisyon plate DRYES, MEA
Yiizey  dezenfeksiyonu—Direk | CZID, V8

inokiilasyon

*CZID; Czapek Iprodione Dikloran Agar, DG18; Dikloran % 18 Gliserol agar, V8; V8 Juice Agar,
ADYS; Asetik asit Dikloran Yeast Ekstrakt Sukroz Agar, M20 (ya da M40); Malt ekstrakti; 50 g,
Sukroz; 200 ya da 400 g, ZnSO,.7H,0; 0,01, CuSO,.5H,0; 0,005 g, distile su; 1000 ml, DYSG;
Dikloran Yeast Ekstrakt Sukroz Gliserol Agar, CREAD; Kreatin Sukroz Dikloran Agar, OA;

Oatmeal Agar
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1.6.2. Gida Kaynakh Kiiflerin Identifikasyonu

1.6.2.1. Morfolojik Identifikasyon

Fungi alemi i¢inde yer alan organizmalarmm yasam dongiilerinde hem
eseyli hem de eseysiz lireme sathalar1 yer alir. Funguslarin smiflandirilmasinda
kullanilan temel kriterler, yagsam dongiilerinin eseyli safthasinda olusturduklari bu
iireme yapilaridir. Ancak eseyli ireme yapilar1 6zel kosullar altinda olusturuldugu
icin bazi1 funguslarin eseyli sathast ya heniiz belirlenememis ya da bazi
funguslarda bu safha tamamen ortadan kalkmis olabilir. Bundan dolay1
giinimiizde funguslar iki sekilde siniflandirilmaktadir. Bunlardan, funguslarin
yasam dongiilerinin eseyli safhalarinda olusturduklar1 fruktifikasyon yapilari,
eseyli sporlar1 ve tallus yapilar1 kriter alinarak gergeklestirilen siniflandirma
teleomorfik siniflandirma olarak adlandirilir. Eseyli iireme yapilar1 tesbit
edilemedigi i¢in, baz1 funguslar tallus yapilar1 ve eseysiz sporlar1 géz Oniine
alimarak smiflandirilirlar, bu smiflandirma bi¢gimi ise anamorfik smiflandirma
olarak adlandirilir (Kihigoglu ve Ozkog 2008).

Morfolojik tanilama, incelenen kiif 6rneginin her bir cins i¢in 6zellesmis
kiiltlir ortamlarinda (Cizelge 1.9) gelisme yeteneklerinin belirlenmesine
dayanmaktadir. Bu nedenle ilgili cinsler i¢in kullanilmas1 gereken besi
ortamlarinin uygun igerikleri ile kullanilmas1 ¢alisma sonuglar1 tizerinde dogrudan
etkilidir. Bu tanilama yonteminde pek c¢ok kiif 25 °C’de 5-10 giin siire ile
karanlikta inkiibe edilir. Ancak bazi kiiflerin 6zel inkiibasyon kosullarina gerek
duydugu unutulmamalidir. Ornegin; Fusarium tipik spor gelisimini sira ile
degistirilen karanlik/UV 15181 evreleri sonucunda olusturmaktadir.

Kullanilan besi ortaminda gelisen kiif, dogrudan ve mikroskobik inceleme
ile dogrulanmalidir. Bu asamada misel, ireme yapisi ve sporilasyon yapisi gibi
yapisal Ozellikler hazirlanan preparatta dikkate alinan aywt edici noktalardir.
Mikroskobik inceleme i¢in hazirlanan preparat pamuk mavisi veya anilin mavisi
gibi boya iceren laktik asit olabilecegi gibi boyasiz laktik asit kullanimi da bazi

yapilarin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Preparat hazirlig1 esnasinda 6zellikle
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Aspergillus ve Penicillium gibi bol sporlu kiiflerin hazirlanmasinda, alkol
kullanimi, konidialarin hidrofobik 6zellikte olmalarmma dayali olarak temiz bir

mikroskobik goriintii saglamaktadir (Samson ve ark. 2010).

Cizelge 1.9. Kiiflerin identifikasyonunda kullanilan kiiltiir ortamlar1 (Samson ve ark. 2010)

Kiif Kiiltiir Ortam
Aspergillus CYA, MEA, OA
Kserofilik tiirleri i¢in CY20, M20, M40, DG18
Penicillium CYA, CREA, MEA, YES
Fusarium PDA, YES, SNA*
(*12 saat UV 15181/12 saat karanlik)

Kiiltiirel ortamda; koloni genisligi, rengi, tekstiirii, arka yiizey rengi,
¢Ozilinlir pigment ve eksuda iiretme yetenegi gibi Ozellikler temel olarak
degerlendirilen 6zellikler arasinda yer almaktadir.

Kiiltiire ait mikroskobik 6zelliklerde ise; konidiofor yapisi, dallanma ve
konidiojen karakteri, fertil yapilarin yapis1 ve konidia tipi, rengi, son olarak tiim
yapilarin boyutu ve tekstiirtidiir.

Anamorfik smiflandirmada kullanilan  yOntemlerin  ortak  Ozelligi
gozlemlere dayali olmasi, fazla zaman almasi ve hata yapma olasiliginin fazla
olmasidir. Baz1 funguslarin smiflandirilmasindaki bu belirsizlik ¢ogu zaman ayni1
taksona iki farkli isim verilmesine hatta farkli organizmalara da ayni ismin

verilmesine neden olabilmektedir (Kilicoglu ve Ozkog 2008).

1.6.2.2. Molekiiler identifikasyon

Diger pek c¢ok filum ve alem i¢in oldugu gibi niiklear ribosomal operondan
kaynaklanan DNA dizi verileri kiiflerin taksonomisi i¢in kullanilmaktadir ve tiim
organizmalarda ortak bir Ozellik olmasindan dolayr organizmalar arasindaki
evrimsel iligkiyi ayirt edebilmek icin rRNA’lar iistiin molekiillerdir. rRNA eski,

fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis gosteren (yaygin) ve filogenetik
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fark1 6l¢iili bir sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Ayrica rRNA gibi biiyiik bir
molekiildeki olasiliklarin sayisi oldukca fazladir ve iki dizi arasindaki benzerlikler
filogenetik bir iligkiyi isaret etmektedir. rRNA dizi analizlerinin sonuclar1 ve
molekiiler genetik calismalar organizmalar arasindaki dogru evrimsel iligkileri
yansitacak sekilde filogenetik agaclarin elde edilmesini saglamistir. rRNA
genlerinin kodlandigi DNA dizileri funguslarda taksonomik iliskilerin ve genetik
varyasyonun belirlenmesi calismalarinda genis oranda kullanilmaktadir.
Funguslarda c¢ekirdek rDNA (rRNA gen kiimesi) ardisik tekrarlanan rDNA
birimleri olarak organize olmustur (Samson ve ark. 2010; Kiligoglu ve Ozkog
2008).

rRNA gen kiimesi hem c¢ekirdek hem de mitokondrilerde bulunur ve
olduk¢a korunmus ve degisken bolgelerden meydana gelir (White ve ark. 1990).
Fungal c¢ekirdek rRNA genleri her genomda birka¢ yiiz kopyasi olan, ardisik
tekrarlanan yapilar olarak diizenlenmistir. Her bir birimde ii¢ rRNA geni
bulunmaktadir: kiiciik rRNA geni (18S), 5.8S rRNA geni ve biiyilkk rRNA geni
(28S). Gen kiimesinin sonunda yer alan 5S rRNA geni ise fungal taksona bagl
olarak tekrarlayan birim i¢inde olabilir veya olmayabilir. 5.8S rRNA geni ise
funguslarda mitokondriyal genomda bulunmaz. Korunmus diziler biiyiik alt birim
(LSU) ve kiictik alt birim (SSU) genlerinde bulunur. LSU ve SSU genleri
funguslarda bir¢ok taksonomik c¢alismada kullanilmistir (Kihigoglu ve Ozkog
2008).

Alt birimler arasindaki ara (spacer) bdlgeleri, trankripsiyonu yapilmayan
bolgeler (internal transcribed spacer-ITS) ve genler arasi bolge (intergenic spacer-
IGS) olarak adlandirilir. Bunlar alt birim dizilerinden daha degiskendir ve tek bir
cins i¢indeki tiirler arasindaki ya da tiir i¢i (intraspesifik) populasyonlar arasindaki
caligmalarda genis oranda kullanilmaktadir. Funguslarda 18S rDNA bolgesi
nisbeten yavas bir sekilde evrim gecirir ve uzak akraba organizmalarin
kiyaslanmasinda kullanighdir. Ancak kodlanmayan bdlge (ITS ve 1GS) daha hizli
evrim gecirir ve bir tiir i¢indeki suslarin ya da bir cins i¢indeki fungal tiirlerin
karsilastirilmasi i¢in kullanighdir. 28S rDNA’nin bazi bolgeleri de tiirler arasinda

degiskendir. Filogenetik calismalarda dizi analizi i¢in kullanisli oldugu
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ispatlanmis DNA bolgeleri; ¢ekirdek ve mitokondrial rDNA ve protein kodlayan
genlerdir (Sekil 1.21) (Kiligoglu ve Ozkog 2008).

ITS1
)

18S 51 8.8S 53 28S
IrDNA I'DNA I'DNA

ITS4

A
v

570 bp

Sekil 1.21. Ribozomal genlerin i¢ transkripsiyon kisimlari (ITS)

Son bes yilda, intronca zengin protein kodlayan genlerin dizilenmesi
filogenetik tlir konseptinin olusturulmasinda olduk¢a One ¢ikmustir. Protein
kodlayan gen olarak B-tubulin (benA) 3-6 ekzon araligi ii¢ cins (Aspergillus,
Penicillium, Fusarium) igin uygulanmaktadir. Aspergillus ve telemorflar1 igin
ilaveten kullanilan diger bir protein kodlayan bolge ise calmodilindir. Fusarium
tirlerinin identifikasyonunda da diger bir gen olarak uzama faktori 1-alfa

(TEF1a)’ya dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 1.10) (Seifert ve Levesque 2004).

Cizelge 1.10. Tiir identifikasyonu i¢in 6nerilen gen bolgeleri ve veri tabanlar

Cins Veri taban Onerilen bolge

Aspergillus ve telemorflari GenBank, CBS web sayfasi Kalmodulin

Penicillium ve telemorflar1 GenBank, CBS web sayfasi B-tubulin

Fusarium FUSARIUM-ID database TEF

1.6.2.3. Kimyasal identifikasyon

Morfolojik ve molekiiler identifikasyonlarin yani sira, objektif ve gecerli

tir identifikasyonu kemo-taksonomi olarak da bilinen sekonder metabolit
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profillerinin kullanilmas1 ile basarilabilir. Sekonder metabolit profillerinin
kullanilmasindaki bir avantaj identifikasyon ile birlikte mikotoksin {iretme
potansiyeline sahip kiiflerinde tahmin edilebilmesidir. Kemo taksonomi ITK gibi
kolay ve hizli tarama imkan1 veren bir yontem ile yapilabilecegi gibi HPLC gibi
hassas bir analitik yontem ile de yapilabilmektedir. Her iki yontemde de ektrakte
edilen 6rnek uygun organik fazda ayrilmaktadir. Dedeksiyon ise ITK ortaminda
UV 15181 (254 ve 366 nm) altinda, HPLC’de ise 200—600 nm arasinda DAD ile
yapilmaktadir (Sekil 1.22).

ITK ve HPLC analizleri i¢in, 25 °C’de 14 giin boyunca gelistirilmis olan
kiiltiirden gerceklestirilmektedir. Sekonder metabolit icin kullanilan en uygun
ortamlar tiire bagli olmakla birlikte YES ve dikloran yeast ekstrakt sukroz agar
(DRYES) gibi seker ve yeast ekstrakti igeren ortamlardir (Samson ve ark. 2010).

- o ™M
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Sekil 1.22. Ince tabaka kromotorafisi ile sekonder metabolit analizi islem semasi

(http://wwwz2.biocentrum.dtu.dk/mycology/analysis/tlc/index.html)
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Cahsmada Kullanilan Un Ornekleri

Olas1 mikotoksijenik kiif icerikleri yoniinden incelenecek olan ¢esitli un
ornekleri Eskisehir ilindeki farkli marketlerden tedarik edilmistir. 12 bugday unu,
3 kepekli un, 3 misir unu, 3 galeta unu, 1 piring unu, 1 soya unu, 1 glutensiz un ve
1 ¢avdar unu olmak iizere toplam 25 farkli un 6rnegi alinmistir. Incelemeye alinan
un Orneklerinin se¢iminde yaygin olarak tiiketilen ve satisa sunulan un tipleri
tercih edilmistir. Incelenen un orneklerine ait ambalaj, iiretim ve son kullanma
tarihi bilgileri Cizelge 2.1°de verilmistir. Un 6rnekleri +4 °C’ de saklanmis ve 2

giin i¢cinde incelemeye alinmustir.

Cizelge 2.1. Un 6rneklerine ait ambalaj, iiretim ve son kullanma tarihleri

Ornek ) Uretim >on
Numaras: Ornek Ad1 Ambalaj Tarihi Kullanma
Tarihi
1 Bugday Unu 1 kg - 18.06.09
2 Sert Bugday Unu 1 kg - 14.07.08
3 Ozel Karigimli Bugday Unu 1 kg 26.08.08 |26.08.09
4 Galeta Unu 500 g 12.04.08 |12.04.09
5 Piring Unu 250 g 30.10.07 |30.10.08
6 Kepekli Un 1 kg 28.07.08 |28.04.09
8 Geleneksel Bugday Unu 1kg - 24.07.09
9 Yulafunu karigimli Bugday Unu |1 kg - 06.09
Vitaminli ve Mineralli Bugday 1 kg 18.08.08 |18.08.09
10 Unu
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Ornek . Uretim Son
Numarasi Ornek Ad1 Ambalaj Tarihi Kullanma
Tarihi

11 Galeta Unu 300 g 04.09.08 |04.08.09
12 Bugday Unu 1kg 02.07.08 |02.07.09
13 Bugday Unu 1 kg 18.04.08 |18.04.09
14 Bugday Unu 1 kg 17.07.08 |17.07.09
15 Glutensiz Un 500 g 27.06.08 |27.06.09
16 Galeta Unu 500 g 18.08.08 |18.08.09
17 Kepekli Un 1 kg - 06.08.09
18 Misir Unu 500 g - 07.06.09
19 Misir Unu 500 g - 06.02.08
20 Soya Unu 500 g 21.11.07 |21.11.08
21 Bugday Unu 1 kg 18.08.08 |18.08.09
22 Tam Bugday Unu 1 kg - 03.04.09
23 Kepekli Un 1 kg - 18.09.08
24 Bugday Unu 1 kg - 12.06.09
25 Cavdar Unu 1 kg - 10.09
26 Misir Unu 1 kg - 10.09

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1. Rose Bengal Kloramfenikol Agar (RBCA) (Fluka 17211)

Mikolojik pepton 50
Dekstroz 10 g
KH,PO, 1g
MgSO, 05¢g
Rose-Bengal 0,059
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Kloramfenikol 0,1g
Agar 155¢g
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Yukarida igerigi verilen hazir RBCA litrede 32,15 g olacak sekilde tartilip
¢oziilinceye kadar isitilmis ve 121°C° de 15 dakika 1,5 atm. basmcinda
otoklavlanarak steril edildikten sonra kiiflerin izole edilmesi asamasinda

kullanilmastir.

2.1.2.2. Dikloran-Rose Bengal Agar Base (DRBCA) (Fluka 17147)

Peptic digest of animal tissue 5¢
Dekstroz 10 g
KH2PO4 1g
MgSO, 059
Rose-Bengal 0,025¢
Dikloran 0,002 g
Agar 13 g
Distile su 1000 ml
pH 5,6

Yukarida igerigi verilen hazir DRBCA litrede 31,5 g olacak sekilde tartilip
coziilinceye kadar sitilmis ve 121°C° de 15 dakika 1,5 atm. basincinda
otoklavlanarak steril edilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 0,1 g/ml
kloramfenikol besiyerine ilave edilmistir ve bu besiyeri kiiflerin izole edilmesi

asamasinda kullanilmustir.
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2.1.2.3. Czapek Dox Agar (CZ) (Fluka 70185)

Sukroz 3049
Sodyum nitrat 30
Potasyum klorid 059
MgSQO4.7H,0 05¢g
Fe»S04.7H,0 0,01g
KoHPO, 1g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7,3

Belirtilen besiyeri litrede 50 g olacak sekilde hazirlanip 121°C’ de 15 dakika
1,5 atm. basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden
sonra, steril petrilere yaklasik 15-20 ml seklinde dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri

kiif izolatlarmin tek spor izolasyonu i¢in kullanilmistir.

2.1.2.4. Malt Ekstrakt Agar (MEA)(Merck 1. 05398)

Malt ekstrakt 3049
Pepton 39
Agar 159
Distile su 1000 ml

Yukarida igerigi verilen hazir MEA litrede 48 g olacak sekilde tartilip
coziilinceye kadar sitilmis ve 121°C° de 15 dakika 1,5 atm. basmcinda
otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril petrilere
yaklasik 15-20 ml seklinde dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri kiif izolatlarina ait

tek sporlarin gelistirilmesi i¢in kullanilmastir.
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Ayrica tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm. basincinda
otoklavlanip tiiplerde yatik halde donmasi saglanmistir. Hazirlanan yatik MEA

tiipleri, izolatlarmn stoklanmasinda kullanilmaistir.

2.1.2.5. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Malt Ekstrakt (Merck) 209
Pepton 1g
Glukoz 209
Agar 209
Distile su 1000 ml

Ortam igerikleri belirtilen miktarlarda tartilip distile suda ¢oziildiikten sonra
121°C° de 15 dakika 1,5 atm basincinda otoklavlanarak steril edilmistir.
Sterilizasyon isleminden sonra, standart boyuttaki steril petrilere 25 er ml olacak
seklinde dagitilmistir (Pitt 1979; Klich 2002). Bu besiyeri Penicillium ve

Aspergillus tiirlerinin teshisinde kullanilmustir.

2.1.2.6. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA)

KH,PO, 1g
Czapek Concentrate (CC) (Cozelti 1) 10 mi
Yeast autolysate veya extract 59
Sukroz 309
Agar 159
Distile su 1000 ml

Ortam igerikleri belirtilen miktarlarda tartilip distile suda ¢oziindiiriildiikten
sonra 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm. basincinda otoklavlanarak steril edilmistir.
Sterilizasyon isleminden sonra, standart boyuttaki steril petrilere 25° er ml, kiigiik

boy (5 cm ¢apinda) steril petrilere ise yaklasik 10 ml olacak seklinde dagitilmistir
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(Pitt 1979; Klich 2002). Bu besiyeri Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin

teshisinde kullanilmistir.

2.1.2.7. % 25 Glycerol Nitrate Agar (G25N)

KH,PO, 0,759
Czapek Concentrate (CC) 754
Yeast autolysate veya extract 3749
Glycerol 250 g
Agar 329
Distile su 750 ml

Belirtilen besiyeri igerigine gore hazirlanip 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril
kiigiik boy (5 cm c¢apinda) petrilere yaklasik 10° ar ml olacak seklinde
dagitilmistir  (Pitt  1979). G25N ortami Penicillium tiirlerinin teshisinde

kullanilmstir.

2.1.2.8. % 20 Sukrozlu Czapek Yeast Autolysate Agar (CY20S)

K;HPO, 19
Czapek Concentrate (CC) 10 mi
Yeast autolysate veya extract 59
Sukroz 200 g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Belirtilen besiyeri igerigine gore hazirlanip 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir ve daha sonra steril petrilere 25 er ml
dagitilmigtir (Klich 2002). Hazirlanan besiyeri Aspergillus tiirlerinin teshisinde

kullanilmaistir.
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2.1.2.9. Czapek Dox Agar (CZ)

Czapek Concentrate (CC) (Cozelti 1) 10 mi
K;HPO4 19
Sukroz 309
Agar 1759
Distile su 1000 ml

Belirtilen besiyeri igerigine gore hazirlanip 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril
petrilere yaklasik 15-20 ml olacak seklinde dagitilmistir (Klich 2002). Hazirlanan

besiyeri Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin teshisinde kullanilmustir.

2.1.2.10. Potato Dextroz Agar (PDA) (Merck 1.10130)

Patates ekstrakti 49
Glukoz 20 g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Yukarida igerigi belirtilen hazir PDA litreye 39 g olacak sekilde tartilip agar
cOziinlinceye kadar sitilir ve 121°C° de 15 dakika 1,5 atm. basincinda
otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril petrilere
yaklagik 15-20 ml olacak seklinde dagitilir. Hazirlanan besiyeri Penicillium ve

Aspergillus tiirlerinin diginda kalan diger izolatlarin teshisinde kullanilmustir.

2.1.2.11. Yeast Extract Sucrose Agar (YES)

Yeast ekstrakt 20 g
Sucrose 150 g
MgS0O,4.7H,0 05¢g
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ZnS0,4.7H,0 0,01g
CuS0,.5H,0 0,005 g
Agar 159
Distile su 1000 ml

Belirtilen besiyeri icerigine gore hazirlanip 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril
petrilere yaklagik 15-20 ml olacak seklinde dagitilmistir (Samson ve ark. 2010).

Hazirlanan besiyeri mikotoksijenik tiirlerin belirlenmesinde kullanilmstir.

2.1.2.12. Cocconut Agar Medium (CAM)

Hindistan cevizi 100 g
Sicak su 300 ml

Yukarida belirtilen icerik 5 dakika boyunca blender ile karistirilmig ve
kumas silizekten siiziilmiistiir. Stiziintiiniin pH’1 2 N’lik NaOH kullanilarak pH
7’ye ayarlandiktan sonra 6 g agar ilave edildikten sonra kaynatilmistir. 50 °C’ye
kadar sogutuldugunda pH’s1 kontrol edildikten sonra 115 °C’de 10 dakika siireyle
otoklavlanarak steril edilmistir. Hazirlanan besiyeri aflatoksijenik ve

okratoksijenik kiiflerin belirlenmesinde kullanilmistir (Heenan ve ark. 1998).

2.1.2.13. Aspergillus flavus/parasiticus Agar (AFPA)

Yeast ektrakti 209
Bacto pepton 10g
Demir Amonyum Sitrat 05¢
Bacto Agar 209
Distile su 1000 ml
pH 5,0
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Belirtilen besiyeri icerigine gore hazirlanip 121°C” de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril
petrilere yaklasik 15-20 ml olacak seklinde dagitilmistir (Donner 2008).

Hazirlanan besiyeri aflatoksijenik kiiflerin belirlenmesinde kullanilmastir.

2.1.3. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

2.1.3.1. Czapek Concentrate (CC)

NaNO; 309
KCI 50
MgSQO,4.7H,0 5¢g
FeS0,4.7H,0 0,1g
CuS0QO,4.5H,0 0,05¢g
Su 100 ml

Hazirlanan ¢ozelti czapek yeast autolysate agar igeriginde kullanilmistir

(Klich 2002).

2.1.3.2. Lacto-Cotton Blue Mounting Medium (LCB Mounting Medium)

Gliserol 250 ml
% 85’ lik Laktik asit 100 ml
Cotton blue stok 3ml
Distile su 50 ml

Cotton blue stok ¢ozeltisinin hazirlanis1 2 asamada yapilmistir:

1) kuvvetli bir sekilde karistirilan laktik asite (99 ml % 85 lik) cotton
(Anilin) blue (1 g) kristalleri ilave edilmistir. Daha sonra, bir Biichner porselen
hunideki #50 Whatmann 90 mm filtre kagidindan (Fisher Scientific, Los Angeles,

California) gecirilerek c¢ozelti vakumla filtre edilmistir. Cozeltiye havadan



@ ANADOLU UNIVERSITESI

95

bulagsmayr Onlemek icin porselen huninin iizeri kapali halde c¢alisilmigtir.
Filtrasyondan sonra stok boya ¢dzeltisinin berrakli§i kontrol edilmis ve temiz bir
lam iizerine bir damla stok boya soliisyonu damlatilip lamel kapatilir ve 400X’ de
incelenmistir. Boya partikiilleri yaklasik olarak 2 pm ya da daha kii¢lik olmasina
dikkat edilmistir. Biiyiik boya partikiilleri goriildiigiinde, uygun berrakliga kadar

boya ¢ozeltisinin tekrar filtrasyonu yapilmistir.

2) Su, laktik asit ve gliserin karistirici tizerinde bir saat boyunca karistirilip
sonunda ¢ozelti lizerine 3 ml cotton blue stok ¢ozeltisi homojen olarak ilave
edilerek bir saat boyunca karistirilmistir. Havadan herhangi bir bulagmay1

engellemek icin erlen agz1 parafilm ile kapatilmistir (Sime 2002).

2.1.3.3. Tris-acetate-EDTA (TAE) 50X

Tris Base 242 g
Glasial Asetik Asit 57,1 ml
0.5 MEDTApH 8.0 100 ml

Cozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmis ve 1:49 oraninda distile su ile
karistirilarak 1X TAE olarak elektroforez islemlerinde kullanilmistir (Sambrook

ve Russell 2001).

2.1.3.4. PBS
NaCl 8¢
Na;HPO,4.7H,0 1,159
KCI 0,29
KH,PO, 0,29
Distile su 1000 ml
pH 7,2

1X konsantrasyonundaki PBS un 6rneklerinden okratoksin A ekstraksiyonu

isleminde kullanilmistir.
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2.2. METOD

2.2.1. Un Orneklerinden Kiiflerin izolasyonu

Un Orneklerinde bulunan kiiflerin izolasyon isleminde Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (RBC) (Fluka 17211) ve Dichloran Rose Bengal
Chloramphenical Agar (DRBC) (Fluka 17147) ortamlar1 kullanilmistir. Tim
orneklerin mikolojik incelemesi i¢in oldukca etkili bir yontem olmasindan dolay1
“Direk Ekim” ve “Seyreltme” yontemleri tercih edilmistir. Direk ekim yontemi,
izolasyon ortamina Ornek partikiillerinin dogrudan aktarilmasi1 ve yiizeye
yayllmasinin saglanmasini kapsamaktadir (Samson ve ark. 2004a). Direk ekim
yontemi ile un Orneklerinin incelenmesinde 0,1 g Ornek kullanimi
gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek 2 adet RBC ve 2 adet DRBC ortamlarina
inokule edilerek 4 paralel halinde izolasyon islemine tabi tutulmustur. Petri
kaplar1 25°C’lik etiivde 14 giin siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun

ilk 3. gilinlinden itibaren gelisen koloniler tek spor izolasyonu iglemine alinmistir.

14 giinliik inkiibasyon sonunda, her 6rnek i¢in, petrilerde bulunan tiim kiif
kolonileri sayilmistir. Sayim islemi petri kaplarmin ters yiizlerinden ve
isaretlemek suretiyle yapilmistir. 10-100 koloni/petri arasinda kiif kolonisi
bulunan petriler toplam canli sayismin belirlenmesinde kullanilmistir (Bragulat ve
ark. 1995). Bu sekilde, her 6rnek igin petrilerde bulunan toplam kiif koloni
sayilart1 bulunmus ve petri sayisma (her un Ornegi 4 paralel ekilmistir)
bolinmiistiir. BoOylece ortalama koloni sayist bulunmustur. Bulunan sayi,
izolasyon asamasinda 0,1 g Ornegin kullanilmis olmasindan dolay1r 10 ile
carpilarak, her un 6rnegi i¢in 1 g hacimde mevcut olan toplam kiif sayis1 (kob/g)

hesaplanmustir.

Direk ekim yonteminin uygulanmasi ile 10-100 koloni/petri araliginin
iizerinde kiif kolonisi igeren ornekler i¢in “Seyreltme Yontemi” kullanilmistir. Bu
yonteme gore incelenen 6rnegin un olmasindan dolay1 ilk diliisyon 1:19 oraninda
yapilmistir (Kosker 2000). Yontemin temel prensipleri dogrultusunda 10 g drnek

190 ml steril distile su iginde calkalama yoluyla homojenize edilerek 10 diliisyon
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elde edilmistir. Elde edilen 10™ diliisyonundan 1 ml alinarak 9 ml steril fizyolojik
suya ilave edilmesi ile 10 diliisyon serisi olusturulmustur. Her iki diliisyon i¢in 2
adet RBC ve 2 adet DRBC besi ortamlar1 “Yayma Plak Yontemi” ile
kullanilmistir. 100 pl diliie 6rnek ile inokule edilen petri kaplar1 25°C’lik etiivde
14 giin siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ilk 3. giiniinden itibaren

gelisen koloniler tek spor izolasyonu islemine alinmistir.

10-100 koloni/petri araligina uygun petrilerin sayimi sonucu her 6rnek igin
petrilerde bulunan toplam kiif sayilar1 bulunmus ve petri sayisina (her un 6rnegi 4
paralel ekilmistir) boliinmiistiir. Boylece ortalama koloni sayist bulunmustur.
Bulunan saymm, 1:19 oraninda diliisyon oraninin kullanilmis olmasindan dolay1 2
(Kosker 2000), diliisyon faktorii ve petrilere 100 pl inokulasyon yapilmis
olmasindan dolay1r da 10 ile ¢arpilmasi sonucu incelenen un 6rnegi igin 1 g

hacimde mevcut olan toplam kiif sayis1 (kob/g) hesaplanmistir.

2.2.2. Tek Spor Izolasyonu ve Kiiltiirlerin Muhafazas

Tek spor izolasyonunun yapilmasi i¢in; incelenen un 6rneklerinin inokule
edildigi RBC ve DRBC ortamlarinda gelisen kolonilerden transfer ignesi ile az
miktarda ornek almmistir ve 500 pl steril % 0,1’lik Tween 80 ortami iginde
homojenize edilmistir. Hazirlanan spor siispansiyonundan 6ze yardimi ile alinan
ormek Czapek Dox Agar (CZ) ortammna “Cizgi Ekim Teknigi” ile inokule
edilmistir ve petriler 25 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir (Choi
ve ark. 1999). Inkiibasyonun sonunda tek bir spora ait germinasyon bdlgesi agar
blok halinde kesilerek Potato Dekstrose Agar (PDA) ortamina aktarilmistir.
Petriler 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda saf halde
gelismis olan izolatlar yatik Malt Ekstrakt Agar (MEA) tiiplerine tek nokta
halinde inokule edilmistir. Tipler 25 °C’de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ~ sonunda  mikotoksijenik  funguslarm  belirlenmesi  ve
identifikasyonu isleminde kullanilmak iizere +4 °C’de muhafazaya alinmistir.
Ayrica PDA ortaminda gelistirilmis olan saf kiif kiiltiirlerinden % 15 yagsiz siit

tozu ortaminda 2 seri halinde liyofilize kiiltiirii de hazirlanmistir. Bu amag igin



@ ANADOLU UNIVERSITESI

98

600 pl steril % 15 yagsiz siit tozu igeren steril cryo viallere saf filamentli fungus
kiiltiirlinden bol miktarda aktarilmistir. Cryo viallerde hazirlanan kiiltiirler 1 gece
boyunca — 85 °C’de bekletilmistir. Donmasi saglanmis olan 6rnekler 0,08 vakum

ve — 55 °C altinda liyofilize edilmistir.

2.2.3. incelenen Un Orneklerinden izole Edilen Kiiflerin Geleneksel

Teknikler ile teshisi

Geleneksel teknikler ile identifikasyonu siirecinde Oncelikle cins
diizeyinde devaminda ise tiir diizeyinde identifikasyon gerceklestirilmistir. Cins
diizeyindeki identifikasyon icin tiim izolatlar MEA ortamma ii¢ nokta halinde
inokule edilmis ve 28 °C’de bes giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda her bir drnek laktofenol blue ortaminda preparat haline getirilip 151k
mikroskobunda incelenmistir. Mikroskobik vyapilar “Illustreted Genera of
Imperfect Fungi” (Barnett ve Hunter 1998)’e gore degerlendirilerek cins

diizeyinde identifikasyonu gerceklestirilmistir.

Penicillium cinsine ait tiirlerin teshisinde “Toprak Mikrofunguslar1 Cilt V”
(Hasenekoglu 1991), “The Genus Penicillium and Its Teleomorphic States
Eupenicillium and Talaromyces” (Pitt 1979), “A Laboratory Guide to Common
Penicillium Species” (Pitt 2000a) ve “Introduction to Food and Airborne Fungi”
(Samson ve ark. 2004) adli eserler esas alinmistir. Her bir tiir 3 ayr1 Czapek Yeast
Autolysate (CYA) Agar besiyerinde 5, 25 ve 37 °C’ lerde, MEA, % 25 Glycerol
Nitrate Agar (G25N) ve Creatine Sucrose Agar (CSN) besiyerlerinde 25°C” de 7
giin siireyle inkiibasyona birakilmistir (Sekil 2.1a). Inkiibasyon siiresi sonunda
petrilerdeki kolonilerin makroskobik olarak; mm cinsinden biiyiikligl, sekli,
iistten ve alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadig1 incelenmistir.
Stereo mikroskop ile koloni tekstiirii, konidial basliklarin tipi belirlenmistir. Isik
mikroskobu ile konidioforun uzunlugu, genisligi, ceper oOzelligi, fiyalidlerin

uzunlugu ve genisligi, konidinin sekli, biiyiikliigii, ¢eper 6zelligi tespit edilmistir.

Aspergillus cinsine ait tiirlerin teshisi “Identification of Common

Aspergillus Species” (Klich 2002), “Introduction to Food and Airborne Fungi”
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(Samson ve ark. 2010) ve “Toprak Mikrofunguslar1 Cilt I’ (Hasenekoglu 1991)’e
gore yapilmustir. Her bir tiir; 2 ayr1 CYA besiyerinde 25 ve 37 °C’ de, % 20
Sukrozlu Czapek Yeast Autolysate Agar (CY20S), MEA ve CZ besiyerlerinde 25
°C’ de 7 gin inkiibe edilmistir (Sekil 2.1b). Inkiibasyon siiresi sonunda
petrilerdeki kolonilerin makroskobik olarak; mm cinsinden biyiikligi, sekli,
iistten ve alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadigi incelenmistir.
Stereo mikroskop ile koloni tekstiirii, konidial bagliklarin tipi belirlenmistir. Isik
mikroskobu ile konidiaforun uzunlugu, genisligi, ¢eper 6zelligi, vesikiiliin sekli,
genisligi, fiyalidlerin uzunlugu ve genisligi, konidinin sekli, biiyiikligl, ceper

ozelligi tespit edilmistir.

CYA MEA CYA MEA

°oC 25° °C 245°
- H 6 E
°C CYA °oC
&) g O
CYA G25N e ¢ CYA CY20S

0 25 o ZOC
Co) ~)
A Y B) X

Sekil 2.1. A) Penicillium B) Aspergillus cinsine ait tiirlerin tanimlanmasmda kullanilmis olan
besiyerleri, inokulasyon ve inkiibasyon sicakliklarinin sematik gosterimi (Pitt 1979;
Klich 2002).

Aspergillus ve Penicillium cinsleri disindaki Moniliaceae familyasina ait
diger tiirler ile Dematiaceae ve Mucoraceae familyalarma ait tiirler PDA ya da
MEA ortamlarinda ekilerek 25°C° de 7 giin inkiibe edilmistir. Bu tiirlerin
teshisinde “Toprak Mikrofunguslar1 Cilt I-VII” (Hasenekoglu 1991) “Illustreted
Genera of Imperfect Fungi” (Barnett ve Hunter 1998) ve “Introduction to Food
and Airborne Fungi” (Samson ve ark., 2004a; Samson ve ark. 2010)’den
yararlanilmistir.

Ayrica her bir izolatin makroskobik ve mikroskobik goriintiileri Olympus

7.2 Megapiksel fotograf makinesi ile resimlenerek arsiv haline getirilmistir.

Identifiye edilen tiim tiirlerin yazar isimleri www.indexfungorum.org sitesi

kullanilarak kontrol edilmistir.


http://www.indexfungorum.org/
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2.2.4. Elde Edile izolatlarin ITK Yontemi ile Sekonder Metabolit

Profillerinin incelenmesi ve Kimyasal Karakterizasyonun Gerceklestirilmesi

CYA ve MEA ortamlarina {i¢ nokta ekim teknigi ile inokule edilerek 25
°C’de 14 giin siireyle gelistirilen izolatlar metabolit profillerini belirlemek amaci
ile genel amagh silika jel 60 iizerine spotlanmustir. islem uygulamasinda belirtilen
besi ortamlarinda gelistirilen kolonilerin kenar orta ve diger kolonilerle ortak olan
kismindan ve agar delici yardimi ile 6 mm’lik agar bloklar olusturulmustur.
Uygulamada ITK plaka iki yonlii olarak kullamilmustir. Her bir agar blogun
miselyal yonii kloroform/metanol (2:1) karisimu ile 1slatildiktan sonra ITK plaka
iizerine yerlestirilmistir. Agar bloklar sirastyla CYA ve MEA besi ortamlarindan
olmak iizere ITK plaka her iki yoniine de spotlanmistir. Spotlama isleminden
sonra plakanm bir yonii intraselliiler metabolitlerin incelenmesi amaciyla
kloroform:aseton:isopropanol (85:15:20 h/h/h) (CAP) ile diger yonii ise
ekstraselliller metabolitleri incelemek {izere toluen:etil asetat%90: formik asit
(5:4:1 h/h/h) (TEF) ile elue edilmistir (Frisvad ve Filtenborg 1983; Samson ve
ark. 2010). islem sonrasinda ITK plaklar 365 nm ve 312 nm’de incelenmis ve
fotograflanmistir. Belirtilen dalga boylarindaki incelemede her bir izolatin sahip
oldugu metabolitler ve bunlarin diger izolatlar ile kiyaslanmasi yapilarak,
mikotoksin {iretme yetenekleri degerlendirilmistir. Bu incelemede CAMAG
HPTLC cihazi kullanilmistir.

ITK ortaminda aflatoksin iiretme yeteneginin belirlenmesi igin aflatoksin
standart karisimi (Supelco) 2 pl, 5ul, 10 pl ve 20 pl hacimlerde ITK plakasina
spotlanmistir. Aflatoksinin ekstraselliiler bir metabolit olmasi nedeniyle TEF
ortaminda eliisyonu ve amonyum solusyonu ile muamelesi ger¢eklestirilmistir.

OTA iiretme yeteneginin belirlenmesi i¢cin OTA standard1 (Biopure BRM
001008) referans olarak kullanilmistir. Bu amacgla 2 pl, 5 pl, 10 pl ve 20 pl
hacimlerinde OTA ITK plakasima spotlanmis ve TEF ortaminda yiiriitiilmiistiir. 15

dakika amonyum buharinda muamele edilmistir.

Aflatoksin ve OTA standartlar1 esliginde her bir izolatin ITK plag1 mavi,

mavi-yesil band varlig1 yoniinden 365 ve 312 nm’de incelenmistir.
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2.2.5. Literatiirel Olarak Mikotoksijenik Oldugu Bilinen izolatlarn Kiiltiir

Ortaminda Mikotoksijenik Ozelliklerinin Incelenmesi

Literatiirlerde mikotoksijenik oldugu belirtilen izolatlarin aflatoksin ve
okratoksin tliretme yeteneklerine sahip olup olmadiklarini kiiltiirel yontemler ile
kontrol etmek amaciyla izolatlar CYA, Yeast Extract Sucrose Agar (YES) ve
Cocconut Agar Medium (CAM) besi ortamlarina ii¢ nokta ekim yontemi ile
inokule edilmis ve 25 °C’de 7 giinlik inkiibasyondan sonra petriler arka
yiizlerinden olmak iizere 365 nm’de incelenmistir. incelemede mavi ve yesil
floresans 131k veren izolatlar kaydedilmistir. Incelenen izolatlar arasindan
aflatoksijenik ve okratoksijenik kiiflerin ayriminda A. parasiticus NRRL 465
aflatoksin, A. ochraceus NRRL 3174 OTA iiretimi igin pozitif kontrol olarak
kullanilirken, inokulasyon yapilmamis olan petriler ise negatif kontrol olarak
kullanilmustir. Tlaveten A. flavus olarak identifiye edilen tiim izolatlar Aspergillus
flavus/parasiticus Agar (AFPA) ortaminda koloni arkasmin turuncu olmasina

bagli olarak aflatoksin iiretme yetenekleri yoniinden incelenmistir.

2.2.6. Aflatoksinlerin Yiiksek Performansh Sivi Kromotografi (HPLC) ile

Belirlenmesi

2.2.6.1. Standart ve HPLC Kosullan

Calismada Supelco marka (46304-U) Aflatoksin karisim kiti kullanilmastir.
Standart, un ve aflatoksijenik kiif 6rneklerinin HPLC ile incelenmesi tri-floro
asetik asit (TFA) ile tirevlendirme isleminden sonra 20 upl’lik numune
enjeksiyonun 16 dakikalik analizi ile gergeklestirilmistir. Analiz 1100 seri Hewlett
Packard HPLC sistemi (1100 seri Hewlett Packard Degasser (G1322A),
OuatPump (G1311A)) ile yapilmustir. Dedeksiyon ise 1200 seri Agillent Floresans
dedektor (G1321A) ile gerceklestirilmistir. Numune su: asetonitril:metanol (3:1:1
h/h/h)’den olusan hareketli faz ile Nucleosil Cig (5 pm 250 mm x 4.6 mm)

kolondan 1 ml akis orani ile gecirilmistir. Aflatoksinlerin dedeksiyonu ekzidasyon
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360 nm emisyon 440 nm floresan dedektor ile gergeklestirilmistir (Ip ve Che
2006; Sanchez-Hervas ve ark. 2008).

2.2.6.2. Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Supelco  marka  (46304-U)  Aflatoksin  karisim  kiti  farkli
konsantrasyonlarda (Cizelge 2.2) kullanilarak belirtilen kosullarda kalibrasyon
egrisi olusturmak amaci ile incelenmistir. Cizelge 2.2’ de belirtildigi gibi standart
son hacmi 100 pl olacak sekilde vidali kapakli cam deney tiipleri igerisinde
metanol ile seyreltilip 50 °C’de bir gece boyunca tutularak u¢masi saglanmistir.
Ugma islemi tamamlandiktan sonra 200 pl n-hekzan ve 50 pul TFA ilave edilmis
ve 30 sn. vortekslenmistir. 5 dk. boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra
950 pul mobil faz ilave edilmis ve 30 sn. boyunca vortekslenmistir. 5 dk. oda
sicakliginda sabit bir sekilde bekletildikten sonra alt faz alinip 0.45 pm por ¢aplt
membran filtreden gecirildikten sonra HPLC sisteminde incelenmistir (AOAC
1995). Tiirevlendirme islemi tamamlanan standartlara ait son toksin derigimleri
Cizelge 2.3’de verilmistir. Kalibrasyon egrisi olusturmak amaci ile belirlenen 8
farkl1 konsantrasyona belirtilen tiirevlendirme yontemi uygulandiktan sonra
HPLC sisteminde incelenmesi 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
verilerin ortalama degerleri kullanilarak her bir aflatoksin i¢in saptama (LOD) ve

tayin (LOQ) sinir1 belirlenmistir (ICH3 1995).

Cizelge 2.2. Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in kullanilan aflatoksin standart karigimi

konsantrasyonlari
Std | Standart | Metanol G2 B2 G2/B2 Gl Bl G1/B1
No (nL) (nL) (M) (M) (ng) (M) (M) (ng)
1 100 0 9x10” 9.5x10” 7.5 3x10° 3.2x10° 25
2 50 50 4.5x107 4,75x10°" 3.75 1.5x10° 1.6x10° 12,5
3 |25 75 2.25x107 | 2.375x107 | 1.875 | 0.75x10® 0.8x10° 6.25
4 12,5 87.5 1.125x107" | 1.18x107 0.937 [ 0.375x10° | 0.4x10° 3.125
5 6.3 93.7 0.56x10" | 0.59x10” 0.468 | 0.18x10° 0.2x10° 1.56
6 |31 96.9 0.28x107 | 0.29x10” 0.234 | 0.09x10° 0.1x10° 0.78
7 1.6 98.4 0.14x10" | 0.145x10" | 0.117 | 0.046x10° | 0.05x10° 0.39
8 0.8 99.2 0.07x10" | 0.074x10" | 0.05 0.023x10° | 0.025x10° | 0.19




@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 2.3. HPLC sisteminde incelenen standartlarin son konsantrasyonlar1 (ng/ml)

StdNo | GUBL | G2/B2
1| 0019 | 0,005
2| 0039 | 00117
3 | 0078 | 00234
4 | 0156 | 0,0468
> | 03125 | 0,0037
5 | 0625 | 0,187
! 125 | 0375
8 25 | 075

103

2.2.6.3. A. flavus izolatlarindan Aflatoksinlerin Ektraksiyonu ve HPLC ile

Belirlenmesi

Literatiir bilgisinin yan1 swra kiiltiirel ortamlarda ve ITK iizerinde
aflatoksijenik oldugu diisiiniilen A. flavus izolatlar1 HPLC ile incelenmistir. Bu
amag i¢in her bir A. flavus izolat1 Czapek Yeast Autolysate Agar (CY A) ortamima
3 nokta ekim yontemi ile ekilip 25 °C’de 14 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 6 mm ¢apli agar delici ile bir koloninin kenar, orta ve diger
koloni yoniinden olmak tizere 3 adet agar blok alinip steril ependorfa aktarilmistir.
900 pl metanol ilave edildikten sonra 1 saat karanlik alanda bekletilmistir. Bu
islemden sonra 13.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilip iist faz 0.45 um por c¢apl
membran filtreden vidali kapakli cam deney tiipii i¢ine filtre edilmistir (E1 Khoury
ve ark. 2008; Sanchez-Hervéas ve ark. 2008). Elde edilmis olan tiim hacim 50
°C’de bir gece boyunca tutularak ugurulduktan sonra TFA ile tiirevlendirilmistir.
Tiirevlendirilmis 6rnek HPLC sistemine enjekte edilmistir. Aflatoksijenik kiiflerin
HPLC ile incelenmesinde herhangi bir inokulasyon yapilmamis olan CYA
ortamindan alinan 3 agar blok ayni islemlere tabi tutularak negatif kontrol olarak
kullanilmistir. CYA ortaminda ayni kosullarda gelistirilen A. parasiticus NRRL

465 ise pozitif kontrol (http://nrrl.ncaur.usda.gov) olarak kullanilmistur.
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Incelenen A.flavus izolatlarina ait aflatoksin miktarmmn hesaplanmasinda

oncelikle pik normalizasyonu belirlenmistir. Bu amagla:

Pik normalizasyonu (Ynorm)=Alan (v)/Géoz Zamani (RT)

formiili kullanilmastir.

Normalizasyonu gerceklestirilen pik verileri enjeksiyon hacmindeki
aflatoksin miktarmin hesaplanmasinda kullanilmistir. Bu amacgla her bir
aflatoksine ait kalibrasyon egrisinden elde edilen kesim noktasi (a) ve egim (b)
verileri esliginde (Cizelge 2.4);
y=bx+a

formiili kullanilarak enjekte edilen numunedeki aflatoksin miktar1 (ng/ml)
hesaplanmistir. Burada;
y: Pik alani (¥norm)
X: Enjeksiyon hacmindeki aflatoksin miktar1 (ng/20 pl)’dir.

LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesinde ise asagidaki esitlikten
yararlanilmistir:

LOD=(6(Ynorm)/egim)x3,3

LOQ=LODx3

Cizelge 2.4. Her bir aflatoksine ait kesim noktasi (a) ve egim (b) degerleri

Kesim noktasi (a) Egim (b)
Bl 5,9023 0,0985
Gl 2,4743 0,0654
B2 4,0734 0,0224
G2 2,3501 0,0147

Her bir izolat i¢in 3 agar blogun ekstraksiyon islemine almmasi ve tiim

hacmin TFA ile tiirevlendirmeye tabi tutulmas: yontemi takip edilmistir. Bu
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nedenle izolatlarin  aflatoksinleri liretme yetenekleri ng/ml cinsinden
degerlendirilmistir. Bu amagla enjeksiyon hacminde hesaplanan aflatoksin
miktarlart (ng/20 pl) mililitredeki aflatoksin miktarinin hesaplanmasi ig¢in

kullanilmastir.

Aflatoksin miktart (ng/ml)=x X 50

Burada;
x: Enjeksiyon hacmindeki aflatoksin miktar1 (ng/20 pl) (y=bx+a’den hesaplanir)
50: ml katsayisidir.

2.2.6.4. Un Orneklerinden Aflatoksinlerin Ektraksiyonu ve HPLC ile

Belirlenmesi

Immuno Aktif Kolon Verimliliginin Belirlenmesi

Un orneklerindeki aflatoksinlerin numuneden saflastirilmasi ve HPLC
sisteminde incelenmesi amaci ile aflatoksin B1, G1, B2 ve G2’ye spesifik bolgeler
iceren 6zel kolon kullanilmistir. Kullanilan IAK aflatoksinleri incelenen
aflatoksinleri tutma verimliligini belirlemek icin kalibrasyon egrisinin
olusturulmasinda kullanilan sekiz farkli konsantrasyondan ticii segilerek iki
paralel halinde IAK’ye uygulanmistir. Elde edilen eluant TFA ile
tiirevlendirildikten sonra HPLC sisteminde incelenmistir. Her bir aflatoksin i¢in

belirlenen yiizde (%) verimlilik belirlenmistir.

Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Kesinlik (Tekrarlanabilirlik) ayni sartlar altinda yapilan belli bir sayidaki
Ol¢limiin sonucunda elde edilen miktarmin birbirine olan yakmhgmm 06l¢iisii
olarak ifade edilir. Uygulanan yontem sonunda elde edilen verilerin kesinligini
belirlemek igin 100 pl hacmindeki aflatoksin karisim standardi sirasiyla IAK ve

tirevlendirme islemlerine tabii tutulduktan sonra HPLC sisteminde analiz
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edilmistir. Islem dort kez tekrar edilmistir. Calisma sonuglar1 ve elde edilen
veriler dogrultusunda standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (RSD, %RSD)

degerleri hesaplanmaistir.

Un Orneklerindeki Aflatoksin Miktarinin Olgiilmesi

Un 6rneklerinden aflatoksinlerin izolasyonunda Thieu ve ark. (2008)’nin
hayvan yemleri i¢in kullanmis olduklar1 yontem modifiye edilerek kullanilmistir.
Bunun i¢in 25 g un Ornegi tartilip lizerine 50 ml metanol:su (6:4 v/v) ilave
edilmistir. Elde edilen karigim 30 dk. boyunca 140 rpm’de ¢alkalanmistir.
Calkalama sona erdiginde tiim numune glass fiber filtreden gecirilmistir. Tiim
filtrat 0.45 pm por caphl selilloz asetat filtreden filtre edilmistir. Elde edilen
filtratm 5 ml’si aflatoksin B1, G1, B2, G2 spesifik IAK (VICAM 12022)’na tabi
tutulmustur. Bu asamada 6rnegin kolondan 3 ml/dk hizda akmasi saglanmistir.
Numune gecisi tamamlandiktan sonra 10 ml ultra saf (MQ) su ile yikanip 10 ml
hacminde hava gecisi uygulanmistir. Kolon iizerine 6nce 500 pl metanol ilave
edilip 1 dk siire ile beklenmistir. Metanoliin kolondan eliisyonu baslatilmistir. Bu
asamada ikinci 500 pl ilave edilmistir. Son hacim 1 ml olan eliiant 50 °C’de
kurutulduktan sonra tiirevlendirme islemine tabi tutulmustur. Tirevlendirilmis
numune HPLC sisteminde incelenmistir. Un 6rneklerinde aflatoksin miktarmin
incelenmesi 3 tekrarh olarak gergeklestirilmistir. Incelenen un 6rneklerine ait
aflatoksin miktarinin hesaplanmasinda dncelikle pik normalizasyonu yapilmaistir.
Bu amagla;

Pik normalizasyonu (Ynorm)=Alan (v)/Géz Zamani (RT)
formiilii kullanilmistir.

Normalizasyonu gerceklestirilen pik verileri enjeksiyon hacmindeki
aflatoksin miktarmin hesaplanmasinda kullanilmistir. Bu amagla her bir
aflatoksine ait kalibrasyon egrisinden elde edilen kesim noktasi (a) ve egim (b)
verileri esliginde (Cizelge 2.4);
y=bx+a
formiilii kullanilarak enjekte edilen numunedeki aflatoksin miktar1 hesaplanmaistir.

Burada;
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y: Pik alani (Ynorm)
x: Enjeksiyon hacmindeki aflatoksin miktaridir.
Elde edilen veriler dogrultusunda incelenen un orneklerindeki aflatoksin

miktarlarini hesaplamak i¢in;

mxV
C(ua/kg) = L
(Lg/kg) v

formiilii kullanilmistir (Workshop, 2008).

s X

C: Ornekteki aflatoksin miktar1 (pug/kg)

m: HPLC’ye enjekte edilen 6rnekte kalibrasyon egrisine gore hesaplanmis olan
aflatoksin miktar1 (ng)

V1: IAK’dan elue edilen hacim (1 ml)

V3. HPLC’ye enjekte edilen saflajtirilmis 6rnek hacmi (0.02 ml)

W: IAK na uygulanan &rnek agirligi (2.5 g)

W degerinin hesaplanmasi:

W (9) = (M x V1 x V2)/(V3 X Vs)

M: Ekstraksiyon islemine alinan 6rnek hacmi (25 g)

V1: Diliisyo islemine alinan filtrat hacmi (-)

V,: IAK’na uygulanan ekstrakt miktar1 (5 ml)

V3: Ekstraksiyon isleminde kullanilan ¢6ziicti hacmi (50 ml)

V4. Diliie edilen ekstrakt hacmi (-)

2.2.7. OTA’nin HPLC ile Belirlenmesi

2.2.7.1. OTA Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Caliymada 20 ng/ml OTA (Biopure BRM 001008) AOAC 2000.03
(AOAC 2000)’e gore hazirlanip referans olarak kullanilmistir. Buna gore 10
pug/ml  konsantrasyonundaki OTA toluen:asetik asit (99:1 h/h) ortaminda

¢coziilmiistiir. 330 — 370 nm arasinda spektrumu alindiginda, maksimum
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absorbsiyonunun oldugu dalga boyu 333 nm olarak belirlenmistir. Devaminda
hazirlanmis olan OTA soliisyonunun konsantrasyonunu belirlemek i¢in absorbans
degeri 333 nm’de Ol¢iilmiistiir. Asagida belirtilen esitlik kullanilarak hazirlanan

OTA ¢06zelti mI’sindeki OT A miktar1 belirlenmistir.

A,..XMWx1000
&XOo

pg/ml Cory =

Burada;

A: OTA’nin 333 nm’deki absorbans degeri
MW: Molekiiler agirligi

€: Molar absorptivite (5,440)

o: 1’dir.

333 nm’de belirlenen absorbans degeri (0.267) dogrultusunda OTA
miktar1 20 pg/ml olan ¢6zeltiden 100 pl almarak 900 pl toluen:asetik asit (99:1
h/h) ortamina aktarilarak 2 pg/ml konsantrasyona seyreltilmistir. Elde edilen bu
son konsantrasyondan 100 ul, 10 ml’lik balon jojeye almip 50 °C’de 1 gece
boyunca kurumaya birakilmistir. Sonrasinda 10 ml enjeksiyon soliisyonu (0,2 pm
filtreden filtre edilmis olan metanol:su:asetik asit 30:70:1 h/h/h) ile ¢oziilerek son

konsantrasyonun 100 ng/ml olmasi saglanmistir.

2.2.7.2. HPLC Kosullan

OTA’nin HPLC ile analizi esnasinda MQ su: metanol: asetonitril:asetik
asit (30:60:10:2 h/h/h/h) hareketli faz olarak kullanilmistir. Ayrim Niikleosil Ci1g 5
pm, 250 mm x 4.6 mm kolon ile gergeklestirilmistir. Dedeksiyon ise 333 nm
ekzidasyon, 460 nm emisyon dalga boylarinda floresan detektor ile saglanmistir.
Uygulama 1100 seri Hewlett Packard HPLC sistemi (1100 seri Hewlett Packard
Degasser (G1322A), OuatPump (G1311A)) ile yapilmistir. Dedeksiyon ise 1200
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seri Agillent Floresans dedektor (G1321A) ile gergeklestirilmistir (Sanchez-
Hervas ve ark. 2008; Mazaheri 2009). Enjeksiyon hacmi 20 pl, akis; 1 ml/dk.’dur.

2.2.7.3. Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Stok soliisyonu son konsantrasyonu 100 ng/ml olacak sekilde hazirlanmis
ve kalibrasyon amaglh kullanilmistir. Kalibrasyon i¢in dort farkli konsantrasyon
serisi hazirlanmistir (Cizelge 2.5). Her bir kalibrasyon soliisyonu 3 paralel olarak
enjekte edilmistir. Pik normalizasyonu asagida belirtilen esitlik kullanilarak
belirlenmistir;

Pik normalizasyonu (Ynorm)=Alan OTA (Aota)/Alan IS (As)

Cizelge 2.5. OTA kalibrasyon konsantrasyonlari

Kal.l Kal.2 Kal.3 Kal.4
Enjeksiyon soliisyonu (ul) 640 500 300 100
Diflunisal (i¢ Standart, 1S) 300 300 300 300
5.01x10° M Asetonitrilde (ul)
(Uysal ve ark. 2009)
OTA (100 ng/ml) 60 200 400 600
Son konsantrasyon IS 1.51x10° | 1.51x10° | 1.51x10° | 1.51x10°
Son konsantrasyon OTA 6 ng 20 ng 40 ng 60 ng

2.2.7.4. Matrikste Dogrusalik, Immuno Aktif Kolon Verimliliginin
Belirlenmesi ve Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Un Orneklerindeki OTA’nin  saflastirilmast ve HPLC sisteminde
incelenmesi amaci ile OTA’ya spesifik bolgeler igeren 6zel immuno aktif kolon
kullanlmistrr.  Kullamlan IAK OTA tutma verimliligini belirlemek icin
kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilan konsantrasyonlar OTA

icermeyen un ornegine ilave edilmistir. Bunun i¢in 4 adet 25 g OTA igermeyen un
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ornegi (22 no’lu un O6rnegi) hazirlanmistir ve her birine sirasi ile 60 ng, 200 ng,
400 ng ve 600 ng OTA ilavesi gergeklestirilmistir. Her bir ornege OTA
ekstraksiyon islemi uygulanmis ve sonra HPLC sisteminde incelenmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda matrikste kalibrasyon egrisinin dogrusalligi,

calismanin verimliligi ve tekrar edilebilirligi belirlenmistir.

2.2.7.5. Okratoksijenik Izolatlardan OTA Ektraksiyonu ve HPLC ile

Belirlenmesi

Literatiirde OTA iirettigi belirtilen, kiiltiirel ortam ve ITK ydntemi ile
OTA firettigi belirlenen toplam 54 izolat HPLC’de incelenmek iizere CYA
ortamma ii¢ nokta ekim teknigi ile inokule edilmis ve 25 °C’de 7 ginli
inkiibasyondan sonra bir koloninin kenar, orta ve diger koloniler ile ortak olan
yoniinden olmak tizere 3 agar blok alinmis ve tartilmistir. Ependorf i¢cine aktarilan
agar bloklar 1 ml metanol ortaminda 1 saat boyunca 140 rpm’de calkalanmustir.
Islem sonunda 13.000 rpm’de 20 dakikalik santrifiij sonrasinda siipernatan alinip
0.45 pum por ¢apl seliilloz asetat filtreden filtre edilmistir. Elde edilen tiim hacim
50 °C’de ugurulmustur. Calismada herhangi bir inokulasyon icermeyen CYA
ortami negatif kontrol olarak ve A. ochraceus NRRL 3174 ise pozitif kontrol
olarak ayni uygulamaya tabi tutulmustur (El-Khoury ve ark. 2008; Sanchez-
Hervas ve ark. 2008). Kurutulmus olan ekstrakt 700 pl enjeksiyon soliisyonu ile
¢Ozililmiistiir. Sonrasinda 300 ul IS ilavesinden sonra degaze edilerek HPLC
sisteminde incelenmistir.

Normalizasyonu gerceklestirilen pik verileri enjeksiyon hacmindeki OTA
miktarinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Bu amagla OTA’ya ait kalibrasyon
egrisinden elde edilen kesme noktasi (a: -0,0255) ve egim (b: 0,053534) verileri
esliginde;
y=bx+a
formiilii kullanilarak enjekte edilen numunedeki OTA miktar1 (ng/ml ve ng/g)
hesaplanmigtir. Burada;

y: Pik alani (Ynorm)
x: Enjeksiyon hacmindeki aflatoksin miktar1 (ng/20 pl)
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2.2.7.6. Un orneklerinden OTA ektraksiyonu ve HPLC ile inlenmesi

25 g un 6rnegi temiz bir erlen icine tartilip 100 ml ekstraksiyon solventi
(su:asetonitril  4:6, h/h) ile 30 dk 140 rpm’de homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasinda numune glass fiber filtre kagidindan filtre edilmistir.
4 ml filtrat 44 ml PBS ile seyreltilmis ve 48 ml’lik son hacmin tamami OTA
spesifik IAK (VICAM) gegirilmistir. Sonrasmda 10 ml su ve 10 ml hava
gecirdikten sonra 1 ml metanol ilave edilip 5 dk. kolon i¢inde bekletilmesi
saglanmistir. Siire tamamlandiktan sonra temiz bir viale Ornek eliisyonu
saglanmigtir. Eliisyon islemi 4 kez 1 ml’lik metanoliin gec¢irilmesinden sonra
tamamlanmistir (AOAC 2000). Elde edilen eliient 50 °C’de 1 gece boyunca
kurutulduktan sonra 700 pl enjeksiyon soliisyonunda ¢oziilmiistiir. 300 ul IS
ilavesi yapildiktan sonra degaze edilmis ve HPLC sistemine enjekte edilmistir.
HPLC sisteminde elde edilen pik bilgisi kalibrasyon egrisinde degerlendirilerek

numunedeki OTA miktar1 pg/kg cinsinde belirlenmistir.

2.2.8. Mikotoksijenik Kiiflerin Molekiiler Identifikasyonu

2.2.8.1. Molekiiler Identifikasyona Alinacak Izolatlarin Se¢imi

Incelenen un 6rneklerinden elde edilen ve kiiltiirel teknikler, ITK ve HPLC
yontemlerine dayali olarak mikotoksijenik oldugu belirlenen 130 izolat metabolit
profilleri yoniinden incelenmistir. Metabolit profillerinin elde edilmesi Samson ve
ark. (2010)’a gore yapilmistir. Buna gore izolatlar YES ortamma ii¢ nokta
inokulasyon teknigi ile ekilmis ve 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon
siiresinin sonunda iki koloninin disa bakan kenari, i¢ce bakan kenar1 ve ortasindan
olmak tizere 6 agar blok agar delici kullanilarak alinmigtir. Agar bloklarn lizerine
1 ml hacminde % 1 oraninda formik asit igeren metanol:diklorometan:etil asetat
(1:2:3, h/h/h) karisimi ilave edilmistir. Ornekler ekstraksiyon igin 30 dakika
boyunca sonikatdre tabii tutulmustur. Sonikasyon sonunda elde edilen ekstrakt 20

ul  hacminde ITK’ya spot edilmisti. Hazirlanan ITK plakasi TEF
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(toluen:etilasetat:formik asit (%90) (5:4:1, h/h/h) ortaminda 10 cm uzunlugunda
eliisyona tabii tutulmustur. Eliisyon isleminden sonra 20 dk. ¢eker ocak altinda
kurutulmugtur. ~ Metabolit ~ profillerinin ~ karsilagtirilmast 365  nm’de

gerceklestirilmistir.

2.2.8.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in cam boncuk ve vorteksleme yontemi (Van Burik ve
ark. 1998) modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla kiif izolatlar1 MEA
ortamina {i¢ nokta ekim yontemi ile inokule edilerek 25 °C’de 5 giin boyunca
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda bir 6ze dolusu drnek 400 pl liziz
tamponu igerisine alinmistir. 1/3 oraninda nitrik asitle yikanmis cam boncuk ve
400 pl fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1, h/h/h) ilave edildikten sonra 30
dk boyunca kuvvetli bir sekilde vortekslenmis, siire sonunda 13.000 rpm’de 5 dk
santrifiij islemine tabii tutulmustur. Santrifiij isleminden sonra iist faz temiz bir
ependorf tiipe aktarildiktan sonra esit hacimde fenol: kloroform: izoamil alkol
(25:24:1, h/h/h) ilave edilerek 5 dk boyunca ters-diiz yapilmistir. 13.000 rpm’de 5
dk boyunca santrifiij edildikten sonra olusan iist faz yeni bir tiipe aktarilmistir.
Elde edilen 6rnege 3 pul RNaze enzimi ilave edilmis ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda &rnegin 0.1 hacimi kadar 3 M sodyum asetat ve 2
hacmi kadar da soguk saf etanol ilave edilmistir. Orneklerin homojen bir sekilde
karismasi saglandiktan sonra 1 gece boyunca — 20 °C’de inkiibasyonu yapilmis ve
siire sonunda 13.000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilerek olusan iist faz
bosaltilmistir. Ependorfun dip kisminda meydana gelen pellet 200 pl steril MQ su
ile ¢Oziilmiis ve tizerine 0,1 hacim kadar 0.3 M sodyum asetat ve 2 hacim kadar
soguk saf etanol ilave edilmistir. Ornek homojen olarak karistirildiktan sonra —20
°C’de 1 saat inkiibasyona tabi tutulmus ve siire sonunda 13.000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan siipernatant1 bosaltilmis ve pelletin
havada kurumasi saglanmigtir. Kuruma igleminden sonra 50 pl steril MQ su ile
¢oziilmiis ve elde edilen DNA 6rnegi 1 kb marker esliginde, 6X yilikleme boyas1

ile 3 pul hacminde % 5 oraninda etidium bromiir (10 mg/ml) iceren % 1’lik agaroz
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jele yiiklenerek, 1X TAE tamponunda 90V’da 50 dk yiiritme isleminden sonra
UV transilluminatorde (Uvitec) incelenmistir. DNA Ornekleri — 20 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.2.8.3. incelenecek Gen Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Amplifikasyonu

Literatiirel olarak mikotoksin iiretme yetenekleri bilinen ve kiiltiirel, ITK
ve HPLC ile bu 6zellikleri yoniinden incelenen kiifler molekiiler identifikasyon
islemine almmustir. Bu islem i¢in ITK ydntemi ile metabolit profillerine dayali
olarak farkli profiller sergileyen izolatlar segilmistir. Secilen izolatlardan
Aspergillus ve Penicillium genusu tiyeleri i¢in ITS1-5.8S-1TS4 ve B-Tubulin gen
bolgeleri, Aspergillus genusu iiyeleri igin ilaveten kalmodulin gen bolgesi PCR ile
amplifiye edilmistir. Bu amagla; 2.5 pl 10X PCR tamponu, 2.5 pl 25 mM MgCl 2
ul, 2.5 mM deoksintikleotidtrifosfatlar karisimi (ANTP Mix; dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 2.5 uM primerler (Cizelge 2.6) 0.25 ul Taq polimeraz (5 unit/pl), 11.75 pl
niikleazsiz su ve 1 ul kalip DNA olmak iizere toplam 25 pl hacimlik reaksiyon
kullanilmistir. Reaksiyonlar i¢in Bio-Rad i-cycler, Techne Thecgene ve Techne
TV-5000 Thermal Cyclerlar kullanilmistir. Her bir gen bdlgesi i¢in kullanilan

reaksiyon kosullar1 agagida belirtilmistir:

ITS1-58S-1TS4 B-Tubulin Kalmodulin
94 °C’de 5 dk 95°C’de 3 dk 94 °C’de 10 dk
(Denatiirasyon) (Denatiirasyon) (Denatiirasyon)
35 dongii 30 dongii 35 dongii

94 °C 45 sn 95°C 1dk 94 °C 50 sn

56 °C 30 sn 65 °C 55 sn 55°C 50 sn

72 °C 2 dk 72 °C 1 dk 72°C 1 dk

72 °C 6 dk 72 °C 10 dk 72 °C 7 dk

4 °C Siiresiz 4 °C Siiresiz 4 °C Siiresiz

(Samson ve ark 2010) (Glass ve Donaldson, 1995) (Serra ve ark 2006)



@ ANADOLU UNIVERSITESI

114

Elde edilen PCR firiinleri % 5 ethidium bromiir (10 mg/ml) i¢eren % 1’lik
agaroz jele 6X’lik yiikleme boyasi kullanilarak yiikklenmis ve 1X TAE
tamponunda 90V 50 dk boyunca yiiriitillerek UV transillumitatorde (Uvitec)

incelenmistir.

2.2.8.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR fiirtinlerinin saflastiriimas1 SV-Jel ve PCR Clean-up Sistem (Promega
A9282) kullanilarak kit kullanim klavuzuna uygun bir sekilde yapilmistir. Bu
amagla % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilen 6rnekler UV transilluminator (Uvitec)’de
gozlenerek, istenen band steril bistiiri ile agaroz jelden kesilmistir. PCR {iriinii
iceren agaroz pargalar1 temiz bir ependorfa aktarilip tartilmis ve her bir 10 mg
agaroz i¢in 10 pul membran baglama soliisyonu ilave edilmistir. 10 dk boyunca 55
°C’lik su banyosunda bekletilerek agaroz pargalarinin erimesi saglanmis ve bu
stire boyunca 5 dk ara ile drnekler ¢alkalanmistir. Agaroz parcalari eridikten sonra
her bir ¢ozdiiriilmiis 6rnek toplama tiiplerine yerlestirilmis olan SV mini kolonlara
aktarilarak oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir. Siire sonunda sonra 16.000 g’de 1
dk santrifiij islemi uygulanmistir. Toplama tiipiinde toplanan sivi atilmis ve SV
mini kolona 700 pul membran yikama soliisyonu ilave edilmistir. 16.000 g’de 1 dk
santrifiij edilerek toplama tiipiinde toplanan s1vi bosaltilmistir. Yikama islemi 500
ul’lik membran yikama soliisyonu ile 16.000 g’de 5 dk’lik santrifiij islemi
yapilarak tekrar edilmistir. Toplama tiipiinde toplanan sivi bosaltilmis ve santrifiij
islemi 16.000 g’de 1 dk olarak tekrar edilmistir. Bu asamada kolonlar temiz bir
ependorf tiipline aktarilmis ve tizerine 50 ul niikleazsiz su ilave edilerek oda
sicakliginda 1 dk bekletilmistir. Bekleme isleminden sonra 16.000 g’de 1 dk
boyunca santriftij edilerek saf PCR iiriiniiniin ependorf tiipline alinmasi

saglanmistir.

Saflagtirilmig PCR iirlinleri % 5 ethidium bromiir (10 mg/ml) iceren
%1’lik agaroz jele 6X’lik yilikleme boyasi kullanilarak yiiklenmis ve 1X TAE
tamponunda 90V 50 dk boyunca yiiriitiilmiis ve UV transilluminatorde (Uvitec)

incelenmistir.
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2.2.8.5. PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Saf halde PCR iriinleri elde edilmis olan ITS1-5.8S-ITS4 rRNA, B-tubulin
ve kalmodulin gen bolgelerinin dizi bilgileri Beckman CEQ 8000 DNA dizi analiz

cihazi kullanilarak elde edilmistir.

Dizi analizine alinan her bir 6rnek i¢in toplam hacmi 10 pl olan reaksiyon
karigim1 hazirlanmistir. Bu reaksiyonlar 2 pl ilgili gen bdlgesinin saflastirilmig
PCR firiini, 0.65 pl 2.5 uM primer (ITS1, ITS4, Bt2b ve CL2) (Cizelge 2.6), 6 ul
Beckman Quick Start Kit ve 1.35 pl niikleazsiz su kullanilarak hazirlanmistir. Her

bir reaksiyon i¢in kullanilan sartlar asagida belirtilmistir:
30 dongii
96 °C 20 saniye
50 °C 20 saniye ve 60 °C 4 dakika

Amplifikasyon sonrasinda baglanmamis primerlerin ve isaretli ANTP’lerin
uzaklastirilmasi i¢cin Agencourt Clean SEQ magnetik boncuk sistemi ydntemi
kullanilmistir. Bunun i¢in 10 ul’lik reaksiyon hacmine sahip olan her bir 6rnege
5.5 l stop soliisyonu (25 pl niikleazsiz su, 10 ul 3 M sodyum asetat pH 5.2, 10 pl
100 mM Nay-EDTA ve 5 pl 20 mg/ml glikojen) ilave edilmistir. Her bir 6rnege
vortekslenmis Agencourt Clean SEQ magnetik boncuk ve 55 pl % 73’lik
izopropanol (Sigma 19516) ilave edilip homojen bir sekilde karismasi
saglanmistir. Ornekler 10 dk magnet iizerinde olmaksizin bekletildikten sonra
magnet {izerine yerlestirilmis ve 5 dk boyunca bekletilmistir. Bekleme siiresi
tamamlandiktan sonra siipernatant pipet ile atilmis ve 200 pl % 73’lik izopropanol
ilave edilip 3 dk bekletilerek yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi iki kez
tekrar edilmis ve daha sonra 10-20 dk oda sicakliginda kurumasi saglanmustir.
Ornekler 40 pl 6rnek yiikleme soliisyonu (SLS) ile ¢oziilmiis ve magnet iizerinde
5 dk bekletilmistir. Olusan siipernatantin 35 pl’si 96’lik platelere aktarilmis ve

ayirma tamponu iceren ikinci bir plate ile birlikte kapiler sisteme verilmistir.
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. s ks a0 .. Uriin
Primerler | Baz dizisi (5°-3”) Bolge boyutu Kaynak
VOG-F | TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 1100 | Samson
LS266-R | GCATTCCCAAACAACTCGACTC | 'T° bp | yeire
Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Glass ve
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC | P-Tubulin | 550 bp ?;;;'dson
CL1 GA(AG)T(AT)CAAGGAGGCCTTCTC Kalmodulin 500- Serra ve
CL2 TTTTGCATCATGAGTTGGAC 700 bp | ark. 2006
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS Dizi analizi White ve
ark. 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS Dizi analizi ;’:’E'tfg‘é%

2.2.8.6. Incelenen Gen Dizilerinin Analizi

Incelenen izolatlara ait ITS bdlgesi, f-tubulin’in bir kism1 ve kalmodulin
gen bolgelerine ait dizi bilgileri NCBI “National Center for Biotechnology
Information”, (www.ncbi.nm.nih.gov) gen bankasindaki verilerle BLAST
(Altschul ve ark. 1997) programi fiizerinden Kkarsilastirilarak filogenetik
benzerlikleri incelenmistir. Her bir veri MEGA v. 4.0 (Tamura ve ark. 2007)
programindaki ClustalW kullanilarak hizalanmistir. Iincelenen izolatlar ve NCBI
gen bankasindaki en yakin karsiliklarina ait evrimsel gelisim siireci Tamura-Nei
modeline (Tamura ve Nei 1993) dayali olarak Neighbor Joining (NJ) (Satiou ve
Nei 1987) yontemi ile 1000 tekrarli (Bootstrap 1000) olarak incelenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Incelenen Un Orneklerinden Filamentli Funguslarin izolasyonu

Incelenen un 6rneklerinin direk veya diliisyonlarinin RBCA ve DRBA
ortamlarina uygulanmasini takip eden 25 °C’deki 14 giinliik inkiibasyonda 3.
giinden itibaren farkli morfolojilere sahip kiif kolonilerinin gelistigi

gozlemlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Incelenen 6rneklere ait izolasyon ortaminda elde edilen filamentli fungus kolonileri

3.2. Tek Spor izolasyonu ve Kiiltiirlerin Muhafazas

Czapek Dox Agar (CZ) ortamina “Cizgi ekim teknigi” ile inokule edilip 25
°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmesiyle tek diismiis olan sporlarin
germinasyonu gozlemlenmistir (Sekil 3.2a). Bu germinasyon alaninin kesilerek
MEA ortamina aktarilmasi ve uygun kosullarda inkiibe edilmesi sonrasinda tek bir
spordan meydana gelen koloni elde edilmistir (Sekil 3.2b). Tek irka ait koloniden
+4 °C’de muhafaza etmek iizere yatik MEA tiiplerine inokulasyon ve inkiibasyon
sonrasinda ayni tip koloninin kontaminasyonsuz bir sekilde gelismis oldugu

gozlemlenmis (Sekil 3.3a) ve muhafazaya alinmistir. Ayrica +4 °C’de liyofilize
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halde muhafaza edilmek tizere hazirlanan cryo-viallerde ise nem kalmamis oldugu

kontrol edilerek muhafazaya alimmustir (Sekil 3.3b).

Sekil 3.2. A) Tek spor izolasyonunda elde edilen germinasyon bélgeleri, B) Tek spor izolasyonu

ile elde edilen saf kiiltiir

Sekil 3.3 A) Yatik MEA tiiplerinde hazirlanan mikofungus stogu, B) Mikorfunguslarin % 15°lik

yagsiz siit tozu ortaminda hazirlanan liyofilize stoklar1

Incelenen un érneklerinin gramimda bulunan ve direk ekim ydntemi veya
diliisyon yontemi ile belirlenen toplam canli kiif sayis1 Sekil 3.4°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek kiif icerigi 47.500 kob/g ile 25 no’lu ¢avdar
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ununda belirlenmistir. Bunu 18.750 kob/g ile 26 no’lu misir unu, 13.500 kob/g ile
23 no’lu kepekli un, 3.800 kob/g ile 9 no’lu yulaf unu karigimli bugday unu, 1.435
kob/g ile 18 no’lu musir unu ve 1.100 kob/g ile 6 no’lu kepekli un takip
etmektedir. Diger un 6rnekleri ise (1 no’lu bugday unu, 2 no’lu sert bugday unu, 3
no’lu 6zel karisimli bugday unu, 4 no’lu galeta unu, 5 no’lu piring unu, 8 no’lu
bugday unu, 10 no’lu vitaminli ve mineralli bugday unu, 11 no’lu galeta unu, 12
no’lu bugday unu, 13 no’lu bugday unu, 14 no’lu bugday unu, 15 no’lu glutensiz
un, 17 no’lu kepekli un, 19 no’lu misir unu, 21 no’lu bugday unu, 22 no’lu
bugday unu, 24 no’lu bugday unu) 10 ile 297 kob/g arasinda bir kiif yiiki
gostermistir. 16 no’lu galeta unu (2 kob/g) ve 20 no’lu soya unu (4 kob/g) koloni
sayist agisindan toplam canli sayiminda degerlendirilebilir araligmn (10-100
kob/petri) disinda olmasina ragmen, elde edilmis olan kiiflerin mikotoksijenik

potansiyellerinin degerlendirilmesi i¢in g6z ardi1 edilmemistir.
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Ornek Numaras:

Sekil 3.4. Incelenen un 6rneklerdeki toplam fungus sayisinin 6rneklere gore dayilinm

Incelenen un drnegi gruplarma gore ortalama kiif sayismin dagilimi Sekil
3.5’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore en fazla kiif yiikii 47.500 kob/g ile
cavdar ununda belirlenmistir. Bunu 6.827 kob/g ile misir unlari, 4.882 kob/g ile
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kepekli unlar ve 439 kob/g ile bugday unlar1 takip etmektedir. Diger un
gruplarmin ise (soya unu, piring unu, glutensiz un ve galeta unlari) 4 ile 64 kob/g
araliginda bir filamentli fungus igerigine sahip olduklar1 belirlenmistir.
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10

1 T T T T T T T [
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Sekil 3.5. Incelenen un 6rnegi tiplerine gore ortalama fungus sayisinin dagilimi

25 farkli un Orneginin filamentli fungus igerigi yoniinden incelenmesi
sonucunda toplam 547 adet izolat elde edilmistir. Elde edilen izolat sayisinin un
orneklerine gore dagilimi Sekil 3.6°da verilmistir. Elde edilebilen toplam izolatin
36 adeti (% 6,58) 18 no’lu misir unu, 34 adeti (% 6,22) 14 no’lu bugday unu, 33
adeti (% 6,03) 12 no’lu bugday unu 31 adeti (% 5,67) 17 no’lu kepekli un, 30
adeti (% 5,48) 13 no’lu bugday unu, 29 adeti (% 5,30) 24 no’lu bugday unu, 28
adeti (% 5,12) 26 no’lu misir unu ve 21 no’lu bugday unundan elde edilmistir.
Diger un 6rneklerden ise (16 no’lu galeta unu, 20 no’lu soya unu, 5 no’lu piring
unu, 6 no’lu kepekli un, 8 no’lu bugday unu, 15 no’lu glutensiz un, 23 no’lu
kepekli un, 10 no’lu vitaminli ve mineralli bugday unu, 25 no’lu ¢avdar unu, 11
no’lu galeta unu, 4 no’lu galeta unu, 1 no’lu bugday unu, 19 no’lu misir unu, 9

no’lu Yulaf unu karisimlhi Bugday Unu, 22 no’lu Bugday Unu, 2 no’lu Sert



edilmistir.
40—
35-
30-
25

20+

izolat sayis1

14

s

25

24 ==

22
21 §§

30

121

bugday unu, 3 no’lu bugday unu) 2-27 adet (% 0,37-4,94) arasinda izolat elde
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Ornek Numarasi

Sekil 3.6. incelenen un Srneklerinden elde edilebilen izolat miktarlart

3.3. Incelenen Un Orneklerinden izole Edilen Filamentli Funguslarin Klasik

Teknikler ile teshisi

25 farkli un 6rneginden elde edilen 543 adet izolatin klasik teknikler ile
incelenmesi sonucu 14 farkli cinse ait 55 tiir belirlenmistir. Bu tiirlerin 1 tanesi
Acremonium sp. (% 1,8), 1 tanesi Alternaria sp. (% 1,8), 13 tanesi Aspergillus sp.
(% 23,6), 2 tanesi Cladosporium sp. (% 3,6), 2 tanesi Eurotium sp. (% 3,6), 1
tanesi Fennelia sp. (% 1,8), 3 tanesi Fusarium sp. (% 5,5),1 tanesi Mucor sp. (%
1,8), 2 tanesi Paecilomyces sp. (% 3,6), 23 tanesi Penicillium sp. (% 41,8), 1
tanesi Rhizopus sp. (% 1,8), 1 tanesi Scopulariopsis sp. (% 1,8), 2 tanesi
Trichoderma sp. (% 3,6), 1 tanesi Ulocladium sp. cinsi iiyesidir. Bu cinslere
ilaveten 1 adet Steril misel (% 1,8) tanilanmistir. Her bir numuneye ait

identifikasyon sonuclar1 Cizelge 3.1-3.11°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. 1 ve 2 numarali un 6rneklerine ait izolatlarmn identifikasyon sonuglari

122

Izolat izolat
1 no’lu drnek izolatlar sayis1 2 no’lu érnek izolatlar sayis1
Aspergillus candidus Link 9 Aspergillus candidus Link 3
Aspergillus flavus Link 2 Aspergillus flavus Link 2
Penicillium griseofulvum Dierckx 3 Aspergillus terreus Thom 2
Penicillium solitum Westling 6 Aspergillus niger Tiegh. 2
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) 1
G.A. de Vries
Penicillium corylophilum Dierckx 5
Penicillium griseofulvum Dierckx 5
Penicillium miczynskii K.M. Zalessky 2
Penicillium rugulosum Thom 1
Penicillium solitum Westling 1
Penicillium waksmanii K.M. Zalessky 2
Cizelge 3.2. 3 ve 4 numarali un 6rneklerine ait izolatlarin identifikasyon sonuglar1
izolat izolat
3 no’lu dérnek izolatlar: sayis1 4 no’lu oérnek izolatlar: sayis1
Aspergillus candidus Link 7 Penicillium aurantiogriseum Dierckx 4
Aspergillus niger Tiegh. 2 Penicillium brevicompactum Dierckx 1
Aspergillus ochraceus G. Wilh. 1 Penicillium chrysogenum Thom 1
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 1 Penicillium commune Thom 13
Cladosporium sp. Link 1 Penicillium solitum Westling 1
Fennellia nivea (B.J. Wiley & E.G. 10 1
Simmons) Samson Penicillium verrucosum Dierckx
Penicillium chrysogenum Thom 1
Penicillium citrinum Thom 1
Penicillium corylophilum Dierckx 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 1
Penicillium verrucosum Dierckx 1
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Cizelge 3.3. 5 ve 6 numarali un 6rneklerine ait izolatlarmn identifikasyon sonuglari
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Izolat izolat
5 no’lu 6rnek izolatlar sayis1 6 no’lu o6rnek izolatlar sayis1
Aspergillus candidus Link 1 | Aspergillus candidus Link 7
Aspergillus niger Tiegh. 1 | Aspergillus flavus Link 1
Eurotium chevalieri L. Mangin 1 | Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab 1
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1 | Eurotium chevalieri L. Mangin 1
Penicillium citrinum Thom 2
Ulocladium atrum Preuss 1

Cizelge 3.4. 8 ve 9 numarali un 6rneklerine ait izolatlarmn identifikasyon sonuglar1

izolat izolat sayisi

8 no’lu 6rnek izolatlar sayis1 9 no’lu érnek izolatlar
Aspergillus candidus Link 1 | Aspergillus candidus Link 3
Aspergillus flavus Link 1 | Aspergillus flavus Link 4
Aspergillus fumigatus Fresen. 1 | Aspergillus niger Tiegh. 1
Aspergillus sydowii (Bainier 1 1
& Sartory) Thom & Church Cladosporium sp. Link
Aspergillus terreus Thom 1 | Fusarium solani (Mart.) Sacc. 1
Eurotium amstelodami L. Mangin 1 | Penicillium citrinum Thom 11
Eurotium chevalieri L. Mangin 2 | Penicillium decumbens Thom 1
Fennellia nivea (B.J. Wiley 1 1
& E.G. Simmons) Samson Penicillium implicatum Biourge
Penicillium decumbens Thom 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 2
Mucor sp. 1
Trichoderma reesei E.G. Simmons 1
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Cizelge 3.5. 10 ve 11 numarali numunelere ait izolatlarin identifikasyon sonuglari
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izolat izolat sayis1
10 no’lu oérnek izolatlar sayis1 11 no’lu 6rnek izolatlar
Acremonium sp. Link ex. Fr. 1 Aspergillus flavus Link 10
Aspergillus candidus Link 1 Eurotium chevalieri L. Mangin 7
Aspergillus flavus Link 2 Penicillium citrinum Thom 1
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 1 Penicillium commune Thom 2
Aspergillus terreus Thom 1
Eurotium amstelodami L. Mangin 1
Penicillium chrysogenum Thom 1
Penicillium citrinum Thom 6
Penicillium islandicum Sopp 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 1
Cizelge 3.6. 12 ve 13 numarali un 6rneklerine ait izolatlarmn identifikasyon sonuglari
Izolat izolat
12 no’lu dérnek izolatlar: sayisi 13 no’lu dérnek izolatlar: sayisi

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 1 Aspergillus candidus Link 5
Aspergillus candidus Link 10 Aspergillus clavatus Desm. 3
Aspergillus clavatus Desm. 2 Aspergillus flavus Link 2
Aspergillus flavus Link 8 Aspergillus fumigatus Fresen. 1
Aspergillus fumigatus Fresen. 1 Mucor sp. Mich. ex Fr. 1
Aspergillus terreus Thom 1 Penicillium citrinum Thom 5
Mucor sp. Mich. ex Fr. 2 Penicillium decumbens Thom 1
Penicillium brevicompactum Dierckx 1 Penicillium griseofulvum Dierckx 3

1 Penicillium miczynskii K.M. 1
Penicillium chrysogenum Thom Zalessky
Penicillium citrinum Thom 2 Penicillium verrucosum Dierckx 8
Penicillium griseofulvum Dierckx 2
Penicillium verrucosum Dierckx 2
Rhizopus sp. 1
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Cizelge 3.7. 14, 15 vel6 numarali numunelere ait izolatlarin identifikasyon sonuglari
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izolat izolat
14 no’lu oérnek izolatlan sayis1 15 no’lu 6rnek izolatlar sayis1
Aspergillus flavus Link 10 Aspergillus candidus Link 10
Aspergillus japonicus Saito 1 Aspergillus flavus Link 1
Aspergillus niger Tiegh. 2 Aspergillus fumigatus Fresen. 1
Aspergillus niveus Blochwitz 1 Penicillium sp. 1
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 3 Penicillium citrinum Thom 1
1 Penicillium restrictum J.C. Gilman 3
Eurotium chevalieri L. Mangin & E.V. Abbott
Fusarium sp. 1 Penicillium verrucosum Dierckx 1
1 16 no’lu ornek izolatlar izolat
Penicillium chrysogenum Thom sayisi
Penicillium citrinum Thom 8 Aspergillus candidus Link 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 5 Eurotium amstelodami L. Mangin 1
Penicillium viridicatum Westling 1
Cizelge 3.8. 17 ve 18 numaral1 un érneklerine ait izolatlarin identifikasyon sonuglari
izolat Izolat
17 no’lu érnek izolatlar: sayisi 18 no’lu érnek izolatlar: sayisi
Aspergillus candidus Link 4 Aspergillus alliaceus Thom & Church 1
Aspergillus flavus Link 6 Aspergillus candidus Link 2
Aspergillus foetidus Thom & Raper 1 Aspergillus flavus Link 10
Aspergillus niger Tiegh. 6 Aspergillus niger Tiegh. 3
Aspergillus terreus Thom 2 Aspergillus terreus Thom 3
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 2 Eurotium chevalieri L. Mangin 1
Cladosporium cladosporioides 1 1
(Fresen.) G.A. de Vries Fusarium oxysporum Schltdl.
Eurotium amstelodami L. Mangin 1 Fusarium solani (Mart.) Sacc. 1
Penicillium citrinum Thom 3 Penicillium citrinum Thom 6
Penicillium decumbens Thom 2 Penicillium implicatum Biourge 3
Penicillium islandicum Sopp 1 Penicillium oxalicum Currie & Thom 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 1 Penicillium purpurogenum Stoll 1
Penicillium verrucosum Dierckx 1 Trichoderma reesei E.G. Simmons 1
Trichoderma viride Pers. 1
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Cizelge 3.9. 19, 20 ve 21 numarali un érneklerine ait izolatlarin identifikasyon sonuglari

126

Izolat izolat
19 no’lu dérnek izolatlar sayis1 21 no’lu dornek izolatlar sayis1
Aspergillus flavus Link 3 | Aspergillus alliaceus Thom & Church 1
Aspergillus niger Tiegh. 1 | Aspergillus candidus Link 4
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 6 | Aspergillus flavus Link 8
Penicillium citrinum Thom 7 | Aspergillus ochraceus G. Wilh. 2
Penicillium oxalicum Currie & Thom | 1 | Aspergillus niger Tiegh. 1
Penicillium purpurogenum Stoll 2 | Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 3
izolat 2
20 no’lu drnek izolatlar sayis1 | Eurotium amstelodami L. Mangin
Aspergillus fumigatus Fresen. 1 | Penicillium chrysogenum Thom 1
Aspergillus ochraceus G. Wilh. 1 | Penicillium citrinum Thom 2
Paecilomyces clavisporus Hammill 2 | Penicillium corylophilum Dierckx 3
Penicillium decumbens Thom 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 1
Penicillium verrucosum Dierckx 1
Cizelge 3.10. 22, 23 ve 24 numarali un 6rneklerine ait izolatlarin identifikasyon sonuglari
Izolat izolat
22 no’lu érnek izolatlar sayis1 23 no’lu érnek izolatlar: sayst
Aspergillus candidus Link 6 Aspergillus candidus Link 4
Aspergillus flavus Link ! Eurotium amstelodami L. Mangin 4
Aspergillus niger Tiegh. 3 Eurotium chevalieri L. Mangin 3
Aspergillus sydowii (Bainier & 1
Sartory) Thom & Church 1 E?Qriglil)l(ium aurantiogriseum
Aspergillus terreus Thom 3 Penicillium citrinum Thom 1
1zolat
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 1 24 no’lu ornek izolatlar sayisi
Cladosporium cladosporioides 11
(Fresen.) G.A. de Vries 1 Aspergillus candidus Link
Eurotium amstelodami L. Mangin 4 Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 1
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Cizelge 3.10. (Devam) 22, 23 ve 24 numarali un Orneklerine ait izolatlarin identifikasyon

sonuglart

izolat izolat
22 no’lu drnek izolatlar sayis1 24 no’lu ornek izolatlar sayis1
Eurotium chevalieri L. Mangin 3 Eurotium amstelodami L. Mangin 1
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 1 Eurotium chevalieri L. Mangin 1
Paecilomyces lilacinus (Thom) 1
Penicillium citrinum Thom 5 Samson
Penicillium corylophilum Dierckx 1 Penicillium chrysogenum Thom 1
Penicillium griseofulvum Dierckx 4 Penicillium citrinum Thom 1
Penicillium implicatum Biourge 1 Penicillium griseofulvum Dierckx 5
Penicillium paxilli Bainier 2 Penicillium verrucosum Dierckx 5
Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) 1
Trichoderma viride Pers. 1 Bainier

Cizelge 3.11. 25 ve 26 numaral1 un &rneklerine ait izolatlarin identifikasyon sonuglar

izolat izolat sayisi
25 no’lu dérnek izolatlar: sayis1 26 no’lu drnek izolatlar:
Aspergillus flavus Link 1 | Aspergillus alliaceus Thom & Church
Aspergillus niger Tiegh. 1 | Aspergillus candidus Link
Eurotium amstelodami L. Mangin| 1 | Aspergillus flavus Link
Eurotium chevalieri L. Mangin 1 | Aspergillus niger Tiegh.
Penicillium implicatum Biourge 6 | Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab.
Penicillium islandicum Sopp 2 | Eurotium amstelodami L. Mangin
Penicillium rugulosum Thom 6 | Fusarium oxysporum Schitdl.
Steril misel (Kahverengi) 1 | Fusarium solani (Mart.) Sacc.

Penicillium citrinum Thom

Penicillium funiculosum Thom

Penicillium implicatum Biourge

Penicillium oxalicum Currie & Thom

Penicillium purpurogenum Stoll

Penicillium verrucosum Dierckx

Trichoderma viride Pers.
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Calismada elde edilen tiirlerin numunelerdeki dagilimina bakildiginda
(Cizelge 3.12) A. candidus 25 6rnegin 19’unda (%73), A. flavus 18’inde (% 69),
P. citrinum 17’sinde (% 65), A. niger ve P. griseofulvum 12’sinde (% 46),
Eurotium chevalieri ve P. verrucosum 10’unda (% 38) gozlemlenmis olup en
yaygin tirler olarak belirlenmistir. Diger 47 tiirin ise incelenen numunelerde

farkli oranlarda dagilim gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 3.12. identifiye edilen tiirlerin incelenen un 6rneklerindeki dagilinm

Bulundugu
.. . o e Toplam
Tiir Izole Edildigi Numuneler NUMUne %
Sayisi
Acremonium sp. Link ex. Fr. |10 1 4
Alternaria alternata (Fr.)
Keissl. 12 1 4
Aspergillus alliaceus Thom
& Church 18, 21, 26 3 12
1,2,356,8,9,10, 12, 13,
15, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 24,
Aspergillus candidus Link |26 19 73
Aspergillus clavatus Desm. |12, 13 2 8
1,2,6,8,9, 10,11, 12, 13, 14,
Aspergillus flavus Link 15,17, 18, 19, 21, 22, 25, 26 18 69
Aspergillus foetidus Thom &
Raper 17 1 4
Aspergillus fumigatus Fresen |8, 12, 13, 15, 20 5 19
Aspergillus japonicus Saito |14 1 4
2,3,5,9, 14, 17, 18, 19, 21,
Aspergillus niger Tiegh 22, 25, 26 12 46
Aspergillus niveus Blochwitz | 14 1 4
Aspergillus ochraceus G.
Wilh. 3,20, 21 3 12
Aspergillus sydowii (Bainier
& Sartory) Thom & Church |8, 22 2 8
Aspergillus terreus Thom 2,8,10,12, 17,18, 22 7 27
Aspergillus versicolor
(Vuill.) Tirab. 3, 6,10, 14,17, 21, 22, 24, 26 9 35
Cladosporium sp.Link 3,9 2 8
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Cizelge 3.12. (Devam) Identifiye edilen tiirlerin incelenen un rneklerindeki dagilimi
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Bulundugu
Tiir izole Edildigi Numuneler | 1°P1aM | o4
Numune
Sayisi
Cladosporium
cladosporioides (Fresen.)
G.A. de Vries 2,7,17, 22 4 15
Eurotium amstelodami L.
Mangin 8, 10, 16, 17, 21, 23, 24, 25, 26 9 35
Eurotium chevalieri L. 5, 6, 8, 11, 14, 18, 19, 23, 24,
Mangin 25 10 38
Fennellia nivea (B.J. Wiley
& E.G. Simmons) Samson |3, 8 2 8
Fusarium oxysporium
Schltdl. 18, 26 2 8
Fusarium solani (Mart.)
Sacc. 9, 18, 19, 26 4 15
Fusarium sp. Link ex. Fr. 14 1 4
Mucor sp. Mich. ex Fr. 8,12, 13 3 12
Paecilomyces clavisporus
Hammill 20 1 4
Paecilomyces lilacinus
(Thom) Samson 5,24 2 8
Penicillium sp. Link ex.
Gray 15 1 4
Penicillium aurantiogriseum
Dierckx 4,23 2 8
Penicillium brevicompactum
Dierckx 4,7,12 3 12
Penicillium chrysogenum
Thom 3,4,10,12,14, 21, 24 7 27
Penicillium citreonigrum
Dierckx 7 1 4
3,5,9,10,11, 12, 13, 14, 15,
Penicillium citrinum Thom |17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 26 17 65
Penicillium commune Thom |4, 11 2 8
Penicillium corylophilum
Dierckx 2,3,21,22 4 15
Penicillium decumbens
Thom 7,8,9 13,17, 21 6 23
Penicillium funiculosum
Thom 26 1 4
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Cizelge 3.12. (Devam) Identifiye edilen tiirlerin incelenen un drneklerindeki dagilimi
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Bulundugu
Tiir izole Edildigi Numuneler | 1°P1aM | o4
Numune
Sayisi
Penicillium griseofulvum 1,2, 3, 8,10, 12, 13, 14, 17,
Dierckx 21, 22, 24 12 46
Penicillium implicatum
Biourge 7,9, 18, 19, 22, 25, 26 7 27
Penicillium islandicum Sopp |10, 17, 25 3 12
Penicillium miczynskii K.M.
Zalessky 2,13 2 8
Penicillium oxalicum Currie
& Thom 18, 19, 26 3 12
Penicillium paxilli Bainier |22 1 4
Penicillium purpurogenum
Stoll 18, 19, 26 3 12
Penicillium restrictum J.C.
Gilman & E.V. Abbott 15 1 4
Penicillium rugulosum Thom | 2, 25 2 8
Penicillium solitum Westling | 1, 2, 4 3 12
Penicillium verrucosum 3,4,12,13, 14, 15, 17, 21, 24,
Dierckx 26 10 38
Penicillium viridicatum
Westling 14 1 4
Penicillium waksmanii K.M.
Zalessky 2 1 4
Rhizopus sp. Ehrenberger 12 1 4
Scopulariopsis brevicaulis
(Sacc.) Bainier 24 1 4
Trichoderma reesei E.G.
Simmons 8,18 2 8
Trichoderma viride Pers. 18, 22, 26 3 12
Ulacladium artrum Preuss |5 1 4
Steril misel (Kahverengi) 25 1 4

Incelenen un 6rneklerinde en 6nemli mikotoksinlerden ikisi olan aflatoksin

ve OTA ireticilerinin (A. flavus, A. niger, A. alliaceus, A. ochraceus, P.

verrucosum, P. viridicatum) baskin bir miktarda (23 ornekte; % 88,5) oldugu

belirlenmigtir. Bunun yani sira diger 6nde gelen mikotoksinlerden fumonisin,

deoksinivalenol ve zearalenone iireticilerinin (Fusarium oxysporium, F. solani,

Fusarium sp.) ise incelenen orneklerde oldukg¢a diisiik (5 6rnekte; % 19) oranda
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oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.12). Bu nedenle saf kiiltir ve numunede
mikotoksin belirleme ve molekiiler identifikasyon ¢aligmalarinda aflatoksin ve

aflatoksijenik kiifler ile OTA ve okratoksijenik kiifler {izerinde durulmustur.

3.4. Elde Edilen izolatlarin iITK Yontemi ile Sekonder Metabolit Profillerinin

Incelenmesi ve Kimyasal Karakterizasyonu

Aflatoksin standart karisimi ve OTA standardinmn ITK plakada 365 ve 312
nm’de incelenmesi sonucu aflatoksin karisimi 4 farkli band (Aflatoksin B1, B2,
G1, G2) halinde gozlemlenmistir. OTA ise R; degeri aflatoksinden daha fazla
olarak tek band seklinde gozlemlenmistir (Sekil 3.7). CYA ve MEA ortamlarinda
gelistirilen kiiflerin CAP ve TEF olmak {izere iki farkli organik ¢6ziicii esliginde
intraselliiler ve ekstraselliiler metabolit profilleri ITK plakasinda incelendiginde
ise birbirinden farkli tiir ve strainlerin farkli metabolit profillerini yansittig1
belirlenmistir (Sekil 3.8). ITK plakalarin 365 nm’de yapilan incelemede spotlanan
aflatoksin ve OTA standartlar1 esas almarak incelenen izolatlarin bu tiir
metabolitlere sahip olup olmadig1 degerlendirilmistir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10).
Her bir izolatim CYA ve MEA ortamlarindaki metabolit profilleri CAMAG
HPTLC tarayici ile taranarak izolatlara ait metabolit sayis1 (Sekil 3.11) ve bu

metabolitlerin R; degerleri belirlenmistir (EK1).

Sekil 3.7. ITK plakasinda 365 nm’de aflatoksinlerin (B1, B2, G1, G2) ve 312 nm’de OTA’ nin

goriintiisi
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Sekil 3.9. incelenen kiif izolatlarmm ekstraselliller metabolitlerinin aflatoksin standardi ile

karsilastirilmast

Sekil 3.10. Incelenen kiif izolatlarmin ekstraselliler metabolitlerinin OTA standardi ile

karsilastirilmasi
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All tracks @ 365 nm

Sekil 3.11. Sekil 3.8’de verilen ITK plakasindaki intraselliiler metabolitlerin 365 nm’de CAMAG
HPTLC ile analiz grafigi

3.5. Literatiirde Mikotoksijenik Oldugu Belirtilen Izolatlarn Kiiltiir

Ortaminda Mikotoksijenik Ozelliklerinin Incelenmesi

Identifikasyonu tamamlanmis 543 izolattan 130 tanesinin literatiirel olarak
(Klich 2002; Samson ve ark. 2004a; Pitt 2000a) mikotoksijenik oldugu bildirilmis
tirler oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13’de aciklanan 130 izolatin aflatoksin ve OTA iiretme
yeteneklerine sahip olup olmadiklarmi kiiltiirel yontemler ile kontrol etmek
amaciyla tiim izolatlar pozitif ve negatif kontroller esliginde (Sekil 3.12) CYA,
Yeast Extract Sucrose Agar (YES), Cocnut Agar Medium (CAM)’daki
gelismeleri 365 nm’de (Sekil 3.13) ve AFPA besi ortamindaki gelismeleri (Sekil

3.14) ise koloni arkasinin turuncu renkli olmasina bagli olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.13. Geleneksel teknikler ile identifiye edilen mikotoksijenik tiir, mikotoksijenik

ozellikleri, drneklere gore dagilimlar1 ve izolat sayilar

. Onemli toksik . o1 yexs Izolat
Tiir metabolitleri Izole Edildigi Numuneler sayisi
Aspergillus alliaceus .

Thom & Church Okratoksin A 18, 21, 26 4
. . . 1,2,6,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
Aspergillus flavus Link | Aflatoksin 15, 17, 18, 19, 21, 22, 25. 26 76
Okratoksin A,
Aspergillus niger Tiegh | Naphtho-y-pyrones, 2,359 14,17, 18,19, 21, 24
. 22, 25, 26
Malformins
Okratoksin A,
. Penicilic acid,
Asper_glllus ochraceus Xanthomeginin, 3,20, 21 4
G. Wilh. . .
Viomellein,
Vioxanthin
Penicillium Okratoksin A, 3,4,12,13,14, 15, 17, 21, 24, 29
verrucosum Dierckx Citrinin 26
TOPLAM 130

IVERSITESI
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b)

YES

A. ochraceus NRRL 3174 (Okratoksin A)

Negatif
Kontrol

Sekil 3.12. Kiiltirel yontemlerde A) A. parasiticus NRRL 465 (aflatoksin; pozitif), B) A.
ochraceus NRRL 3174 (OTA,; pozitif) ve C) negatik kontrolin 365 nm’deki

goriintiileri
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Sekil 3.13. Kiif izolatlarinin kiiltiirel ortamlarda ve 365 nm’deki goriintiileri; a) izolat 21.8 (A.
ochraceus) (OTA; pozitif), b) izolat 18.34 (A. flavus) (aflatoksin; pozitif), c) izolat
21.2 (A. niger) (OTA; pozitif), d) izolat 4.21 (Penicillium verrucosum) (okratoksin A;
pozitif)

IVERSITESI

Sekil 3.14. Kiif izolatlarnin AFPA ortaminda gériintiileri; a) izolat 17.9 (A. flavus); aflatoksin
negatif, b) izolat 6.1 (A. flavus); aflatoksin pozitif
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CYA, YES ve CAM olmak tizere 3 farkh kiiltiirel ortamda ve 365 nm

altinda gercgeklestirilen inceleme sonucu mavi-yesil floresan 1ig1maya ve AFPA

ortaminda turuncu arka renge sahip olan izolatlar Cizelge 3.14’de verilmistir.

Cizelge 3.14. identifiye edilen izolatlarin ITK ve kiiltiirel ortamlardaki floresans ozellikleri

Izolat No | Tiir AFPA Kiiltiirel Yontem ITK
(Turuncu (365 nm)
Renk) 365
YES | CYA | CAM 312nm
nm
Aspergillus parasiticus Mavi,
+ + + -
(NRRL 465) Yesil
Aspergillus ochraceus _
(NRRL 3174) i i i I Rt
1.11 A flavus + + - + Yesil | -
1.12 A flavus + + - + Yesil | -
2.16 A.niger - - - - -
2.17 A.niger - - - - -
2.18 A flavus + + - + Yesil | -
2.19 A flavus + + - - Yesil | -
3.9 A.ochraceus + + + - Mavi
3.23 A.niger - - - - -
3.24 A.niger - - - - -
4.21 P.verrucosum - - - - Mavi
5.4 A.niger + + + - -
6.1 A flavus + + - + Yesil | -
8.7 A flavus + + - + Yesil | -
9.9 A flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
9.10 A flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
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Cizelge 3.14. (Devam) Identifiye edilen izolatlarn ITK ve Kkiiltiirel ortamlardaki floresans

IVERSITESI
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Ozellikleri
Izolat No | Tiir AFPA Kiiltiirel Yontem ITK
(Turuncu (365 nm)
Renk) 365
YES | CYA | CAM 312nm
nm
9.11 A.niger + - - - -
9.12 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
9.27 A flavus + + - + Yesil | -
10.11 A flavus + + - + Yesil | -
10.14 A flavus + + - + Yesil | -
11.1 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
11.4 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
115 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
11.6 A flavus + + - + Yesil | -
11.7 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
11.8 A flavus + + - + Yesil
11.10 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
11.11 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
11.12 A flavus + + - - Yesil | -
11.13 A flavus + + - + Yesil | -
12.1 A flavus + + - + Yesil | -
12.15 A flavus + + - + Yesil | -
12.16 P.verrucosum - - - - -
12.17 A flavus + + - + Yesil | -
12.2 A flavus + + - + Yesil | -
12.3 A flavus + + - + Yesil | -
12.4 A flavus + + - + Yesil | -
125 A flavus + + - + Yesil | -
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Cizelge 3.14. (Devam) Identifiye edilen izolatlarn ITK ve Kkiiltiirel ortamlardaki floresans

ozellikleri
Izolat No | Tiir AFPA | Kiiltiirel Yontem ITK
(Turuncu (365 nm)
Renk)
YES | CYA | CAM 305 312nm
nm
12.25 A flavus + + - + Yesil | -
12.29 P.verrucosum - - - - -
13.1 A flavus + + - + Yesil | -
13.6 A flavus + + - + Yesil | -
13.9 P.verrucosum - - - - -
13.12 P.verrucosum + + + - -
13.16 P.verrucosum + - + - -
13.20 P.verrucosum - - - - -
13.25 P.verrucosum - - - - -
13.27 P.verrucosum + - - - -
13.29 P.verrucosum + - - - -
13.30 P.verrucosum - - - - -
14.1 A flavus + + - + Yesil | -
14.2 A flavus + + + + Yesil | -
14.8 A.niger - - - - -
14.9 A flavus + + - + Yesil | -
14.10 A flavus + + - + Yesil | -
14.11 A flavus + + - + Yesil | -
14.21 A flavus + + - + Yesil | -
14.22 A.niger + - - - -
14.23 A flavus + + - + Yesil | -
14.24 A flavus + + - + Yesil | -
14.28 A flavus + + - + Yesil | -
14.29 A flavus + + - + Yesil | -
15.1 A flavus + + - + Yesil | -
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Cizelge 3.14. (Devam) Identifiye edilen izolatlarn ITK ve Kkiiltiirel ortamlardaki floresans

Ozellikleri
Izolat No | Tiir AFPA | Kiiltiirel Yontem ITK
(Turuncu (365 nm)
Renk)
365
YES | CYA | CAM 312nm
nm
15.4 P.verrucosum - - - - -
17.1 A.niger - - - - -
17.2 A.niger - - - - -
17.3 A.niger - - - - -
17.4 A.niger - - - - -
17.6 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
17.7 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
17.8 A flavus + + + + Yesil | -
17.9 A flavus + + - + Yesil | -
17.10 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
17.14 A flavus + + + + Yesil | -
17.20 P.verrucosum - - - - -
17.31 A.niger - - - - -
17.36 A.niger - - - - -
18.2 A.flavus + + + + Mavi, | Mavi
Yesil
18.9 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
18.10 A flavus + + - + Yesil | -
18.11 A flavus + + - + Yesil | -
18.12 A flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
18.13 A flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
18.20 A.niger - + - - -
18.22 A.niger - + + - Mavi
18.23 A flavus + + + + Yesil | -
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Cizelge 3.14. (Devam) Identifiye edilen izolatlarn ITK ve Kkiiltiirel ortamlardaki floresans

Ozellikleri
izolat No | Tiir AFPA Kiiltiirel Yontem iTK
(Turuncu (365 nm)
Renk)
365
YES | CYA | CAM 312nm
nm
18.24 A flavus + + - + Yesil | -
18.25 A.niger - + - - Mavi
18.34 A .flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
18.35 A flavus + + - + Yesil | -
18.38 A flavus + + + + Yesil | -
19.2 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
19.3 A.niger - - - - -
19.4 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
19.15 A .flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
20.2 A.ochraceus + + + - Mavi
21.1 A.alliaceus + + + Mavi, | Mavi
Yesil
21.2 A.niger - - - - -
21.3 A flavus + + - + Yesil | -
21.6 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
21.8 A.ochraceus + + + - Mavi
21.11 P.verrucosum - - - - -
21.15 A flavus + + - + Yesil | -
21.16 A.ochraceus + + + - Mavi
21.17 A flavus + + - + Yesil | -
21.18 A flavus + + - + Yesil | -
21.25 A flavus + + - + Yesil | -
21.24 A flavus + + - + Yesil | -
21.27 A flavus + + - + Yesil | -
22.1 A flavus + + - + Yesil | -
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Cizelge 3.14. (Devam) Identifiye edilen izolatlarn ITK ve Kkiiltiirel ortamlardaki floresans

ozellikleri
Izolat No | Tiir AFPA Kiiltiirel Yontem ITK
(Turuncu (365 nm)
Renk) 365
YES | CYA | CAM 312nm
nm
22.2 A.niger + + + - Mavi
22.3 A.niger + + + - Mavi
22.15 A.niger - - - - -
24.3 P.verrucosum + + + - -
24.19 P.verrucosum - - - - -
24.25 P.verrucosum + + + - -
24.26 P.verrucosum + + + - -
24.27 P.verrucosum - + - - Mavi
25.1 A.niger + - + - -
25.11 A flavus + + - + Yesil | -
26.2 A.flavus + + - + Yesil | -
26.3 A flavus + + + + Mavi, | Mavi
Yesil
26.7 P.verrucosum - - - - -
26.8 A.alliaceus + + + Mavi, | Mavi
Yesil
26.9 A flavus + + - + Yesil | -
26.10 A.flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
26.11 A flavus + + + + Mavi, | -
Yesil
26.13 A.niger - - - - -
26.20 P.verrucosum - - - - -
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3.6. Aflatoksinlerin HPLC ile Belirlenmesi

3.6.1. Aflatoksin Standardina Ait HPLC Sonuclan

TFA ile tiirevlendirme yapilan aflatoksin karigimmin HPLC kosullarinda
incelenmesi sonucu sirasi ile G1, B1, G2 ve B2 olarak farkli zaman dilimlerinde

sinyal verdigi ve islemin 16 dakikada tamamlandig: belirlenmistir (Sekil 3.15).

FLO &, Ex=360, Em=440 (&F 51100324V 0062400 )
Lu AFE1

AFG1 AFB2

0.5 4 AFG2

06 -

T T T T T T T T
a 2 4 B g 10 12 14 16 min

Sekil 3.15. Aflatoksin standart karigimina ait kromatogram 6rnegi (Standart No: 3)

3.6.2. Kalibrasyon Egrisi

Sekiz farkli standart konsantrasyon kullanmasi sonucu her bir aflatoksin
icin kalibrasyon egrisi elde edilmis ve minimum dedeksiyon degeri, minimum
gecerli 6lgiim miktar: ve R? degeri her bir kalibrasyon egrisi igin hesaplanmustir
(Sekil 3.16-19).
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LU

5]

=2,474%¢ + 00854

R = 0.9947

g/ 100wl
a a8 1.5 2 2.5 2
Sekil 3.16. Aflatoksin G1 LOD 2,24074 ng/100 pl
LOQ 6,72221 ng/100 ul
g5V
14
12 4
10 1
8 -
; nz 100 ul
2 2.8 1.5 2 2.5 3
Sekil 3.17. Aflatoksin B1 LOD 0,85437 ng/100 pl
LOQ 2,56310 ng/100 pl

U
1.;- y = 2.3801x+ 0,0147
16 R*=023285
1,4
1.2 1
1
2.8
0.5
:lln’.
2.2 1
. . . __nz 100 .
a 9.2 a4 0.8 a.8
Sekil 3.18. Aflatoksin G2 LOD 0,36420 ng/100 pl
LOQ 1,09261 ng/100 pl
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RY =038

¥ = &0734x+ 0,0224

; gz 100 ul
a 0.2 0.4 0.6 0.8
Sekil 3.19. Aflatoksin B2 LOD 0,17663 ng/100 pl
LOQ 0,52988 ng/100 pul

3.6.3. A. flavus izolatlarindan Aflatoksinlerin Ektraksiyonu ve HPLC ile

Belirlenmesi

Incelenen toplam 130 mikotoksijenik kiifden literatiirlerden aflatoksijenik

oldugu bilinen 76 adet izolatin aflatoksin {iretme yetenegi negatif (Sekil 3.20) ve

pozitif kontrol (Sekil 3.21) esliginde HPLC sistemi ile incelenmis ve saf kiiltiirden

elde edilen ekstraklardaki aflatoksin miktar1 ng/ml cinsinden hesaplanmistir (Sekil

3.22, Sekil 3.23) (Cizelge 3.15).

FLDA A&, Ex=360, Em=440 (AFS\ 003261 0032009.0)
Lu

2773

T T T T T
1] 2 4 =} g 10

Sekil 3.20. Negatif kontrole ait kromatogram
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4o
FLL A&, Ex=360, Em=440 (AFS1 0032611 0032008 L
LU

AFG1
085

03

0.75 1

0r A

0.65

06

0.55

a5 T T T

Sekil 3.21. A. parasiticus NRRL 465’a ait kromatogram

Lu

FLD1 A, Ex=360, IEm=44EI (AFSYVI00326v 0032002 0 ’

AFB1

AFB2

T
168 min

Sekil 3.22. Izolat 18.35’e ait kromatogram

145
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L]

064 4

062 4

06 -

058 4

056 o

FLD1 &, Ex=35El,lEm=44E| (AFSYV 00326V 0032003.00 ’

AFB1

Sekil 3.23. izolat 12.5’¢ ait kromatogram

Cizelge 3.15. Aflatoksin iiretme yetenegine sahip A. flavus izolatlar

SIRA [ IZOLAT
NO |NO Glng/ImL |Blng/ImL |[B2ng/lmL [G2ng/l1mL
1 |2.18 0,803 0,337 0,000 0,000
2 199 0,000 0,000 0,669 0,000
3 (9.10 5,554 639,091 5,441 0,000
4 110.11 0,000 7,602 0,000 0,000
5 [111 3,342 0,000 0,000 0,000
6 (114 7,562 0,000 0,000 0,000
7 |115 7,844 0,000 0,000 0,000
8 |[11.6 8,140 2,662 0,000 0,000
9 |11.7 0,000 0,924 0,000 0,000
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Cizelge 3.15. (Devam) Aflatoksin liretme yetenegine sahip A. flavus izolatlari

SIRA [ IZOLAT

NO |NO Glng/imL |Bl1ng/ImL |B2ng/lmL |G2ng/lmL
10 |11.10 3,749 6,460 0,000 0,000
11 |11.11 0,000 1,249 0,819 0,000
12 |11.12 1,906 0,023 0,000 0,000
13 |11.13 4,547 2,798 0,000 0,000
14 121 3,559 3,328 0,000 0,000
15 |124 0,000 0,0239 0,000 0,000
16 |12.5 0,000 1,429 0,000 0,000
17 |12.15 0,851 0,000 0,000 0,000
18 |12.17 0,000 1,984 0,000 0,000
19 |12.25 0,003 0,000 0,000 0,000
20 |13.1 0,000 132,284 0,963 79,791
21 |14.2 2,670 42,187 0,245 0,000
22 |14.9 0,000 0,624 0,000 0,000
23 |14.10 0,000 1,874 0,000 0,000
24 |14.21 3,336 0,000 0,000 0,000
25 |14.24 1,106 0,000 0,000 0,000
26 |14.29 0,000 1,472 0,000 0,000
27 |15.1 2,280 1,161 0,000 0,000
28 |17.7 0,198 66,946 0,853 0,000
29 |17.8 0,000 1,28851481 | 0,000 0,000
30 |17.10 0,000 80,529 1,285 0,000
31 |17.14 0,000 8,433 0,000 0,000
32 |18.9 0,000 197,186 1,317 0,000
33 |18.10 7,624 8,564 0,000 0,000
34 |18.11 0,000 0,063 0,000 0,000
35 |18.12 0,962 1592,167 23,337 0,000
36 |18.13 0,339 870,766 11,263 0,000
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Cizelge 3.15. (Devam) Aflatoksin liretme yetenegine sahip A. flavus izolatlari

SIRA | IZOLAT
NO |NO Glng/ImL [Blng/imL |B2ng/lmL |G2ng/l1mL
37 |18.34 0,000 685,577 2,749 0,000
38 118.35 2,167 261,336 7,007 0,000
39 [18.38 0,000 20,668 0,082 0,000
40 |19.4 0,000 308,377 2,899 0,000
41 ]19.15 1,427 3,203 0,000 0,000
42 |121.3 2,402 4,293 0,000 0,000
43 |21.6 1,4230 6,325 0,000 0,000
44 |21.15 0,531 0,000 0,000 0,000
45 |21.17 0,154 0,795 0,000 0,000
46 |21.18 1,605 12,576 0,274 0,000
47 |21.24 2,526 16,585 0,603 0,000
48 |21.25 0,347 18,642 0,931 0,000
49 |21.27 3,317 1,332 0,039 0,000
50 |25.11 2,334 176,820 1,8655 0,000
51 |26.2 2,753 0,000 0,000 0,000
52 |26.9 0,667 121,871 3,087 0,000
53 [26.10 24,455 10438,330 126,913 0,000
54 126.11 44,510 9799,654 92,345 0,000
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3.6.4. Un Orneklerinden Aflatoksinlerin Ektraksiyonu ve HPLC ile

Belirlenmesi

3.6.4.1. immuno Aktif Kolon Verimliligi

Kalibrasyon egrisini olusturma iizere kullanilan 3 farkh

standart

derisiminin aflatoksin spesifik IAK’a uygulanmasi sonucu belirlenen % geri

kazanim verimliligi Cizelge 3.16’de verilmistir.
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3.6.4.2. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

100 pl hacmindeki aflatoksin standart karisiminin immuno aktif kolona
uygulanmast ve TFA ile tiirevlendirilmesi isleminin dort tekrarli uygulanmasi
sonucu elde edilen sonuglarin kesinligi % RSD her bir aflatoksin i¢in elde

edilmistir (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16. IAK verimliligi (%) ve kesinligi (% RSD)

Aflatoksin
tipi % Verimlilik Kesinlik (%RSD)
Bl % 84 2,2
B2 % 70 6.8
G1 % 99 0,5
G2 % 95 4,5

3.6.4.3. Un Orneklerindeki Aflatoksin Miktar

Aflatoksin B1, B2, Gl ve G2’ye spesifik IAK kullamlarak un
orneklerinden elde edilen ekstraktin HPLC sisteminde incelenmesi sonucu
standart ile ayn1 go¢ zamanina ve pik karakterine sahip kromatogramlar (Sekil
3.24, 25, 26) elde edilmis ve aflatoksin varlig1 belirlenen un 6rneklerindeki toksin
miktar1 pg/kg cinsinden hesaplanmistir (Cizelge 3.17). Elde edilen veriler
dogrultusunda aflatoksin iiretme yetenegine sahip izolatlar ile bu izolatlarin izole

edildigi un 6rneklerindeki aflatoksin miktar1 Cizelge 3.18’de kiyaslanmustir.
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085

0.8

075

0.7 A

0865

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFS\100405110040503.D)

L

Sekil 3.24. 12 no’lu un 6rnegine ait kromatogram

L

35

254

054

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFSV100503110050307 D)
AFB1

AFB2

T T T T T T T T
2 4 B 8 10 12 14 tmin

Sekil 3.25. 18 no’lu un drnegine ait kromatogram

L
224

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFS\100405110040510.D)

AFB1

AFB2

08

T T T T T T T

2 4 B 8 10 12 14 min]

Sekil 3.26. 26 no’lu un drnegine ait kromatogram
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Cizelge 3.17. Aflatoksin igeren un drnekleri ve aflatoksin miktarlari

Un Ornegi
(Enjeksiyon el 51 82
sirasi) (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg)

UN1(3) 0,000 0,026 0,030
UN4(2) 0,070 0,000 0,000
UN12(1) 6,573 0,000 0,000
UN15(3) 0,125 0,000 0,000
UN18(1) 0,000 23,212 0,796
UN18(2) 0,000 19,487 0,436
UN18(3) 0,000 24,453 0,475
UN19(2) 0,000 0,135 0,000
UN19(3) 0,000 0,187 0,000
UN20(2) 0,000 0,153 0,000
UN24(1) 0,000 0,716 0,000
UN26(1) 0,000 11,548 0,390
UN26(2) 0,000 15,707 0,199
UN26(3) 0,032 17,699 0,208

151

Cizelge 3.18. Aflatoksijenik izolatlar ve un 6rneklerindeki aflatoksin miktarinin kiyaslanmasi

iZOLAT| G1 B1 B2 G2 Gl B1 B2 UN
NO |ng/imL |ng/imL |ng/imL |ng/lmL| (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | ORNEGI
1.11 0,000 |0,000 0,000 |0,000

0,000 0,03 | 0,03 UN1
1.12 0,000 |0,000 0,000 |0,000
2.18 0,80 0,34 0,000 |0,000

0,000 | 0,000 | 0,000 UN2
2.19 0,000 |0,000 |0,000 |0,000
6.1 0,000 |0,000 |0,000 |0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 UN6
8.7 0,000 |0,000 0,000 |0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 UNS8
9.9 0,000 [0,000 0,67 0,000
9.10 5,55 639,09 |5,44 0,000

0,000 | 0,000 | 0,000 UN9
9.12 0,000 |0,000 0,000 |0,000
9.27 0,000 0,32 0,000  |0,000
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Cizelge 3.18. (Devam) Aflatoksijenik izolatlar ve un Orneklerindeki aflatoksin miktarinin

152

kiyaslanmasi
IZOLAT| G1 B1 B2 G2 G1 B1 B2 UN
NO |ng/imL|ng/imL| ng/ImL | ng/l mL | (ug/kg)|(ng/kg)| (ng/kg) |ORNEGI
10.11 0,000 |7,60 0,000 0,000
0,000 | 0,000 0,000 UN10
10.14 0,000 {0,000 |0,000 0,000
111 3,34 0,000 |0,000 0,000
11.4 7,56 0,000 |0,000 0,000
115 7,84 0,000 {0,000 0,000
11.6 8,12 2,66 0,000 0,000
11.7 0,000 |0,93 0,000 0,000
0,000 | 0,000 0,000 UN11
11.8 0,000 {0,000 |0,000 0,000
11.10 3,75 6,46 0,000 0,000
11.11 0,000 |[1,25 0,82 0,000
11.12 1,91 0,02 0,000 0,000
11.13 4,55 2,80 0,000 0,000
121 3,56 3,33 0,000 0,000
12.2 0,000 {0,000 |0,000 0,000
12.3 0,000 {0,000 |0,000 0,000
12.4 0,000 |0,02 0,000 0,000
6,57 | 0,000 0,000 UN12
125 0,000 |1,43 0,000 0,000
12.15 0,85 0,000 {0,000 0,000
12.17 0,000 |1,98 0,000 0,000
12.25 0,003 |0,000 0,000 0,000
131 0,000 |132,28 |0,96 79,79
0,000 | 0,000 0,000 UN13
13.6 0,000 |0,000 |0,000 0,000
14.1 0,000 |0,000 |0,000 0,000
14.2 2,67 42,19 |0,25 0,000
14.9 0,000 |o0,62 0,000 0,000
14.10 0,000 |1,87 0,000 0,000
14.11 0,000 |0,000 |0,000 0,000
0,000 | 0,000 0,000 UN14
14.21 3,34 0,000 {0,000 0,000
14.23 0,000 {0,000 |0,000 0,000
14.24 1,11 0,000 {0,000 0,000
14.28 0,000 |0,000 |0,000 0,000
14.29 0,000 |1,47 0,000 0,000
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Cizelge 3.18. (Devam) Aflatoksijenik izolatlar ve un Orneklerindeki aflatoksin miktarinmn

kiyaslanmasi
iZOLAT| G1 B1 B2 G2 G1 B1 B2 UN
NO |ng/imL|ng/1mL|ng/1mL|ng/1mL| (ng/kg) | (ng/kg) |(ng/kg)| ORNEGI
15.1 2,28 1,16 0,000 [0,000 0,13 0,000 | 0,000 | UN15
17.6 0,000 0,000 [0,000 |0,000
17.7 0,20 66,95 |0,85 0,000
17.8 0,000 [1,29 0,000 [0,000
17.9 0,000 [0,000 [0,000 [0,000 0,000 00001 0000 | UNL7
1710 0,000 |[80553 [1,29 0,000
17.14 0,000 [8,43 0,000 [0,000
18.9 0,000 [197,19 [1,32 0,000
1810 |7,62 8,56 0,000 [0,000
1811  |0,000 0,06 0,000 [0,000
1812  [0,96 1592,17 |23,34 0,000
1813  [0,34 870,77 [11,26 0,000
18.23 0,000 [0,000 [0,000 [0,000 0,000 2238 057 | UNI8
18.24  |0,000 [0,000 [0,000 [0,000
1834  |0,000 68558 [2,75 0,000
1835  |2,17 261,34 [7,01 0,000
18.38  |0,000 [2067 [0,08 0,000
19.2 0,000 [0,000 [0,000 |0,000
19.4 0,000 308,38 [2,90 0,000 0,000 0,16 0,000 | UN19
1915  [1,43 3,20 0,000 [0,000
21.3 2,40 4,29 0,000 [0,000
21.6 1,43 6,33 0,000 [0,000
2115|053 0,000 [0,000 [0,000
2117  |015 0,80 0,000 [0,000
2118  [1,61 12,58 [0,27 0,000 0,000 00001 0000 | UN2L
21.24 253 16,59 0,60 0,000
21.25 0,35 18,64 0,93 0,000
21.27  [3,32 1,33 0,04 0,000
22.1 0,000 [0,000 [0,000 |0,000 0,000 0,000 | 0,000 | UN22
2511  |2,33 176,82 1,87 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | UN25
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Cizelge 3.18. (Devam) Aflatoksijenik izolatlar ve un Orneklerindeki aflatoksin miktarinmn

kiyaslanmasi
IZOLAT Gl Bl B2 G2 Gl Bl B2 UN
NO |ng/AmL|ng/AimL| ng/AmL |ng/AmL| (ugkg) |(ng/ke)|(ng/kg)| ORNEGI

26.2 2,75 0,000 0,000 0,000

26.9 0,67 121,87 3,09 0,000

26.10  |24,46 |10438,33]126,91 0,000 o0 1499 ) 027 U2

26.11 44,51 9799,65 |[92,35 0,000
0,000 0,000 | 0,000 UN3
0,07 0,000 | 0,000 UN4
0,000 0,000 | 0,000 UN5
0,000 0,000 | 0,000 UN16
0,000 0,15 | 0,000 UN20
0,000 0,000 | 0,000 UN23
0,000 0,72 | 0,000 UN24

3.7. OTA’nin HPLC ile Belirlenmesi

3.7.1. OTA Standardina Ait HPLC Sonuclan

OTA’nin i¢ standart olarak kullanilan diflunisal (IS) esliginde HPLC

sistemine uygulanmasi sonucu sirast ile OTA (Rf: 7,5) ve IS (Rg: 8,9)olarak farkli

zaman dilimlerinde sinyal alindigi ve islemin 10 dakikada tamamlandigi

belirlenmistir (Sekil 3.27).
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03

0.3 o

0.7 A

06 A

05 o

FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTAHPL~11100923110092301.D)

Sekil 3.27. OTA standart kromatogrami

3.7.2. Kalibrasyon Egrisi

Dért farkli konsantrasyonda OTA’nin kullanilmast ile R%= 0.9998 degerine

sahip kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Minimum dedeksiyon limiti (LOD);

1,238757 ve minimum gecerli

hesaplanmistir (Sekil 3.28).

Olciim degeri (LOQ); 3,716271 olarak

LU
=] y = 0,0535x - 0, 0255
2.5
z
1,5
1 o
0.5
ngz/ml
I: T T T T T T = 1
0 10 20 a0 40 =0 50 70
Sekil 3.28. OTA kalibrasyon egrisi; b: 0,053534, a: -0,0255, LOD: 1,238757 ng/ml, LOQ:

3,716271 ng/ml
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3.7.3. Matrikste Dogrusalhk, IAK Verimliliginin Belirlenmesi ve Kesinlik
(Tekrar Edilebilirlik)

Kalibrasyon egrisine denklik gosteren 4 farkli OTA konsantrasyonunun
OTA icermeyen un Ornegine (22 no’lu un o6rnegi) ilave edilmesi ve HPLC
sisteminde 3 tekrarl 8l¢iimii ile R?= 0.9998 degerine sahip kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Matriks esliginde elde edilen dogrusalliga sahip kalibrasyon egrisinin

LOD degeri 13.22, LOQ degeri ise 39.66 olarak belirlenmistir (Sekil 3.29).

Ayn1 OTA derisimlerinin uygulandigi matriksin OTA spesifik immuno
aktif kolona uygulanmasi ve elde edilen 6rneklerin HPLC sistemine uygulanmasi
ve islemin 3 tekrarli olarak gergeklestirilmesi sonucu kullanilan immuno aktif
kolonlerin geri kazanim verimliligi ve elde edilen verilerin kesinligi (%RSD)

hesaplanmistir (Cizelge 3.19).

LU

T

nz'ml

Sekil 3.29. Matrikste kalibrasyon egrisi; LOD; 13.22 ng/ml, LOQ; 39,66 ng/ml

Cizelge 3.19. IAK’nun verimliligi (% ) ve kesinligi (% RSD)

% Verimlilik Kesinlik (%RSD)
60 ng 83,31 93
200 ng 94,36 54
400 ng 79,61 22
600 ng 93,99 4,2
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3.7.4. Okratoksijenik 1Izolatlardan OTA Ektraksiyonu ve HPLC ile

Belirlenmesi

Literatiirel olarak OTA {iretme yetenegine sahip oldugu bilinen ve kiiltiirel
ve ITK plakasinda incelenen 54 adet kiif izolat1 pozitif ve negatif kontroller
esliginde HPLC sisteminde incelenmistir. Pozitif kontrol ve bazi izolatlarin
standart ile ayn1 go¢ zamani ve pik karakterine sahip sinyal verdigi belirlenmistir
(Sekil 3.30-3.32). Elde edilen veriler dogrultusunda incelenen okratoksijenik
kiiflerin OTA iiretme yetenekleri arastirilarak hem 6l¢iim yapilan ekstraktlarda
ng/ml olarak hem de kullanilan agar bloklarda ng/g olarak OTA miktarlar1
hesaplanmistir (Cizelge 3.20).

FLD1 &, Ex=333, Em=460 (OTAHPL~1 10092311 0092305 0)
Lu £
(ER

07+
0E

ns o

04 4

034

02+

T T T T T
o 2 4 15} g 10 ils]

Sekil 3.30. Negatif kontrole ait kromatogram

" FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTAHPL~111 0092310092302 D)
L

g

4 G
8 n ®

T T T T
a 2 4 ] 8 min

Sekil 3.31. A.ochraceus NRRL 3174’un (pozitif kontrol) OTA kromatogrami
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FLDA & Ex=333, Em=460 (OTAHPL~1v 007280072813 D)

T T
2 4

T
5]

Sekil 3.32. izolat 24.27 (P. verrucosum)’un OTA kromatogrami

Cizelge 3.20. OTA iiretme yetenegine sahip izolatlar (LOQota= 3.71 ng/mL)

158

iIZOLAT NO ng/mL IZOLAT NO 3 blogun agirhgi(g) ng/g
4,21 15,117 4,21 0,32 47,24
5,4 1,181 5,40 0,32 3,69
12,16 1,454 12,16 0,23 6,32
12,29 1,407 12,29 0,25 5,63
13,12 153,515 13,12 0,15 1023,43
13,16 1,681 13,16 0,18 9,34
13,29 1,435 13,29 0,37 3,88
13,30 0,958 13,30 0,18 5,32
14,7 1,756 D14,7 0,15 11,71
14,8 1,352 14,8 0,3 4,51
14,22 1,729 14,22 0,21 8,23
17.1 2,306 D171 0,19 12,14
17.3 0,932 D17,3 0,16 5,83
17.5 1,141 D17,5 0,23 4,96
18,2 1,133 18,2 0,25 4,53
21,1 3697,098 21,1 0,13 28439,21
21,2 12,019 21,2 0,28 42,93
24,27 99,992 24,27 0,23 434,75
26,7 1,906 26,7 0,22 8,66
(+) Kontrol 290, 662 (+) Kontrol 0,27 1076,53
(-) Kontrol 0,000 (-) Kontrol 0,27 0,00
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3.7.5. Un Orneklerinden OTA Ektraksiyonu ve HPLC ile Belirlenmesi

25 g’lik un drneklerinden elde edilen ekstraktin OTA’ya spesifik IAK’na
uygulanmasi ile elde edilen numunelerin HPLC sistemine uygulanmasi ile
incelenen un 6rneklerindeki OT A’ya ait kromatogramlar Sekil 3.33’de verilmistir.
Elde edilen veriler dogrultusunda un orneklerindeki OTA miktarlar1 pg/kg
cinsinden hesaplanmistir (Cizelge 3.21). OTA iiretme yetenegine sahip izolatlar
ile bu izolatlarin izole edildigi un 6rneklerindeki OTA miktarlar1 Cizelge 3.22°de

karsilagtirilmali olarak verilmistir.

FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTAHPL~11100705 007051500

[

0.65 1

0g 4

0s

Sekil 3.33. Un18 6rneginde OTA kromatogrami

Cizelge 3.21. Un orneklerindeki OTA miktari.

ORNEK ug/kg | ORNEK ug/kg | ORNEK ug/kg | ORNEK ug/kg
UN1 1,28 UNS8 2,04 UN16 0,89 UN22 0,00
UN2(1) 3,02 UN9 1,32 UN17 0,00 UN23 0,00
UN2(2) 0,809 UN10 0,80 UN18(1) 4,04 UN24 1,15
UN2(3) 0,788 UN11 0,91 UN18(2) 5,116 UN25 1,37
UN3 1,73 UN12 0,87 UN18(3) 5,116 UN26 1,63
UN4 2,19 UN13 0,93 UN19 0,81

UN5 0,94 UN14 0,00 UN20 0,00

UNG6 1,06 UN15 0,88 UN21 1,29
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Cizelge 3.22. Okratoksijenik izolatlar ve wun Orneklerindeki

okratoksin A miktarinin

karsilastiriimasi
2.17 0,00 18.2 4,53 UN18  |4,75
2.16 0,00 Nz 302 18.20  |0,00
3.9 0,00 18.22  |0,00
3.23 0,00 |UNS3 1,73 [18.25  [0,00
3.24 0,00 19.3 0,00 UN19 |0,81
4.21 47,24 |UN4 2,19 [20.2 0,00 UN20  [0,00
5.4 369 |UN5 094 [21.1 2843921 |UN21  [1,29
9.11 0,00 |UN9 1,32 |21.2 42,93
1216 |6,32 21.8 0,00

UN12  |0,87

1229 |5,63 21.11  [0,00
13.9 0,00 21.16  |0,00
1312 [1023,43 22.2 0,00 UN22 0,00
1316  [9,34 22.3 0,00
13.20 (0,00 2215  [0,00
13.25  [0,00 UNL3 1083 24.3 0,00 UN24 [1,15
13.27 (0,00 2419 (0,00
1329  [3,88 24.25 (0,00
1330  |[5,32 24.26  [0,00
14.7 11,71 2427 434,75
14.8 451 |UN14 (0,00 251 0,00 UN25  [1,37
1422|823 26.3 0,00 UN26  |1,63
15.4 000 [UN15 0,88 [26.7 8,66
171 12,14 26.8 0,00
17.2 0,00 26.13  [0,00
17.3 5,83 UN1 1,28
17.4 000 |UN17 0,00 UN6 1,06
175 4,96 UNS8 2,04
1720  [0,00 UN10 0,80
1731 [0,00 UN11 |01
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17.36 0,00 UN16 0,89

UN23 0,00

3.8. Mikotoksijenik Kiiflerin Molekiiler Identifikasyonu

3.8.1. Molekiiler identifikasyona Alinacak Izolatlarin Secimi

ITK plakasinda ve 365 nm’de metabolit profilleri (Sekil 3.34-3.41)
yoniinden karsilastirilan 130 izolatin 32 farkli profil sergiledigi belirlenmistir.
Elde edilen farkli profilleri temsil eden 32 izolat molekiiler identifikasyonu

yapilmak iizere secilmistir (Cizelge 3.23).

Sekil 3.34. 365 nm’de gézlenen metabolit profilleri
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Sekil 3.35. 365 nm’de go6zlenen metabolit profilleri

Sekil 3.36. 365 nm’de gézlenen metabolit profilleri

Sekil 3.37. 365 nm’de gézlenen metabolit profilleri

ISALISYIAIND N1OAVNY @B
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Sekil 3.38. 365 nm’de gozlenen metabolit profilleri

Sekil 3.39. 365 nm’de g6zlenen metabolit profilleri

Sekil 3.40. 365 nm’de gézlenen metabolit profilleri

de gozlenen metabolit profilleri

B

Sekil 3.41. 365 nm

ISALISYIAIND N1OAVNY @B
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Cizelge 3.23. Molekiiler identifikasyona alinan izolatlar ve temsil ettikleri grup

Molekiiler identifikasyona alinan izolatlar

Temsil ettigi grup

1.12

12.4 12.15,12.17, 8.7, 18.10, 21.24, 21.25,

12.3 21.6,21.17,21.27,22.1, D12.2, 14.11,

14.9 D12.5, 14.21

18.2

12.1 14.29,1.11, D14.10, D17.14, 10.14

i;zl 18.38, 18.12, 18.13, 18.34, 18.9, 26.10,
26.11, 9.9, 19.2, 19.15, D14.2, D17.6,

18.35 17.10

9.10
9.27,12.25, D13.1, D13.6, 14.23, 14.24,

2.19 14.28, D17.9, 18.11, 18.23, 18.24, 21.3,
21.15, 26.2, 26.8, 26.9, 2.18

6.1 9.12,10.11,11.1,11.4, 115, 11.6, 11.7,

' 11.10,11.11, 11,12, 11.13, 15.1, 25.11

171 3.24,14.8,D17.2, D17.3, D17.4, D17.31,
D17.36, 18.20, 18.25, 19.3, 22.2, 22.3,

175 22.15, 26.13

9.11 2.16,2.17,3.23,14.22,18.22,21.2, 25.1

21.8 3.9,20.2,21.16

15.4 24.19, 24.26

13.12 21.11,13.25

13.16 13.27, 13.29, 24.3, 24.25, 26.7, 26.20

13.30 17.20

12.29 13.9

5.4

14.7

21.1

26.3

21.18

17.8

11.8

4.21

12.16

13.20

24.27
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3.8.2. DNA Izolasyonu

Metabolit profilleri yoniinden farklilik gosteren ve molekiiler
identifikasyona alinacak olan kiif izolatlarina ait genomik DNA ekstraksiyon

sonucu Sekil 3.42°de verilmistir.

112 219 61 910 DI23 D124 149 D177 D17.81835 194 M 421 1216 1229 1312 13.36 13.20 13.30 154 2427 M

S St Pt s S s BT U G abeas G — — — At Vot S| S e — —12.216 hp

- - - D e -

S$4 A1 Ay ea DS B2 A s MNa

-

Sekil 3.42. Genomik DNA izolasyon sonucu (M: 1 kb marker)

3.8.3. Incelenecek Gen Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Amplifikasyonu ve Saflastirilmasi

VIG-LS266 primer ¢ifti kullanilarak ITS1-5.8S-ITS4 bolgesi 1100 bp
boyutunda (Sekil 3.43), Bt2a ve Bt2b primer ¢ifti kullanilarak B-tubulin (BenA)
bolgesi 550 bp boyutunda (Sekil 3.44), CL1 ve CL2 primer ¢ifti kullanilarak
kalmodulin bolgesi 550-700 bp boyutunda (Sekil 3.45) amplifiye edilmis ve SV-

Jel ve PCR Clean-up Sistemi ile saf olarak elde edilmistir.
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112 219 61 910 11:8 D12.1 D12.3D12.4 149 D17.7 D17.8 182 1835 194 2118 263 M

o - ~ —

M
—
~—
12.216 bp—! ”—12..2.16 bp
R N——
1636 bp —t 1636 bp

1016 by ——t W N R S S B B S S B S S s e W W L1016 1

-
|

9.11 D14.7D17.1 21.1 218 M 12.16 12.2913.12 13.16 13.2013.30 154 2427 M

P

12.216 hp —— L. ——12216 bp

1636 hp e ——1636 bp
1016 hp —s . - - 1016 hp

Sekil 3.43. Kismi 18S-1TS1-5.85-1TS4-Kismi 26S gen bolgesine ait saflagtirilmig PCR firiini (M:
1 kb marker)

910 11.8 D121 D123 DI24 149 D17.7 D17.8 182 1835 194 2118 263 M

y /\ J A b —_—

12.216 hp ——d H—lz 216 bp

—1 —
1016 hp ——t = 1016 bp

506 bp — — ) e e e W L 506 hp

M 911 D147D17.1 D175 211 218 421 1216 12.29 13.12 13.16 13.20 1330 154

—

12.216 hp = '....._:—12 .216 bp

1015:hp— 1016 hp

506 hp —
506 bp

Sekil 3.44. B-tubulin (BenA) gen bolgesine ait saflastirilmig PCR iiriinii (M: 1 kb marker)
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M LI2 219 61 910 118 D12.1D12.3DI2.414.9 DI7.7 DI17.818.2 18.35 19.4 2118 26.3 M 54 911 DI47D17.1D17.5 211 M

~

12.216 bp

8 o —1016bp
. s —— 506 bp

Sekil 3.45. Kalmodulin gen bolgesine ait saflagtirilmis PCR iirtinii (M: 1 kb marker)

3.8.4. PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Aspergillus genusuna ait izolatlarin kismi 18S-1TS1-5.8S-ITS4, kismi -
tubulin (BenA) ve kalmodulin genleri, Penicillium genusuna ait izolatlarin ise
18S-1TS1-5.8S-ITS4 ve kismi  B-tubulin  genlerinin  dizi  analizleri
gergeklestirilmistir. Elde edilen dizi bilgileri Blast programi ile degerlendirilerek
her bir izolatin NCBI gen bankasinda benzerlik gosterdigi tiirler belirlenmistir

(Cizelge 3.24).

Cizelge 3.24. incelenen izolatlarm dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin NCBI gen bankast

temsilcileri
Izolat | Dizi Elde Eslesen NCBI Gen Bankasindaki En Yakin Karsihigi
No Analizi Edilen Baz
Icin Dizinin Sayisi
Secilen Uzunlugu
Primer
1.12 ITS1 661 559/645 % 86 HQ288050 Aspergillus flavus NRRL 32354
ITS4 584 555/573 % 96 HQ645940 Aspergillus flavus bsl
Bt2b 485 476/502 % 94 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 710 688/704 % 97 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
2.19 ITS1 661 624/649 % 96 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 589 571/581 % 98 GU183169 Aspergillus flavus HF5
Bt2b 479 403/418 % 96 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 632 609/624 % 97 EF661505 Aspergillus flavus NRRL 4998
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Cizelge 3.25. (Devam) Incelenen izolatlarn dizi analizleri sonrast belirlenen en yakin NCBI gen

bankas1 temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen NCBI Gen Bankasindaki En Yakin Karsihgi
No Analizi Edilen Baz
I¢in Dizinin Sayisi
Secilen Uzunlugu
Primer
6.1 ITS1 611 600/609 | % 98 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 555 542/554 % 97 EF121332 Aspergillus flavus CICC 2219
Bt2b 510 502/508 | % 98 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 722 701/712 % 98 EF661513 Aspergillus flavus NRRL 4822
9.10 ITS1 686 675/691 | % 97 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 643 564/577 %97 FJ878674 Aspergillus flavus UOA/HCPF
8749
Bt2b 497 453/470 % 96 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 645 634/643 % 98 EF661505 Aspergillus flavus NRRL 4998
11.8 ITS1 609 598/608 | % 98 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 583 552/567 | % 97 GU183169 Aspergillus flavus HF5
Bt2b 505 498/501 | % 99 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 605 598/606 | % 98 EF661513 Aspergillus flavus NRRL 4822
121 ITS1 602 581/599 % 96 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 480 465/481 % 96 FR733822 Aspergillus flavus 786231
Bt2b 488 477/503 % 94 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 717 638/658 % 96 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
12.3 ITS1 574 494/522 % 94 FR733822 Aspergillus flavus 786231
ITS4 706 185/203 % 91 HQ645940 Aspergillus flavus bsl
Bt2b 507 501/505 % 99 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 573 563/572 % 98 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
12.4 ITS1 721 572/630 % 90 HQ288050 Aspergillus flavus NRRL 32354
ITS4 559 543/564 % 96 HQ645940 Aspergillus flavus bsl
Bt2b 499 459/479 % 95 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 534 507/534 % 94 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
14.9 ITS1 545 476/494 % 96 AY755519 Aspergillus flavus
ITS4 513 480/490 % 97 FR733822 Aspergillus flavus 786231
Bt2b 471 409/424 % 96 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 730 698/719 % 97 EF661505 Aspergillus flavus NRRL 4998
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Cizelge 3.24. (Devam) Incelenen izolatlarn dizi analizleri sonrast belirlenen en yakin NCBI gen

bankas1 temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen NCBI Gen Bankasindaki En Yakin Karsihgi
No Analizi Edilen Baz
icin Dizinin Sayisi
Secilen Uzunlugu
Primer
17.7 ITS1 420 395/415 % 95 HQ620618 Aspergillus flavus A5P1
ITS4 476 453/468 % 96 FJ878674 Aspergillus flavus UOA/HCPF
8749
Bt2b 510 502/508 | % 98 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 697 636/652 % 97 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
17.8 ITS1 574 535/563 | % 95 FR733822 Aspergillus flavus 786231
ITS4 556 503/526 | % 95 FR733822 Aspergillus flavus 786231
Bt2b 503 478/487 | % 98 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 722 700/709 | % 98 EF661505 Aspergillus flavus NRRL 4998
18.2 ITS1 657 648/653 % 99 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 598 556/573 % 97 GU183169 Aspergillus flavus
Bt2b 501 495/503 % 98 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 559 514/551 % 93 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
18.35 | ITS1 612 588/598 | % 98 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 566 539/561 % 96 GU594736 Aspergillus flavus
Bt2b 492 485/505 % 96 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 607 593/604 % 98 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
19.4 ITS1 623 580/607 % 95 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 564 537/562 % 95 FJ878674 Aspergillus flavus UOA/HCPF
8749
Bt2b 499 492/502 % 98 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 586 561/586 % 95 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
21.18 ITS1 706 690/706 % 97 EF661566 Aspergillus flavus NRRL 4998
ITS4 704 576/582 % 98 FJ878673 Aspergillus flavus UOA/HCPF
10469
Bt2b 491 477/500 % 95 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 711 696/701 % 99 EF661505 Aspergillus flavus NRRL 4998
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Cizelge 3.24. (Devam) Incelenen izolatlarn dizi analizleri sonrast belirlenen en yakin NCBI gen

bankas1 temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen NCBI Gen Bankasindaki En Yakin Karsihgi
No Analizi Edilen Baz
icin Dizinin Sayisi
Secilen Uzunlugu
Primer
26.3 ITS4 707 579/580 | % 99 FJ878673 Aspergillus flavus UOA/HCPF
10469
Bt2b 477 470/503 % 93 AY017536 Aspergillus flavus NRRL 1957
CL2 627 600/610 % 98 EF661514 Aspergillus flavus NRRL 20521
5.4 ITS1 752 409/424 % 96 FR733805 Aspergillus japonicus
ITS4 478 436/459 % 94 EU440776 Aspergillus japonicus
Bt2b 369 360/370 % 97 AY820017 Aspergillus japonicus CBS
11580
CL2 682 660/671 % 98 EU021690 Aspergillus japonicus NRRL
35494
9.11 ITS4 531 519/526 % 98 FR733807 Aspergillus niger
Bt2b 520 504/513 % 98 EU907906 Aspergillus niger DAOM?23922
CL2 706 663/700 % 94 EF661158 Aspergillus niger NRRL 348
14.7 ITS4 523 486/508 % 95 EU440776 Aspergillus japonicus
Bt2b 509 428/487 % 87 EF661104 Aspergillus japonicus NRRL
35541
CL2 684 670/675 % 99 EU021690 Aspergillus japonicus NRRL
35494
17.1 ITS4 569 535/555 % 96 HM037959 Aspergillus tubingensis
Bt2b 515 512/512 % 100 GQ376122 Aspergillus tubingensis
UOA/HCPF 8806
CL2 561 552/562 % 98 EF661151 Aspergillus tubingensis NRRL
4875
17.5 ITS4 587 287/317 % 90 FJ29358 Aspergillus tubingensis CBS
122.49
Bt2b 410 378/430 % 87 FJ828892 Aspergillus tubingensis CM 3123
CL2 700 677/687 % 98 EF661150 Aspergillus tubingensis NRRL
4851
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Cizelge 3.24. (Devam) Incelenen izolatlarn dizi analizleri sonrast belirlenen en yakin NCBI gen

bankas1 temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen NCBI Gen Bankasindaki En Yakin Karsihgi
No Analizi Edilen Baz
icin Dizinin Sayisi
Secilen Uzunlugu
Primer
21.1 ITS1 664 574/606 % 94 EF661551 Aspergillus alliaceus NRRL 315
ITS4 540 521/537 % 97 EF661551 Aspergillus alliaceus NRRL 315
Bt2b 420 370/386 % 95 FN185734  Aspergillus alliaceus
IMI:239398
CL2 748 7211730 % 98 EF661534 Aspergillus alliaceus NRRL 315
21.8 ITS1 781 765/785 % 97 EU021609 Aspergillus ochraceus NRRL
419
ITS4 758 570/577 % 98 FJ878631 Aspergillus ochraceus
UOA/HCPF 9493
Bt2b 547 533/539 % 98 FM995527 Aspergillus ochraceus
CECT:2093
4.21 ITS4 679 568/570 % 99 AJ005482 Penicillium viridicatum (IBT
5273)
Bt2b 454 432/449 % 96 AY674294 Penicillium viridicatum CBS
109826
12.16 ITS4 559 541/557 % 97 AJ005482 Penicillium viridicatum (IBT
5273)
Bt2b 446 428/448 % 95 AY674294 Penicillium viridicatum CBS
109826
12.29 ITS1 579 551/582 % 94 AF033478 Penicillium viridicatum NRRL
961
ITS4 622 550/562 % 97 AJ005482 Penicillium viridicatum (IBT
5273)
Bt2b 441 431/443 % 97 AY674294 Penicillium viridicatum CBS
109826
13.12 ITS4 491 481/493 % 97 GU325665 Penicillium viridicatum
Bt2b 449 428/444 % 96 AY674294 Penicillium viridicatum CBS
109826
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Cizelge 3.24. (Devam) Incelenen izolatlarn dizi analizleri sonrast belirlenen en yakin NCBI gen

bankas1 temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen NCBI Gen Bankasindaki En Yakin Karsihgi
No Analizi Edilen Baz
I¢in Dizinin Sayisi
Secilen Uzunlugu
Primer
13.16 ITS4 420 418/420 % 99 AF033477 Penicillium viridicatum NRRL
958
Bt2b 466 443/462 % 95 AY674294 Penicillium viridicatum CBS
109826
13.20 ITS4 643 625/644 % 97 GQ458038 Penicillium chrysogenum ATCC
10002
Bt2b 442 435/440 % 98 AY495981 Penicillium chrysogenum CBS
306.48
13.30 ITS1 531 485/523 % 92 AY373939 Penicillium viridicatum FRR
963
ITS4 496 482/497 % 96 DQ779779 Penicillium viridicatum NSIPV1
Bt2b 441 430/441 % 97 AY674294 Penicillium viridicatum CBS
109826
15.4 ITS1 539 501/530 | % 94 DQ779779 Penicillium viridicatum NSIPV1
ITS4 478 427/437 | % 97 AJ005482 Penicillium viridicatum (IBT
5273)
Bt2b 440 386/410 % 94 AY674293 Penicillium viridicatum CBS
101034
24.27 ITS4 777 176/181 % 97 FJ613113 Penicillium viridicatum
Bt2b 451 4447447 % 99 AY674294 Penicillium viridicatum CBS

109826

3.8.5. incelenen Gen Dizilerinin Analizi

Incelenen izolatlara ait ITS bdlgesi, kismi B-tubulin ve kalmodulin gen

bolgelerine ait dizi bilgileri kullanilarak elde edilen soy agaglari ve evrimsel

gelisim siireci Sekil 3.46-3.48°de belirtilmistir.
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Sekil 3.46. incelenen izolatlarm ITS dizilerine dayali filogenetik iliskilerinin incelenmesi:

Tamura-Nei modeline dayali Neighbor Joining yontemi, Bootstrap;1000. Dis grup:

Aspergillus candidus (EF669605)
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Sekil 3.47. Incelenen izolatlarm B-tubulin dizilerine dayali filogenetik iliskilerinin incelenmesi:

Tamura-Nei modeline dayalt Neighbor Joining yontemi, Bootstrap;1000. Dis grup:

Aspergillus candidus (EU014090)
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Sekil 3.48. incelenen izolatlarm kalmodulin dizilerine dayal filogenetik iliskilerinin incelenmesi:

Tamura-Nei modeline dayalt Neighbor Joining yontemi, Bootstrap;1000. Dis grup:

Aspergillus candidus (EF669563)
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Tarimsal tiriinler ve ¢esitli gida maddelerinde bulunan kiifler, bu iiriinlere ya
direkt ya da indirekt olarak bulagsmaktadir (Sen ve Nas 2010). Tahil kaynakl
gidalarda kiif kontaminasyonu; ham maddenin tarlada gelisimi, hasadi,
depolanmasi, nakliyesi, {riiniin iglenmesi ve son Triiniin elde edilmesi
asamalarmda gerceklesebilmektedir (Ozturan ve ark. 2007). Gidalarin cesitli
kiiflerle bulagmasi iiriiniin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri yaninda goriiniisiinii de
degistirebilmektedir. Kiifler uygun kosullarda gida ve gida {iriinlerinde ¢ogalarak
bir yandan iriiniin nitelik ve niceligini degistirip bozulmasma neden olmakta,
diger yandan da toksik maddeler olusturmaktadirlar. Bu durum, ekonomik
kayiplara neden oldugu gibi, insan sagligi acisindan da potansiyel bir tehlike
olusturmaktadir (Erdogan ve ark. 2003; Andersen ve Thrane 2006).

Cok cesitli tahil kaynagma dayanan unlarm; unlu mamiillerin iiretilip
tikketiciye sunulmasinda kullanilmasi ve her iiriin i¢in farkli {iretim yonteminin
olmast HACCP sisteminin bu sektdrdeki uygulanabilirligini zorlastirmakta ve
onemli handikaplara neden olmaktadir. Ilgili sektdriin kontrol altina almmast igin
ise iiretim asamalarinda kritik kontrol ve kalite kontrol noktalar1 olusturulmustur.
Bu noktalardan birisi de unlu mamiiller sektoriiniin en 6dnemli ham maddesi
Olmasindan dolayr unlardir. Un; ham madde olarak kullanildigi gidanin
karakteristik 6zelligini verir ve kalitesini birebir etkiler. Bu nedenle kullanilacak
olan unun kalitesi kadar, gida giivenligi acisindan bazi nitelikleri tasimasi
istenmektedir. Unda en yaygin rastlanan tehlike kif gelisimidir. Kif gelisimi
diisik su aktivitesine sahip olan tahil (irilinlerinde goriilen en yaygin

mikrobiyolojik tehlikedir (Ergoniil, 2007).

Tahil kaynakli gida {iriinlerinin giivenilirlik ve kontroliinii saglamay1
amaclayan pek cok arastirma yapilmis ve Tiirk Gida Kodeksi tarafindan da
mikrobiyal hijyene ait maksimum sinir degerleri olusturulmustur. Karagozlii ve
Karapinar (2000) tarafindan farkli tahil ve tahil kaynakli unlar1 iceren toplam 100
adet 6rnek kiif kontaminasyonu ve OTA igerigi yoniinden incelenmistir. Incelenen

orneklerin tamaminin farkli derecelerde kiif icerigine sahip olmasmin yani sira en
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yiiksek kiif kontaminasyonunun misir unlarinda oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismada tim oOrneklerdeki kiif kontaminasyonunun <10-3.10° kob/g oldugu
belirlenmistir. Calismamizda incelenen 25 adet tahil kaynakli un 6rneklerindeki
kiif kontaminasyonunun 2-4,8x10* kob/g araliginda oldugu belirlenmistir ve
benzer ¢alismalar ile paralellik gostermektedir (Aran ve Eke 1987; Karagozli ve
Karapmar 2000; Aydin ve ark., 2010).

Tirk Gida Kodeksi’nin “Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (Resmi gazete,
2009)’ne gore; tahil unlari, soya unu ve diger unlar (patates unlar1 dahil) i¢in izin
verilen maksimum kiif sinir1 10* kob/g’dir. Incelenen un 6rnekleri mikrobiyolojik
kriterler tebligi ile kiyaslandiginda 25 no’lu ¢avdar unu ve 26 no’lu misir ununun
maksimum smir degerlerinde oldugu, diger 23 adet un 6rneginin ise maksimum

smir degerinin altinda bir kiif kontaminasyonu igerdigi belirlenmistir (Sekil 3.4).

Kiifler tarafindan bitkilerde meydana getirilen hastaliklardan birisi de
cavdarmahmuzlar1 (ergotizm)’dir ve ¢esitli c¢avdar tipleri ile yapilan
arastirmalarda, bu grup tahillarmm endofitik kiiflere kars1 diisiik direnglilik
gostermelerinden dolayi kiif kontaminasyonlarina elverisli oldugu tespit edilmistir
(Vinton ve ark. 2001). Nitekim musir, 6zellikle boceklerden kaynaklanan hasarlar
sonrasinda nem ve sicaklik kosullar1 gibi faktorler uygun oldugu takdirde, ayrica
erken hasat sonrasinda yeterli kurutma yapilmamasi durumunda kif
kontaminasyonu ve mikotoksin sentezi i¢in diger gidalara gore daha hassas bir

gida olarak degerlendirilmektedir (Karagozlii ve Karapmar 2000).

Gilirsoy ve Bigigi (2004) tarafindan Tiirkiye’deki mikotoksin ve
mikotoksijenik kiifler iizerine yapilan arastirmada incelenen tarimsal iiriinlerde
Aspergillus, Penicillium genuslarina ait olan 251 tiir belirlenmis olup, bunlar
arasinda A. niger’in en yaygm kiif oldugu belirtilmistir. Benzer bir ¢caligmada ise
Reddy ve Salleh (2011) tarafindan 80 musir orneginde gergeklestirilen kiif ve
mikotoksin belirleme ¢alismasinda Aspergillus ve Fusarium cinsi kiiflerin oldukga
baskin oldugu belirlenmistir. Bu cinslere ait {iyelerden A. flavus, A. niger ve F.
verticilloides’in yiiksek oranda belirlenmis, musirlardaki mikotoksijenik kiif
sorununun Diinya genelinde bir sorun olduguna dikkat c¢ekilmis ve kontrol altia

almaya yonelik uygulamalar gelistirilmistir (Reddy ve ark., 2010).
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Un fabrikalarmin mikrobiyal kontrolii amaciyla gerceklestirilen bir
calismada; bugday tohumlarmin islem Oncesi deposundan, mekanik
temizlenmeleri sonrasi, yikanmalarindan sonra, kurutma sonrasi, kaba par¢alama
sonrasi, ince pargalama sonrasi, birinci kaliteli un ve yiiksek kaliteli un
asamalarindan olmak iizere toplam 8 farkli asamadan aliman Orneklerdeki
mikotoksijenik kiif ve mikotoksin icerigi incelenmistir. Depolanan ve mekanik
olarak temizlenmis olan unlarda A. flavus, A. ochraceus ve Penicillium
corylophilum’ un, pargalanmis un Orneklerinde ise Penicillium, Alternaria ve

Fusarium’un baskin oldugunu belirlemislerdir (Doolotkeldieva 2010).

Calismamizda 25 farkli un Orneginden elde edilen 543 adet izolatin
geleneksel teknikler ile incelenmesi sonucu 14 farkli cinse ait 54 tiir
belirlenmistir. Un Orneklerinden elde edilen kiifler arasinda ise en baskin cinsin
Penicillium (% 41,8) oldugu ve bunu Aspergillus (% 23,6) cinsi {iyelerinin takip
ettigi belirlenmistir ve diger arastirmalar ile paralellik gostermektedir (Sekil 4.1).
Nitekim Tirkiye nin tarimsal {irlinler ve bolgelerine gére dominant mikoflora
dagilimin1 kapsayan ve Topal (2003) tarafindan olusturulan rapora gore tarimsal
uriinlerdeki Tirkiye mikoflorasinda en baskin cinsler Penicillium (% 65) ve
Aspergillus (% 19) olarak belirlenmistir. incelenen 6rneklerde en yiiksek dagilimi
gosteren tiirler ise; A. candidus, A. flavus, A. niger, Eurotium chevalieri, P.
citrinum, P. griseofulvum ve P. verrucosum’dur (Cizelge 3.12). Tim un
orneklerinde dagilim gostermemekle beraber alerjik ve mikotoksijenik kiif olarak
bilinmelerinden dolay1r Alternaria alternata, A. alliaceus, A. fumigatus, A.
japonicus, A. niveus, A. ochracues, A. terreus, F. oxysporium ve F. solani dikkat
ceken diger tiirlerdir. Calismamizda belirledigimiz mikrofungus igerigi diger tahil
ve tahil kaynakli mikrofungus ¢aligmalari ile paralellik gostermektedir (Glimiis ve
ark. 2004; Giirsoy ve Bigigi 2004; Giil 2007; Reddy ve ark. 2010; Doolotkeldieva
2010; Reddy ve Salleh 2011).
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Sekil 4.1. Incelenen un Srneklerinde tanimlanan kiif cinsleri ve tiir sayilari.

Incelenen numunelerde en sik rastlanan (% 73) tiir olan A. candidus
tahillarda depo kiifii olarak yaygm bir sekilde bulunmaktadir. Toprak, hububat,
tohumlar, un, ceviz, ¢esitli gida maddeleri, ev i¢i havasi ve giibrelerde varligi
rapor edilmistir. Terfenilin ve ksantoaskin olarak bilinen iki toksik metabolite
sahiptir. Orneklerde yaygmn olarak karsilasilan (% 69) diger bir tiir ise A.
flavus’dur. Bu tiir onemli bir aflatoksin (B1 ve B2) iireticidir. Ceviz, baharat,
zeytin, tahillar ve incir gibi kurutulmus meyvelerde bulundugu rapor edilmistir.
Incelenen drneklerde belirlenen diger bir yaygin (% 65) tiir ise P. citrinum’dur.
Diinya ¢apinda yaygin bir i¢ ortam kiifii olmakla beraber toprak, dis ortam havasi,
tahillar ve baharatlarda siklikla rastlanilmaktadir. Uretmis oldugu sitrinin
metaboliti Gram (+) bakterilere ve boceklere karsi oldukga etkili olmasina ragmen
toksik bir metabolit olmasindan dolay1 bu tiir amaglar i¢in kullanilamamaktadir.
Sitrinin hayvanlar iizerinde renal toksik bir etki gdstermekle birlikte insanlarda da
bobrek hasarlarina (nefrotoksik) ve kanserojenik vakalara neden olmaktadir. A.
niger toprak, bitki, tohumlar, kurutulmus meyveler, ceviz ve i¢ ortam havasinda
rapor edilmis olan bir kiiftiir ve bazi strainlerinin OTA {iretmesi ile dikkat
cekmektedir. P. griseofulvum ise Diinya ¢apinda yaygm olan diger bir kiiftiir ve
siklikla toprak, tahillar ve yemlerden izole edilmistir. Bu kiifiin dort onemli
toksini bulunmaktadir. Bunlar; patulin, siklopiyazonik asit, rokfortin C ve
griseofulvindir. Bu toksinlerden griseofulvin dermatofit kiifler tarafindan

olusturulan enfeksiyonlarm iyilestirilmesinde kullanilmasina ragmen aslen
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memeliler i¢in toksiktir ve mitoz bdlinmeyi bloke etmesi sonucu timor
olusumlarina neden olmaktadir. Eurotium chevalieri ve P. verrucosum tiirleri ise
% 10 olan kargilasma sikligi ile identifiye edilen tiirler arasinda dikkat
cekmektedir. E. chevalieri i¢ ve dis havada, toprakta, tohumlarda, kurutulmus
meyvelerde ve pamukta belirlenmistir. Bu kiifiin belirlenmis bir mikotoksini
olmamakla beraber immiin sistemi zayiflamis bireylerde solunum hastaliklarina
neden olmaktadir. P. verrucosum ise genellikle gida ve tahil kaynaklarinda izole
edilmis olup bazi strainlerinin OTA ve sitrinin iiretmesi ile dikkat ¢ekmektedir

(Klich 2002; Samson ve ark. 2004a; Pitt 2000a).

Aspergillus ve Penicillium cinsi konidioforlar tarafindan taginan konidiyojen
hiicrelerden meydana gelen, havaya acik, oldukg¢a kii¢iik ve kuru sporlar: ile
karakterize olmus olup bu 6zellikleri onlar1 Diinya genelinde i¢-dis havasinda
yaygin bir kiif yapmaktadir. Ayrica bu kiiflerin saprofitik 6zellikli olmalar1 ve pek
cok organik substrati parcalayabilen enzimlere sahip olmalari, onlar1 gida
uriinlerinde de yaygin hale getirmektedir. (Samson ve ark. 2010; Klich 2009).
Nitekim i¢ havadaki kiifler {izerine yapilan ¢aligmalarda gida kaynakli kiif tiirleri
ile siklikla karsilasilmaktadir (Cetinkaya ve ark. 2005; Kalyoncu 2006; Ozkara
2006; Karalt1 2006). Misra ve Jamil (1991) tarafindan un degirmenlerinin i¢
havasindaki kiifleri belirlemek iizere gerceklestirilen bir ¢alismada incelenen un
degirmenlerinin i¢ havasinda Aspergillus cinsine ait iiyelerin baskin oldugu ve
bunun Alternaria, Cladosporium ve Fusarium tarafindan takip edildigi
belirlenmistir. Ayrica arastirmacilar bazi Aspergillus tiirlerinin insanlar {izerindeki
alerji potansiyellerine dikkat cekmistir. I¢ hava kalitesinin 12 ay boyunca
izlenmesi sonucu her ay karsilasilmis olan A. flavus, A. fumigatus, A. melleus, A.
niger, A. niveus ve A. terreus olmak iizere 6 farkli Aspergillus tiirii ile 284 hasta
iizerinde gergeklestirilen alerji testi sonunda % 82’nin iizerinde pozitif alerji
sonucu almmustir. Kiiflerin hava yolu ile alerjik reaksiyon olusturmasina ilaveten
islenmis gidalar yolu ile de insanlara ulasan ve Oliimle sonuglanan alerjik
reaksiyonlar1 da kaydedilmistir. Bennett ve Collins (2001) tarafindan kaydedilen
vakada; 19 yasinda, beyaz ve erkek cinsiyetindeki bir kisinin paketlenmis
karigimdan yaptig1 gozlemeyi yemesinden sonra nefessiz kalmasi ve anafilaksi

olugmasi ile yasamini kaybetmistir. Gozleme yapiminda kullanilan paketlenmis
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karigimin incelenmesi sonucu 700 kob/g kif igerigi ve Penicillium, Fusarium,
Mucor ve Aspergillus cinslerinin varlig1 belirlenmistir. Kayitlara gére vakanin 2
gdzleme tiikettigi ve yaklasik olarak 2,1.10° kiif kontaminasyonuna maruz kaldig1
ve bu kontaminasyonun vakanin alerjik ge¢misi ile etkilesmesi sonucu siklikla

karsilasilmayan bir anafilaksi 6 liimii olarak literatiire gegmistir.

Gidalarda meydana gelen kiif gelisiminin  mikotoksin iretimi ile
sonuclandigi ve bu mikotoksinlerin alerjik reaksiyonlardan kansere kadar
insanlarda farkli hastaliklara sebep oldugu cesitli calismalarla gosterilmistir (Var
ve ark. 2004; Seifert ve Levesque 2004; Oru¢ 2005; Zheng ve ark. 2006).
Mikotoksinler cok sayida kiif cinsi tarafindan {retiliyor olmasma karsin
Aspergillus, Penicillium, Fusarium en Onemli mikotoksijenik kiiflerdir.
Aflatoksin, OTA, fumonisinler, belirli deoksinivalenol ve zearalenone olmak
tizere 5 mikotoksin ¢esidi Diinya ¢apinda insan sagligi i¢in olduk¢a 6nemlidir
(Topal 2003; Var ve ark. 2004; Seifert ve Levesque 2004; Orug 2005; Zheng ve
ark. 2006; Kabak ve Var 2006; Turner ve ark. 2009). Bu mikotoksinlerin her
birinin hangi tip etkilere sahip oldugu belirlenmistir ve hatta bu mikotoksinlerin
insan Olimlerine sebep olabilece§i arastirmaci tarafindan vurgulanmistir (Pitt
2000b). Tarmmsal iriinlerin  dortte biri ciddi  boyutta mikotoksinlerle
kontaminasyona ugrayabilmekte ve insan ve hayvan sagligi icin ciddi sorunlar
olusturmaktadir. Bu nedenle, tarimsal iiriinlerde mikotoksinlerin rutin kontrolleri
icin mikotoksinlerin, lireticilerinin ve tan1 yontemlerinin 1yi bilinmesi gereklidir

(Orug 2005; Topal 2003).

Mikotoksijenik kiiflerin kiiltlir ortaminda hizl1 bir sekilde taninmasi i¢in pek
cok kiiltiir ortam1 olusturulmus veya modifiye edilmistir. Ancak bu yontem temel
olarak besi ortaminda toksin iiretimine dayali UV altinda floresan rengin olusmasi
(CCA (CAM), YES, CYA’da ve modifikasyonlarinda oldugu gibi) (Arseculeratne
ve ark. 1969, Filtenborg 1983; Dyer ve McCammon 1994; Heenan ve ark. 1998;
Abbas ve ark. 2004; Frisvad ve ark. 2007; Bragulat ve ark. 2001) veya petri arka
yizeyinde renk degisimlerinin gozlemlenmesine (AFPA’da oldugu gibi)
dayandirilmistr (Dyer ve McCammon 1994; Samson ve ark. 2010). Kiiltiir
ortamlarinda mikotoksin {iretimini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan diger

bir yol ise ITK ydntemi ile ekstrolitlerin taranmasidir. Ekstrolitlerin belirlenmesi
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icin mikotoksijenik kiif belirleme ortamlarinin tercih edilmesi, incelenen kiif
orneklerinin mikotoksin iiretme yetenekleri hakkinda belirgin bir sonug
saglamasina ilaveten metabolit profillerinin de elde edilmesini saglamaktadir.
(Topal 2003; Orug 2005; Frisvad ve ark. 2007; Hatti ve ark. 2009; Turner ve ark.
2009; Samson ve ark. 2010). ITK ydntemine dayali olarak mikotoksinlerin
belirlenmesine yonelik baglangic uygulamalarindan olan, Scott ve ark. (1970)
tarafindan gerceklestirilen c¢alismada gida ve yemlerden izole edilmis olan
kiiflerin incelenmis ve 18 farkli mikotoksin tespit edilmistir. ITK yontemi ile
kiiltiirel ortamdan mikotoksijenik kiiflerin belirlenmesi ve metabolit profillerinin
elde edilmesi Frisvad ve ark. (2007) tarafindan oldukga gelistirilmis ve elde edilen
ITK plakalarinin HPTLC, ekstrelerin ise HPLC ile analizi yapilarak mikotoksin
cesitleri ve miktarlar1 hakkinda verimli sonuglar elde edilmistir (Samson ve ark.
2010). Calismamizda elde edilmis olan tiim izolatlar CYA ve MEA ortamlarindan
metabolit profilleri yoniinden incelendiginde, ayni kiif tiirlerinin birbirine yakmn R¢
degerlerinde ayni metabolit profilleri sergiledigi gozlemlenmis ve mikroskobik
identifikasyon sonuglarin1 destekleyici veri olarak kullanilmistir (EK1). Incelenen
un Orneklerinde yiiksek oranda bulunan Penicillium ve Aspergillus cinlerine ait
izolatlar CYA, YES, CCA (CAM) ve AFPA ortamlarinda mikotoksin tiretme
yetenekleri yoniinden incelendiginde ise 79 A.flavus izolatinin AFPA ortaminda
turuncu petri arka rengine, YES, CYA ve CCA (CAM) ortamlarinda ise farkh
derecelerde floresan renge sahip oldugu gozlenmistir. A. parasiticus NRRL 465
(aflatoksin pozitif kontrolii) ve A. ochraceus NRRL 3174 (okratoksin pozitif
kontrolii) ile ayni isimalar1 yansitan toplam 35 (% 26) izolat belirlenmistir.
A.flavus’a ait 76 izolattan 22 tanesi (% 28,9), A.ochraceus’a ait 4 izolattan 4’1 (%
100), A.alliaceus’a ait 4 izolattan 4’ (% 100), A.niger’e ait 24 izolattan 4’1 (%
6,6) ve P.verrucosum’a ait 22 izolattan 1 tanesi (% 4,5) pozitif kontroller ile ayn1
istmalar gostermistir (Cizelge 3.14). CYA ortaminin kullanilmasi ile HPLC’ye
dayal1 belirlemeler sonucunda ise 55 adet A.flavus izolatlarinin farkli miktarlarda
aflatoksin iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarda 29°u (%
52,72) aflatoksin B1’1, 19’u (% 34,55) aflatoksin B2’yi, 6’s1 (% 10,91) aflatoksin
GI’1 ve I’inin (% 1,82) de aflatoksin G2’yi LOQAars degerlerinin iizerinde liretme
yetenegine sahip oldugu tesbit edilmistir (Cizelge 3.15). En yaygin aflatoksin
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ureticileri A. flavus (B1 ve B2), A. parasiticus (B1, B2, G1, G2), A.
minisclerotigenes (B1, B2, G1, G2), A. nomius (B1, B2, G1, G2) ve A.
arachidicola (B1, B2, G1, G2)’dir (Samson ve ark. 2010). A. flavus’un aflatoksin
iiretme yetenegi tlizerine gerceklestirilen pek ¢ok caligmada bu kiifiin 6zellikle
aflatoksin B1 ve B2 iiretme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Klich 2009;
Yousefi ve ark. 2009; EI-Khoury ve ark. 2011). Genel olarak A. flavus un B grubu
aflatoksinleri iirettigi kabul edilmesine ragmen, G grubu aflatoksinleri iireten A.
flavus’larin da varligi ¢esitli literatiirlerde rapor edilmistir (Davis ve ark. 1966;
Gabal ve ark. 1994; Giorni ve ark. 2007; Sanchez-Hervas ve ark. 2008; Hatti ve
ark. 2009). Bu literatiirlere paralel olarak caligmamizda inceledigimiz A.
flavus’larin B grubu aflatoksinleri etkin bir sekilde tirettigi, sinirli bir grubun ise G

grubu aflatoksinleri iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.

Kiifler tarafindan iiretilen diger bir Onemli mikotoksin olan OTA;
Aspergillus ve Penicillium cinsine ait baz tiirler tarafindan iretilmektedir. OTA
iretme yetenegi gosteren Aspergillus ‘lar; A.niger, A.carbonarius, A.japonicus
olmak tizere siyah Aspergillus’larin bazi tiyeleridir. OTA iiretme yetenegine sahip
olan diger Aspergillus cinsi Circumdati (A.ochraceus seksiyon) iiyeleri ise A.
ochraceus, A. melleus, A. auricomus, A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A.
sulphureus ve A. westerdijkiae’dir. A. alliaceus ve A. albertensis ise Flavi
seksiyonunda yer alan okratoksijenik kiiflerdir. Penicillium cinsine ait OTA
iiretme yetenegine sahip tiirler ise P. verrucosum ve P. nordicum’dur (Serra ve
ark. 2003; Samson ve ark. 2004b; Medina ve ark. 2005; Lo ‘pez-Mendoza ve ark.
2009; Samson ve ark. 2010, Cabanes ve ark. 2010). Calismamizda HPLC ile saf
kiiltir ortaminda OTA iiretme yetenegi yoniinden incelenen Aspergillus ve
Penicillium cinlerine ait 54 adet izolattan 19’unun (% 35,19) farkli miktarlarda,
5’inin (% 9,26) ise LOQota degeri lizerinde OTA {iretme yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. incelenen un drneklerinden elde edilen okratoksijenik kiifler ise A.
japonicus, A. tubingensis, A. niger, A. ochraceus, A. alliaceus ve P. viridicatum
olup o6zellikle Aspergillus cinsine ait okratoksijenik kiif sonuglarimiz diger
aragtrmacilarin sonuglar1 ile paralellik gdstermektedir. Incelenen izolatlardan
okratoksijenik Penicillium cinslerinin belirlenmesi ¢alismasinda HPLC ile

okratoksin A {irettigi belirlenen 9 izolat kiiltiirel 6zellikleri ile P. verrucosum ile
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uyum gostermistir (Cizelge 3.1-3.11). Bu izolatlara ait 1TS-5.8S rDNA ve BenA
gen dizilerinin NCBI veri bankasi ile kiyaslanmasi sonucu % 96-99 oranlarinda P.
viridicatum ile benzerlik gostermis ve bu sonuglar identifikasyon sonucu olarak
alinmustir. Penicillium cinsine ait okratoksijenik kiiflerin belirlenmesine yonelik
yapilan ilk caligmalarda P. viridicatum’un okratoksin A iiretme yetenegine sahip
oldugu (Walbeek ve ark. 1969; Pitt 1987; Haggblom 1982) o6zelliklede diisiik
sicaklik ve 4 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda bugday materyali iizerinde
okratoksin A iiretme yetenegini siirdlirdiigiine dikkat c¢ekilmistir (Haggblom
1982). Ilaveten P. viridicatum’un OTA iiretme yeteneginin rapor edildigi (Ayaz
ve Yurttagiil 2008) ve okratoksijenik P. viridicatum’larin giincel siniflandirmada
P. verrucosum olarak kabul edildigi belirtilmistir (Czaban ve ark. 2006). OTA
iiretme yetenegi iizerine gerceklestirilmis caligmalara paralel olarak ¢alismamizda
incelenen un Orneklerinde okratoksijenik  Penicillium  cinsinin  varhgi

belirlenmistir.

Gidalarda gelisen bazi kiif tiirleri tarafindan tretilen, insanlar ve hayvanlar
icin toksik olan, fizikokimyasal olarak 1sil dirence sahip, aromatik ve antijenik
olmayan disiik molekiil agirlikli mikotoksinlerin (Doolotkeldieva 2010)
sentezlenme siireci, bulasan kiiflin cinsine, gidanin isleme-saklama kosullarma
gore degismektedir. Mikolojik sorunlarm ¢esitliligi; lilkelere, ekolojik bolgelere
ve lrliniin cinsine bagh olarak degismektedir. Bu nedenle pek c¢ok iilke, kendi
0zgii kiifleri ve bunlara bagl sorunlarmi belirlemekte ve eldeki verilere gore de
¢oziimleri gelistirmek iizere arastirmalar yapmaktadir (Topal 2003). Ozturan ve
ark. (2007) tarafindan Erzurum’da piyasaya sunulan bugday unlarmnin aflatoksin
B1 ve okratoksin A igerigi yoniinden incelenmesi gerceklestirilmistir. Yapilan
calismada incelenen toplam 50 adet bugday ununun 37 (% 74) adedinde toplam
aflatoksin varlig1 belirlenmistir. Yapilan calismada 9 (% 18) adet un 6rneginin
Tiirk Gida Kodeksi tarafindan belirlenen maksimum simir degerlerinin iizerinde
oldugu, 8 (% 16) ornegin Tirk Gida Kodeksi tarafindan kabul edilen degerler
arasinda, 13 (% 26) 6rnegin ise dlciilebilir degerlerin altinda aflatoksin B1 varlig:
belirlenmistir. Aydin ve ark. (2008) 100 adet Tiirkiye kaynakli bugday unu
orneginde toplam aflatoksin, aflatoksin B1 ve OTA seviyesi incelenmistir. ELISA

yontemi ile gerceklestirilen mikotoksin 6l¢iim ¢alismasinda incelenen 6rneklerin



@ ANADOLU UNIVERSITESI

185

% 45’inin aflatoksin igerdigi, bu 6rneklerden ise % 2’sinin Avrupa ve Tiirk Gida
Kodeksi’nin  maksimum sinir degerlerinin  ilizerinde aflatoksin igerdigi
belirlenmistir. Tiirkiye’deki tahil ve tahil kaynakli unlar1 kapsayan diger bir
calisma ise Akdeniz Bolgesi piyasasindan 20 adet bugday ornegi ve ayni bugday
iiriinlerinden tiretilmis 20’ser adet un, kepek, ruseyn ve razmol aflatoksin igerigi
yoniinden incelenmistir. Bu arastirmada incelenen bugday 6rneklerinin 5 adedinde
yasal sinir olan 0.002 ppm’ in biraz iizerinde (0.003-0.004 ppm) B1 aflatoksinine
rastlanilmistir (Altan 2006). Baydar ve ark. (2005) tarafindan Ankara’daki
perakende satis yapilan bazi oOrneklerdeki aflatoksin ve okratoksin tipleri
incelenmistir. Calismada 12 farkli tipte tohum, baklagil, tahil unlar1 ve nisastadan
olusan 25 oOrnek incelenmis ve oOrneklerin 0,03-3.16 ppb arasinda toplam
aflatoksin icerigine sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen degerler Tiirkiye ve
Avrupa standartlarima uygun olmakla beraber arpa unlarinda diger tahil tiplerine
gore daha yiliksek degerlerde aflatoksin varhiginin belirlendigine dikkat
cekilmistir.

Farkli zaman dilimi ve cografik bolgelerde incelenen tahil kaynakli unlar,
aflatoksin kirlilikleri yoniinden gézden gecirildiklerinde aflatoksin igermeyen
ornegin olmadigr goriilmektedir. Tahil kaynakli gidalarin Tiirk toplumu igin
onemli bir gida grubu olmas1 ve giinliik beslenmenin % 50’sini olusturmasmdan
dolay1 orneklerde belirlenen diisiik seviyelerdeki toksin kontaminasyonu da
onemli bir problem halini almaktadir (Baydar ve ark. 2005). Tahil kaynakli
iirtinlerde karsilagilan mikotoksin sorunu ise hasat Oncesi, hasat sirasi,
depolanmasi, islenmesi ve sonrasinda toksik kiif gelismesi ve mikotoksin
olusturmasi ile iliskilidir (Dogan ve Bayezit 1999; Girgin ve ark. 2001; Orug
2005; Baydar ve ark. 2005; Heperkan 2006; Kabak ve Var 2006; Riba ve ark.
2010). Reddy ve Salleh (2011) tarafindan incelenen 80 adet musir tohumu
orneginden 65 (% 81,2) adedinin 1-135 pg/kg oraninda aflatoksin B1 igerdigi, bu
orneklerden 18 (% 22,5) adedinin ise uluslar arasi smir degerler iizerinde oldugu
belirlenmigtir. Hindistan’da Reddy ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir calismada
misir, musir iriinleri, piring ve bugday olmak iizere 581 tahil 6rnegi HPLC ile
aflatoksin igerigi yoniinden incelenmis ve ¢alisma sonucunda yabani piringlerin

aflatoksin icerigi yoniinde yiiksek insidansa sahip oldugunu belirlemislerdir. Elde
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edilen bu yiiksek insidansin calisma bolgesine ait cevresel oOzellikler ile
bagdastirilmistir. Giray ve ark.(2007)’nin bugday numunelerinden HPLC ile
yaptiklar1 aflatoksin belirleme c¢aligmasinda ise aflatoksin B1 miktarinin 10,4-
144,2 ng/kg, toplam aflatoksin diizeyinin ise 10,4-643,5 ng/kg arasinda oldugu
belirlenmigtir. Tirkiye’deki tahil kaynakli {drlinlerin ham maddelerine ait
mikoflora ve mikotoksin profillerini sergilemek amaci ile NATO destekli
gerceklestirilen ve Topal (2003) tarafindan rapor edilen verilere gore mikotoksin
acisindan en riskli Uriinler; bugday, miswr, bulgur, arpa ve pirin¢ olarak
belirlenmistir. Rapor edilmis olan bu calismalara gore tahil ve tahil kaynakli
iirlinlerin aflatoksin icerikleri degerlendirildiginde; islenmis gida iiriinii kalitesinin
ham madde kalitesi ile dogrudan iliskili oldugu ve etkilendigi goriilmekte ve gida
zincirindeki aflatoksin ve aflatoksijenik kiif kontaminasyonunun kontrol

edilmesinin 6zellikle insan saglig icin 6nemli olduguna dikkat cekmektedir.

Nitekim ¢alismamizda inceledigimiz 25 ¢esit tahil kaynakli un 6rneginin 19
adedinde (% 76) aflatoksin varligi belirlenmistir. 15 adet (% 60) numunede
Aflatoksin G1 belirlenmistir. Ancak sadece 1 (% 6,6) un 6rneginde (12 no’lu un
ornegi) Olgiilebilir degerin iizerinde (AFG1 LOQ; 0,6) aflatoksin Gl
belirlenmigtir. 12 adet (% 48) numunede Aflatoksin B1 belirlenmistir. Bu un
orneklerinden 3 (% 25) tanesinde (18, 24 ve 26 no’lu un ornekleri) 6lgiilebilir
degerin iizerinde (AFB1 LOQ; 0,25) aflatoksin B1 belirlenmistir. Incelenen un
orneklerinin 7 (% 28) tanesinde Aflatoksin B2 belirlenmistir ve bu 6rneklerin 2
(% 29) tanesi (18 ve 26 no’lu un 6rnekleri) 6lgiilebilir degerin {lizerinde (AFB2
LOQ; 0,05) aflatoksin B2 belirlenmistir. Incelenen 25 adet un Orneginde
Aflatoksin G2’ye rastlanmamustir. Orneklerin 2 (% 8) (18 ve 26 no’lu un
ornekleri) adedinde belirlenen AFB1 diizeyinin Tiirk Gida Kodeksinin tahillar
(karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve bunlardan iiretilen islenmis gidalar
alaninda degerlendirildiginde kabul edilebilir smirlarinin iizerinde oldugu
saptanmustir. Orneklerin 3 (%12) (18, 24 ve 26 no’lu un drnekleri) tanesi ayni
kategoride aflatoksin G1+B1+B2+G2 diizeyinin kabul edilebilir sinirlarmin

iizerinde oldugu saptanmigtir.

Un Ornekleri ve bu orneklerden izole edilen aflatoksijenik kiiflerle ilgili

sonuglar incelendiginde 3 no’lu unda aflatoksin ve aflatoksijenik kiif
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bulunmazken, 22 no’lu unda ise aflatoksin bulunmadigi ve bu un 6rneginden izole
edilmis olan bir adet A. flavus izolatininda aflatoksin liretme yeteneginde olmadigi
saptanmistir. 4, 5, 16, 20, 23 ve 24 no’lu un Orneklerinde aflatoksijenik kiif
bulunmamasina ragmen Tiirk Gida Kodeksine gore kabul edilebilir diizeylerde
aflatoksin varligi ile karsilasilmistir. Aksine 6 ve 8 no’lu unlarda ise herhangi bir
aflatoksine rastlanmazken her iki undan diisiik diizeyde aflatoksin {iretme
yetenegine sahip birer adet A. flavus varligi belirlenmistir. 1 ve 2 no’lu un
orneklerinde ve bu un 6rneklerinden elde edilen A. flavus izolatlarinda olduk¢a
disiik seviyede aflatoksin G1, B1 ve B2 varligina rastlanmistir. 10 no’lu un
orneginde miktar1 belirlenemeyen seviyede bir aflatoksin Gl varhigi soz
konusudur. Bu un 6rneginden izole edilmis olan iki A. flavus izolatinin aflatoksin
Gl {iretme yetenegi bulunmazken, integre edilemeyen diizeyde aflatoksin B2 ve
G2 irettigi, bunun yani sira etkin bir sekilde aflatoksin B1 {iretme yetenegine
sahip oldugu belirlenmistir. 11 no’lu un 6rneginde ise izole edilmis olan A.
flavus’larin 1-8 ng/ml araliginda aflatoksin G1 iiretmis olduklar1 belirlenmistir. Bu
veriye paralel olarak incelenen bu un 6rneginde integre edilemeyen bir diizeyde
aflatoksin G1 varlig1 belirlenmistir. Bunun yani sira bu un 6rnegine ait A. flavus
orneklerinde 0.02-6.46 ng/ml araliginda aflatoksin B1 integre edilemeyen diizeyde
de aflatoksin B2 iiretme yeteneginiz s6z konusu oldugu saptanmistir. 12 no’lu un
orneginden elde edilen izolatlarin ise farkli seviyelerde Aflatoksin G1, B1 ve B2
iiretme yetenegine sahip oldugu ve bu un 6rneginde Tiirk Gida Kodeksi tarafindan
kabul edilebilir seviyenin lizerinde aflatoksin G1 belirlenmistir. Bunun yani sira
diger aflatoksin tiplerine rastlanmamustir. 13 no’lu un 6rneginde herhangi bir
aflatoksin bulunmazken, bu un 6rneginden elde edilen A. flavus izolatinin yiiksek
seviyede aflatoksin G1 ve G2 iiretme yeteneginde oldugu dikkat ¢ekmektedir. 14
no’lu un 6rneginde integre edilemeyen seviyede aflatoksin B1 gozlenirken bu un
orneginden elde edilen izolatlarin aflatoksin B1 yiiksek olmak {izere farkli
seviyelerde aflatoksin G1 ve B2 iliretme yeteneginde oldugu belirlenmistir. 15
no’lu un Orneginde ise kabul edilebilir diizeyde aflatoksin G1 varlhigi
gozlemlenmistir. Bu un 6rneginden elde edilen A. flavus izolatinin da aflatoksin
G1 ve B1 iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. 17 no’lu un 6rneginde

ise integre edilemeyen diizeyde aflatoksin G1 ile karsilagiimistir. Bu un 6rnegine
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ait A. flavus izolatlar1 incelendiginde ise Ozellikle aflatoksin B1 olmak iizere
aflatoksin G1 ve B2 iiretme yeteneklerinin oldugu belirlenmistir. 19 no’lu un
orneginde kabul edilebilir bir diizeyde aflatoksin B1 belirlenirken bu un
orneginden elde edilmis olan A. flavus izolatlarinin 6zellikle aflatoksin B1’1
oldukga yiiksek seviyede iiretebildigi bunun yani sira aflatoksin G1 ve B2’yi de
iiretme yeteneginde oldugu belirlenmistir. 9, 21 ve 25 no’lu un 6rneklerinde ise
integre edilemeyen bir miktarda aflatoksin G1 ve B1 goriilirken her iki un
orneginden elde edilen izolatlarin aflatoksin B1 oldukga etkin bir sekilde olmak
iizere aflatoksin Gl ve B2’yi de iiretme yeteneklerine sahip olduklari
belirlenmistir. 18 ve 26 no’lu un orneklerinde kabul edilebilir diizeyin lizerinde
aflatoksin B1’in yani sira aflatoksin G1 ve B2 varligina rastlanmistir. Bu un
orneklerinden elde edilen A. flavus izolatlarmm aflatoksin B1’i olduk¢a yiiksek
bir oranda iiretebildikleri bunun yani sira aflatoksin G1 ve B2 toksinleri de yiiksek

konsantrasyonlarda tiretebildikleri dikkati ¢ekmektedir.

Incelenen 25 un 6rneginin 2 (% 8) adedinde belirlenen AFBI1 diizeyinin
Tirk Gida Kodeksinin kabul edilebilir sinirlar1 tizerinde oldugu saptanmistir.
Orneklerin 3 (%]12) tanesinin ise aflatoksin G1+B1+B2+G2 diizeyinin kabul
edilebilir siirlarmm iizerinde oldugu saptanmistir. Ilaveten; 9, 13, 14, 17, 19, 21
ve 25 no’lu un 6rneklerinde 6l¢iilebilir olmayan veya Tiirk Gida Kodeksinin kabul
edilebilir smirlar icerisinde aflatoksin varligina rastlanmistir. Bu un 6rneklerinde
bulunan A. flavus izolatlarmin uygun gelisme kosullarinda dikkat ¢ekici diizeyde
bir aflatoksin iiretme yetenegi sergilemesi bahsi gecen un Orneklerinin tiiketici
tarafindan uygun kosullarda saklanmamasi durumunda bir risk faktori
olabileceklerini isaret etmektedir. Ciinkii iirlin nemi, ortamin nisbi rutubeti,
sicaklik, ortamda bulunan kiif veya sporlarinin yogunlugu, gelisen tiirlerin toksin
olusturma giicleri, mikroorganizmalar arasi rekabet, {iriiniin ve yetistirilen ¢esidin
direnci, bocek veya diger zararhlarin faaliyeti, hava sicakligi, atmosferik gazlarin

bilesimi gibi birgok etken aflatoksin olusumunu etkilemektedir (Coksdyler 1999).

Gida orneklerinde karsilagilan ana mikotoksinlerden bir digeri olan OTA,
ilk olarak 1969 yilinda misirda belirlenmistir (Yildiz 2009). Karagiizlii ve
Karapinar (2000) tarafindan asurelik bugday, misir, misir unu, yulaf gevregi, yulaf

ezmesi, yulaf unu ve miisliden olusan toplam 100 adet gida Grneginde OTA
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taramasi yapilmistir. Calisma 1 adet asurelik bugday, 2 adet musir ve 1 adet yulaf
ezmesi olmak tiizere toplam 4 6rnekte 0.27-9.84 ppb diizeyleri arasinda degisen
okratoksin-A varhigmin saptanmasi ile sonuglanmistir. Erzurum’da piyasaya
sunulan bugday unlarindan 50 adet un 6rneginin ELISA yontemi ile okratoksin A
icerigi yoniinden incelenmesi sonucu ise 6 (% 12) 6rnegin Tiirk Gida Kodeksine
gore kabul edilebilir smir degerlerin iizerinde oldugu saptanmistir (Ozturan ve
ark. 2007). Seviktirk ve Goniilalan (2007) tarafindan Kayseri’de tiiketime
sunulan tahil tirtinleri iizerine gergeklestirilen bir arastirmada; 25’er adet bugday
unu, piring ve bulgur numunesi okratoksin A igerigi yoniinden incelenmistir.
Calismada bugday ununa ait en yiiksek deger 1011,84 + 0,08 ppt olurken, en
diistik deger 145,66 + 0,09 ppt olarak tespit edilmis, ortalama okratoksin A degeri
360,93 ppt olarak kaydedilmistir. Piring numunelerinde yapilan degerlendirmede,
en yiiksek ve en diisiik sonuclar sirastyla 381,93 + 0,08 ppt ile 153,76 + 0,06 ppt
olup, ortalama deger 241,07 ppt olarak bulunmustur. Bulgur numunelerinin ise en
yiliksek okratoksin A degeri 548,80 + 0,06 ppt, en diisilk okratoksin A degeri
158,53 £ 0,07 ppt ve ortalama okratoksin A degeri 384,10 ppt olarak
belirlenmistir. Baydar ve ark. (2005) tarafindan Ankara’daki tohum, bakliyat, tahil
unlar1 ve nisastay1 igeren tahil {iriinleri iizerine gerceklestirilen OTA belirleme
calismasi ise incelenen 25 adet 6rnegin 0,27-4,07 ppb araliginda toksin igerigine
sahip oldugu belirlenmistir. Calismada incelenen numunelerden 3 adedinin Tiirk
Gida Kodeksine gore kabul edilebilir smir degerler iizerinde toksin igerigine
(3,45, 3,69, 4,07 ppb) sahip olduguna dikkat g¢ekilmistir. Tiirkiye’nin Avrupa
yakasindaki 7 farkl iiretim bolgesinden toplanan 100 adet bugday unu 6rneginin
OTA igerigi yoniinden degerlendirilmesi sonucu oOrneklerde 0,025-10,5 ng/kg
toksin icerigine sahip oldugu belirlenmistir (Aydin ve ark. 2008).

Son yillarda piring, musir, bugday ve arpa gibi tahillar ve tahil iriinleri
lizerine yapilan arastirmalar; bu iriinlerin okratoksijenik kiifler tarafindan
kontamine edildigini gostermektedir. S6z konusu kontaminasyon hasat dncesi ve
esnasinda gerceklesmekte ve kurutma, isleme ve depolama sirasinda da varlhigini
devam ettirmektedir (Mills ve ark. 1989; Anli ve Alkis 2010). Ozellikle diisiik
sicaklikli iklimlere sahip iilkeler ve depolama kosullarinda OTA kontaminasyonu

meydana gelmektedir. Clinkii OTA iretici Penicillium’lar diisiik sicakliklarda
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gelisme ve OTA {iretme yetenegine sahiptirler ve bu kosullarda OTA iireten
Penicillium tirleri sadece 30 °C’nin altindaki sicakliklarda ve a, 0,80’in
tizerindeki gelisebilmeleri nedeniyle Aspergillus tiirlerinden daha fazla

kontaminasyonlara yol agmaktadirlar (Lin ve ark. 2005; E1 Khoury ve ark. 2008).

Calismamizda inceledigimiz 25 tahil kaynakli unun 20 (% 80)’sinde 0,79-
5,11 pg/kg araliginda OTA varligi belirlenmistir. Bu orneklerden 2 (% 10)
tanesinde Tiirk Gida Kodeksine gore maksimum sinir degerlerinin lizerinde OTA
icerdigi (2 no’lu bugday unu; 3.02 pg/kg, 18 no’lu miswr unu; 4,75 pg/kg)
belirlenmistir. Un Orneklerindeki OTA ve okratoksijenik kiif icerigine
bakildiginda OTA igerigi simir degerlerinin {izerinde olan 2 nolu bugday unundan
elde edilen ve Aspergillus niger olarak tanimlanmis olan 2 kiif izolatinin OTA
iiretme yetenegine sahip olmadigi saptanmistir. Nitekim bu tiirlin incelenen tiim
orneklerinin sadece %6-10’unun OTA {iretme yetenegine sahip oldugu
kaydedilmistir (Samson ve ark. 2010). Ortalama olarak 4.75 pg/kg OTA igeren 18
no’lu musir 6rneginden ise 4 adet okratoksijenik kiif toksin iiretme yetenekleri
yoniinden incelenmis ve A. alliaceus olarak tanimlanmis olan bir izolatin 4.53
ng/g okratoksin A iiretme yeteneginde oldugu belirlenmistir. Nitekim A. alliaceus
Flavi grubunda yer alan 6nemli bir okratoksijenik kiiflerdir. (Medina ve ark.
2005; Lo’'pez-Mendoza ve ark. 2009; Cabanes ve Bragulat 2010). Calismada
inceledigimiz diger 23 un 6rnekten sadece 3 (% 12) tanesinde (20 no’lu soya unu,
22 no’lu tam bugday unu ve 23 no’lu kepekli un) OTA ve okratoksijenik kiif
icerigi belirlenmemistir. 6 (% 24) un 6rneginde (1, 6, 8, 10, 11 ve 16 no’lu un
ornekleri) ise 0,80-2,04 nug/kg araliinda bir OTA varlig1 belirlenmesine ragmen
bu 6rneklerden okratoksijenik kiif izolat1 elde edilememistir. 3, 15, 19 ve 25 no’lu
olmak {iizere 4 (% 16) un orneklerinde ise 0,81-1,77 pg/kg araliginda OTA
belirlenmis olmasina ragmen bu 6rneklerden izole edilen kiiflerin OTA {iretme
yetenegi olmadigi belirlenmistir. 14 no’lu (bugday unu) ve 17 no’lu (kepekli un)
un Ornekleri olmak {izere 2 (% 8) un orneginde ise OTA belirlenmemesine
ragmen, bu 6rneklerde farkli seviyelerde OTA iiretme yetenegine sahip kiiflerin
bulundugu belirlenmistir. Diger 8 (% 32) un 6rneginde (4, 5, 9, 12, 13, 21, 24 ve
26) ise Tirk Gida Kodeksinin izin verdigi deger araliginda OTA ve farkli

diizeylerde OTA {iretme yetenegine sahip kiif bulundugu belirlenmistir. Bu
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orneklerdeki kiiflerin OTA iiretme yetenekleri incelendiginde ise (Cizelge 3.22)
47-28.439 ng/g orami gibi ¢ok yiiksek oranlarda OTA iiretebilen kiiflerin varligi
dikkat ¢ekmektedir.

Incelenen o&rneklerde gida &rnegindeki mikotoksin varhgi-yoklugu ile
mikotoksijenik kiif varligi-yoklugu arasinda tam bir eslesmenin olmadigi
durumlarla karsilagilmustir (Ornegin; 2 no’lu bugday unu drneginin okratoksijenik
kiif igermemesine ragmen sinir degerlerinin lizerinde bir OTA’ya sahip olmasi
gibi). S6z konusu durum ile ilgili; gida 6rnegine dnceden mikotoksin sentezleyen
kiiflerin bulasip toksin olusturdugu ve herhangi bir nedenle kiiflerin canliliklarini
sirdiiremedikleri diistiniilebilir. Nitekim Karagozli ve Karapmar (2000)
tarafindan tahil ve tahil driinlerindeki OTA belirleme calismasinda benzer
sonuglar ile karsilagsmiglar ve bir gidada kiiflerin bulunmamasinin o gidada toksin
bulunmayacaginin giivencesi olmadigini, kiifiin toksin iirettikten sonra ortamdaki
varhigmm1  siirdliiremeyebilecegini, ancak  toksinin  iirlinde  kalacagini

desteklemislerdir.

Calismamizda 25 adet tahil kaynakli un 6rneginin kiif yiikii, mikotoksijenik
kiif yiikii, aflatoksinler ve OTA igerigi incelenmistir. Elde edilen tiim veriler
kiyaslandiginda ise 18 no’lu misir ununun Tiirk Gida Kodeksinin smir degerleri
iizerinde aflatoksin Bl ve okratoksin A icerdigi, ayrica bu 6rneklerden izole
edilen mikotoksijenik kiiflerin de s6z konusu toksinleri yiiksek seviyede
iiretebildikleri goriilmektedir. Fakat kiif yiikii agisindan bakildiginda ise izin
verilen degerler (<10* kob/g) altinda oldugu dikkat cekmektedir. Tirk Gida
Kodeksinin “Mikrobiyolojik Kriterler” (Resmi gazete, 2009) ve “Bulasanlar
Tebligi”  (http://www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)  bakis agisiyla
degerlendirmeye devam ettigimizde ise 23 no’lu kepek Orneginin herhangi bir
mikotoksin ve mikotoksijenik kiif icermemesine ragmen, icerdigi kiif yiikiiniin
kriterlerin iizerinde (>10" kob/g) olmas1 nedeniyle ve kiiflerin pisirme asamasinda
ulagilan yiiksek sicakliklar nedeniyle elimine edilebilmelerine ragmen (Ergoniil
2007) kullanim dis1 kalmaktadir. Ayrica kiifler birbirinden oldukga farkl
sporulasyon yetenegine sahiplerdir. Bir Aspergillus kondiyoforu oldukga fazla
spor tlretmektedir, ancak Alternaria kolonisi miselyal yapi agisindan zenginken

her bir konidiyafor sadece birkag¢ spor tiretebilmektedir (Food and Indoor Fungi
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Workshop 2010). Herhangi bir 6rnekten direk ekim veya seyreltme yontemi ile
yapilan kiiltiir calismasinin koloni sayimu ile takip edilmesi ve buna dayali olarak
kiif yiikiinlin belirlenmesi spor olusturma 6zelligi yliksek olan kiiflerin diisiik
olanlara gore daha sik karsilagilmasi ve buna bagli olarak da gercekten uzaklasan
verilere varilmasi ile sonuglanacaktir. Kiiltiire bagimli sayim islemleri Real-Time
PCR gibi sayisal analizler yapmay1 saglayan yontemler (Konietzny ve Greiner
2003; Reischer ve ark. 2004; Mule ve ark. 2006; Russell ve Paterson 2006;
Niessen 2007; Yin ve ark. 2009; Del Fiore ve ark. 2010) ile desteklenerek sayim

islemi fenotipik 6zelliklerin etkisinden ¢ikarilabilir.

' “ ‘ T Qi;_,ﬂfr‘ﬁt‘z
T L /AT 7T 7T T 7

Aspergillus sp. Alternaria sp.

Sekil 4.2. Aspergillus ve Alternaria iiyelerinde sporulasyon ozelliklerinin kiyaslanmasi

Tirk Gida Kodeksinin “Mikrobiyolojik Kriterler” (Resmi gazete, 2009) ve
“Bulasanlar”  (http://www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2008-26.html)  tebliglerine
gore kiif ylikii ve bulasanlar icerigi yoniinden kullanima uygun olmasina ragmen
yiiksek seviyede mikotoksin iiretme yetenegine sahip kiifleri icerdigi belirlenmis
olan ve “riskli iiriin” olarak nitelendirilen un 6rnekleri ¢alismamizda incelenen
orneklerin % 32 (8 adet)’sini olusturmaktadir. Kiifler ¢evresel kosullar uygun
oldugunda gelisimlerine ve toksin iiretimlerine devam etmektedirler (Samson ve
ark. 2010; Anli ve Alkis 2010; Lin ve ark. 2005). Bundan dolayi riskli {irinlerin
raf Omiirleri siiresince gida kalitelerinin bozulmasi ve tiiketici saghgi agisindan
tehlikeli hale gelmeleri olasidir. S6z konusu riskli tiriinlerin diger bir nemli bakis
acis1 ise bu tip gidalarin iiretim ve/veya tiiketimleri esnasinda i¢ ortam havasi i¢in
de risk olusturmalaridir. I¢ havada en sik karsilasilan tiir listesi (Samson ve ark.
2010) incelendiginde ¢aligmamizda belirlemis oldugumuz mikotoksijenik kiiflerin

bu liste igerisinde de yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica mikotoksijenik kiif ytikiiniin
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degerlendirilmesi konusunda da her bir 6rnekte ne kadar mikotoksijenik kiif
oldugu degil ne kadar mikotoksin iiretme yetenegine sahip kiif olduguna dikkat
edilmistir. Ciinkii literatiir bilgisine gére mikotoksijenik olan cins veya tiirlerin
mikotoksin iiretme yetenegi yoniinden tek bir standartta olmadigi ¢aligmamizda
elde edilen onemli bir veridir. 11 no’lu galeta unundan 10 (% 13,16) adet
mikotoksijenik kiif izolat1 edilmistir ve bu say1 en yiiksek izolat sayisi olarak en
yiiksek degerlerden biridir. Ayrica bu 10 adet izolatin 9 (% 90)’u 0,82-8,12 ng/ml
(Cizelge 3.18) arasinda bir aflatoksin iiretme yetenegine sahip olmasi da en
yiiksek pozitif mikotoksin liretme sonucudur. Ancak 26 no’lu misir érneginden 4
adet aflatoksijenik kiif izole edilmistir ve bunlarin tamami aflatoksin iiretme
yeteneginde olmakla beraber bu izolatlardan 3’iiniin sadece aflatoksin B1 iiretme
yetenegi 10.438, 9.799, 122 ng/ml’dir. Bu nedenle bir gida iiriiniinde
mikotoksijenik kiif varlig1 kadar, bu kiiflerin mikotoksin liretme yeteneklerinin de
gida kalitesi, risk tasiyor olmasi ve tiiketici sagligi icin dnemli bir faktor olarak
belirlenmistir. Kiiflerin pisirme asamasinda ulasilan yiiksek sicakliklar nedeniyle
elimine edilebildigi (Ergoniil 2007) bir gergektir, ancak bu kiifler tarafindan
iiretilen mikotoksinlerin ise pisirme (>150 °C) ve diger tip islemlere (kizartma,
firinlama, haglama vb.) karsi kararli oldugu da unutulmamalidir (Chu ve ark.
1975; Boudra ve ark. 1995; Bruinink ve ark. 1997; Nehad ve ark. 2005;
Bullerman ve Bianchini 2007; Kabak 2009, Mariutti ve Valente Soares 2009).
Mikotoksinlerin par¢calanmasinda; mikotoksin baslangi¢ derisimi, mikotoksin tipi,
1sitma  siiresi, 1sinin uygulanan O6rnege penetre olmasi, nem, pH ve iyonik
ozellikler etkileyici faktorlerdir. Aflatoksinler 237-306 °C gibi oldukga yiiksek
dekompozisyon sicakligina sahiptir ve kuru i1siya karsi yiiksek kararliliktadir.
Yemekteki aflatoksin Bl ve B2 pisirme sicakliginin (>150 °C) iizerindeki
sicakliklarda % 41, misirda ise haglama ve kizartma islemleri ile ortalama % 28
oraninda bir bozulma gostermistir. Okratoksin A’nin ise erime derecesi 169
°C’dir. Kuru kahve tohumlariyla 200 °C’de gergeklestirilen kizartma islemi ile
okratoksin A miktarinda % 0-12 arasinda bir bozulma olusturulabilmistir (Ergontil
2007; Kabak 2009).
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Cizelge 4.1. Incelenen 25 adet tahil kaynakli un ornegi kiif yiikii, mikotoksijenik kiif yiikii,

aflatoksinler ve okratoksin A igerigi yoniinden kiyaslanmasi

Orn. | Ornek tipi Kiif Aflatoksinler Okratoksin A
No yiikii
Kob/g Kiif* Toksin Kiif* Toksin
60 2(0) 0,03 0 1,28
1 Bugday Unu B1,B2
2 Sert Bugday Unu 140 2(1) 0 2(0) 3,02
3 | Ozel Karigimhi Bugday Unu | 233 0 0 3(0) 1,73
4 Galeta Unu (Riskli iiriin) 130 0 0 1(1); 47 2,19
5 Piring Unu 10 0 0 1(1); 3,69 | 0,94
6 Kepekli Un 1100 1(0) 0 0 1,06
8 Geleneksel Bugday Unu 200 1(0) 0 0 2,04
Yulaf unu karigimh Bugday 3800 4(2); 0 1(0) 1,32
9 | Unu (Riskli iiriin) 639 B1
Vitaminli ve Mineralli 250 2(1); 0 0 0,80
10 | Bugday Unu 7,6 B1
11 | Galeta Unu 60 10(9) 0 0 0,91
12 | Bugday Unu 119 8(5) 6,57 G1 | 2(2); 6,32 | 0,87
47 2(2); 0 8(4); 1023 | 0,93
132
B1,
13 | Bugday Unu (Riskli iiriin) 79 B2
67 10(5); | O 3(3);14,71 | 0
14 | Bugday Unu (Riskli iiriin) 42
15 | Glutensiz Un 25 1(1) 0,13G1 | 1(0) 0,88
16 | Galeta Unu 4 0 0 0 0,89
45 6(4); 0 8(3); 12,14 | 0
17 | Kepekli Un (Riskli iiriin) 81 B1
1435 10(7); | 22,38 4(1); 453 | 4,75
1592 B1, 0,57
B1,23 | B2
18 | Musir Unu B2
297 3(2); 0,16 B1 | 1(0) 0,81
19 | Misir Unu (Riskli iiriin) 308 B1
20 | Soya Unu 4 0 0,15B1 |0 0
59 8(8); 0 5(2); 1,29
18,64 28.440
21 | Bugday Unu (Riskli iiriin) Bl
22 | Tam Bugday Unu 19 1(0) 0 3(0) 0
23 | Kepekli Un 13500 0 0 0 0
24 | Bugday Unu (Riskli iiriin) 275 0 0,72B1 | 5(1);434 | 1,15
47500 1(1); 0 1(0) 1,37
25 | Cavdar Unu 176 B1
18750 4(4); 14,99 4(1); 8,66 | 1,63
10438 | B1,0,27
B1, B2
26 | Misir Unu 126 B2

* Mikotoksijenik izolat(mikotoksin iiretme yetenegi olan izolat); dikkat ¢ekici mikotoksin miktar1

ng/ml-g

Ekonomik dnemlerinin yani sira insan ve hayvan sagligi iizerine etkileri

nedeniyle mikotoksijneik kiifler taksonomik ve filogenetik dikkatleri {izerine
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cekmektedir. Mikotoksinleri iireten tiir listesinin molekiiler filogenetik ¢aligmalar,
hassas kimyasal dedeksiyon ve identifikasyon teknikleriyle taksonomik igerigin
degismesi sonucu olduk¢a kisalmasina ragmen toksin iireten kiif listesi oldukca
uzundur (Dijksterhuis ve Samson 2007). Gida kaynakl kiiflerin identifikasyonu
uzun yillar fenotipik ve fizyolojik karakterlerine gore gerceklestirilmistir ve
kiiflerin geleneksel yontemlerle identifikasyonu siklikla ¢evresel organizmalarin
izolasyonu ve kiiltiire edilmesi, hastalik semptomlarmin tanimlanmasi, morfolojik
ve biyokimyasal testlerle laboratuvarda identifikasyona dayanmaktadir. Fenotipe
dayali identifikasyon siklikla zordur ve arastirmada iyi bir tecriibe gerektirir
(Atkins ve Clark 2004; Samson ve ark. 2010). Fakat yanlis identifiye edilen
strainler ve mikotoksin belirlemedeki yanligliklar 6nemli karigikliklara neden
olmaktadir. Bu nedenle diger pek cok filum ve alem icin oldugu gibi niiklear
ribosomal operondan kaynaklanan DNA dizi verileri ve diger molekiiler
identifikasyon yaklasimlar1  kiiflerin  taksonomisi i¢in  kullanilmaktadir

(Dijksterhuis ve Samson 2007).

Fenotipik 6zellikler temel olusturmasina ragmen PCR ve DNA/RNA prob
tekniklerine dayanan bazi molekiiler araglar giindemde 6nemli bir yere sahiptir.
Bu yontemlerin kullanimi; hizli ve nicelige dayali sonuglar saglamaktadir. PCR ve
proba dayali teknikler sayim sonucu da saglamasina ragmen geleneksel
yontemlerin bu konuda kullanimi ise sayimm yani sira 6rnek ve kiif sayisi
arasinda var olan etkilesimlerin de goézlemlenmesini saglamaktadir. Artan ve
gelistirilen her bir molekiiler teknik sayesinde ise sadece kiifler hakkinda degil
onlarin topluluklar1 hakkinda da bilgi edinmek miimkiin hale gelmektedir (Atkins
ve Clark 2004). Fungal ribozomal DNA (rDNA)’ya ait igsel transkribe edilen
araliklar (ITS) PCR analizi ile funguslarin ayirt edilmesinde biiyiikk 6neme sahip
olan dizilerdir. Birden fazla primer seti kullanilarak amplifikasyonlara ait diziler
oldukga verimli sonuglar saglamakta ve fungal barkot olarak tercih edilmektedir
(White ve ark. 1990; Skouboe ve ark. 1999; Samson ve Pitt 2000; Martin ve
Rygiewicz 2005; Kiligoglu ve Ozkog 2008; Samson ve ark. 2010).

Calismamizda incelenen un Orneklerinden izole edilen ve metabolit
profillerine gore belirlenen 32 temsilci mikotoksijenik kiif; kismi 18S-1TS1-5.8S-
ITS4-kismi 26S gen bolgesi, B-tubulin (BenA) ve Kalmodulin gen bolgelerinin
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dizilenmesi ile molekiiler olarak identifiye edilmistir. Ele alinan gen bolgelerinden
ITS ve B-tubulin Aspergillus ve Penicillium cinsleri igin kullanilirken, kalmodulin
sadece Aspergillus cinsi i¢in kullanilmis ve Penicillium o6rneklerinde spesifik
olmayan amplifikasyonlar ile sonuglanmasindan dolay1 tercih edilmemistir. A.
candidus’un dis grup olarak kullanilmast ve 1000 tekrarli (bootstrap)olarak
karsilastirilmalar1 ¢ergevesinde, Ui gen bolgesine ait dizi bilgilerine dayali
filogenetik iliski incelendiginde ise un Orneklerindeki mikotoksijenik kiiflerin 4
farkli gruba ait oldugu belirlenmistir. Bunlardan aflatoksin iiretme yetenegine
sahip olan A. flavus’lar ve OTA iiretme yetenegine sahip olan A. alliaceus’un
Flavi seksiyonda (Samson ve ark. 2010) yer almalarinin yani sira ii¢ gen dizisi
icin % 60 (ITS), % 90 (BenA) ve % 99 (calodulin) bootstrap deger ile Flavi grubu
icerisinde birbirinden ayr1 iki grup olusturmuslardir. A. ochraceus; Circumdati
seksiyonda, A. japonicus, A. niger ve A. tubingensis ise Nigri seksiyondadir
(Samson ve Pitt 2000; Samson ve ark. 2010) ve filagenetik agagta ayni grup
icerisinde yer almiglardir. Nigri grubu Aspergillus’lar A.japonicus, A.carbonarius,
A foetitus ve A. niger kiimesini igermektedir. A. nigri kiimesi ise morfolojik olarak
birbirinden ayrimlar1 olduk¢a gii¢ olan A. niger ve A. tubingensis tiirlerini
icermektedir (Medina ve ark. 2005; Samson ve ark. 2010). Calisgmamizda ii¢ gen
bolgesinin dizilenmesi ile s6z konusu tiirlere ait izolatlar % 98 benzerlik oranlari
ile dogru olarak tanimlanmistir. Nitekim bu 6rnekler her lic gene ait filogenetik
agacta A. nigri ve A. tubingensis ayn1 grupta % 95 (ITS), % 100 (BenA) ve % 99
(kalmodulin) bootstrap degerleri ile ayn1 grupta yer alirken, A. japonicus % 85
(ITS), % 42 (BenA) ve % 63 (kalmodulin) bootstrap degerleri ile ikinci bir grup
olarak kendisini gostermistir. Elde ettigimiz bu veri temel bilgiler ile paralellik
gostermekle birlikte, morfolojik olarak birbirine c¢ok yakin olan kiiflerin
birbirinden ayriminda molekiiler tekniklerin gii¢lii  veriler sagladigini
gostermektedir. Ayrica ITS gibi evrensel korunmusluga sahip temel gen
bolgelerinin yani swra protein kodlayan gen bdlgelerinin kullanilmasi sonucu
birbiri ile tutarli sonuclar elde edilmis ve filogenetik akrabalik iligkilerinin
yansitilmasinda 6nemli destekleyici veriler saglanmistir. Tervertisillat dallanma
yapisinda olan P. viridicatum izolatlar1 ise Penicillium Subgenus Penicillium’a

aittir (Samson ve ark. 2010) ve filogenetik agagta aymi grup igerine
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yerlesmislerdir. Kiiflerin morfolojik identifikasyonun zorlayict olmasi ve
arastrmacmin degerlendirme ve tecriibesinden yiiksek oranda etkilenmesine
ilaveten Penicillium cinsi iyeleri Aspergillus liyelerine gore daha ince ve kiigiik
yapilara sahiptir. Bu nedenle morfolojik identifikasyonu daha zor
gerceklestirilmektedir (Pitt 1979; Klich 2002; Pitt 2000a). Nitekim ¢alismamizda
kiiltiirel 6zellikleri dogrultusunda okratoksijenik bir Penicillium olarak kaydedilen
13.20 kod numarali Penicillium izolati ITS ve p-tubulin gen bdlgelerinin
dizilenmesi sonucu okratoksijenik olmayan P. chrysogenum (% 98) olarak
tanimlanmistir. Yogun sklerotia iiretmesi ile Flavi seksiyonundan olan A.
alliaceus olarak morfoljik identifikasyonu tamamlanmis olan 26.3 kodlu izolatin
ise molekiiler identifikasyonlar sonucu Flavi seksiyonundaki A. flavus oldugu ve
bu izolatin yogun sklerotia liretme yetenegine sahip “S” formu bir A.flavus oldugu
sonucuna varilmistir. Bu tiir yanlis identifikasyonlar mikotoksijenik tiir listesinin
olduk¢a uzamasma neden olan gercek dis1 veriler olusturmakta ve arastirmacilari
yaniltmaktadir. Ancak morfolojik  Ozelliklerinin  temelinde = molekiiler
identifikasyonu takip edilmesi bu tiir yanlis identifikasyon verilerinin olugsmasini
engelleyecektir (Samson ve ark. 2010; Atkms ve Clark 2004; Dijksterhuis ve
Samson 2007). Calismamizda morfolojik 6zelliklerin incelenmesi molekiiler
identifikasyon ile takip edilmis ve ayrica evrimsel olarak yiiksek korunmusluga
sahip olan rDNA bdlgesine ilaveten protein sentez eden ilave gen bdlgesinin
(BenA) incelenmesi ile veriler giiglendirilerek bilim diinyasina dogru veriler

kazandirilmaya 6zen gosterilmistir.

Mikotoksijenik kiiflerin filogenetik agacta yerlesimleri ile mikotoksin
iiretme yetenekleri kiyaslandiginda ise mikotoksin iireten ve iiretmeyen kiiflerin
filogenetik iliskiyi etkileyecek bir ayrim ile sonuglanmadigi belirlenmistir.
Aflatoksin iireten ve tiretmeyen A. flavus izolatlar1 farkli bootstrap degerleri ile
ayni grup icerisinde yer almislardir. Nitekim Tran-Dinh ve ark., (1999) toksijenik
ve toksijenik olmayan A. flavus ve A. parasiticus’un molekiiler 6zellikleri iizerine
yaptiklar1 calismada; RAPD profillerini sonucu séz konusu iki tiiriin iki grup
halinde yerleserek filogenetik olarak farkli fakat akraba olan gruplar olduklarini
ve toksijenik ve non-toksijenik tiirlerin ise kendi igerisinde ayri bir grup

olusturmadigina dikkat ¢ekmislerdir. Ayrica A. flavus’larm “L” ve “S” formlar1
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olmak tizere iki morfolojik form sergiledigi ve bununda filogenetik iligkiye
yansidig1 ancak aflatoksin liretme yetenekleri ile iligkili olmadig1 arastirmacilar

tarafindan acikliga kavusturulmustur.

Sonug¢ olarak;

1) Incelen 6rneklerin kiif igerigi yiikiiniin 2-4,8x10* kob/g araliginda oldugu
belirlenmistir. Raf 6mrii heniiz dolmamis olan bu gidalarm Tiirk Gida Kodeksinin
maksimum sinir degerlerine ulasan ve asan kiif icerigine sahip olduklar1 ortaya

konulmustur.

2) Incelenen tahil kaynakli un drneklerinin biiyiik bir kismmin mikotoksijenik
kiif icerigine sahip oldugu, bu mikotoksijenik kiiflerin 4-28.000 ng/g arasinda
degisen mikotoksin iiretme yetenegine sahip olduklari ve bunun gida kalitesini

etkileyip tiiketici saghigi i¢in risk teskil ettigi ortaya konulmustur.

3) Incelenen orneklerden elde edilen mikotoksijenik kiifler arasinda A.
flavus’un baski oldugu ve bunu P. viridicatum’un takip ettigi belirlenmistir.
Ayrica dizi analizi sonrast A. alliaceus, A. ochraceus, A. japonicus, A. niger ve A.

tubingensis varlig1 belirlenen diger mikotoksijenik kiiflerdir.

4) Incelenen 25 o&rnekten 24’iin aflatoksin ve okratoksin A icerdigi,
dolayisiyla da piyasada var olan tahil kaynakli unlarin mikotoksin sorununa sahip

oldugu tespit edilmistir.

5) Mikotoksin igerigi agisindan 2 un Orneginin ise okratoksin A, 3 un
orneginin aflatoksin igerigi yoniinden heniiz raf omrii siirecinde Tirk Gida
Kodeksi maksimum smir degerlerinin iizerinde oldugu ve un Orneklerindeki

aflatoksin sorununun ise B grubu aflatoksinler konusunda oldugu belirlenmistir.

6) Yapilan ¢alisma ile Eskisehir’de piyasaya sunulan farkli tahil kaynakli

unlarm kiif, mikotoksijenik kiif ve mikotoksin icerigi ilk defa ortaya konulmustur.
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Oneriler ve gelecekte yapilmasi planlanan ¢ahsmalar:

Gida maddesinin igerisindeki kiif potansiyelinin kiiltiirel yontemler ile
sayilmasi, her bir kiifiin vejetatif yap1 ve sporlanma 6zellikleri yoniinden farkli
olmasi nedeni ile yanilmalara yol agabilecegi ve bu yontemlerin Real-Time PCR
gibi miktar belirlemeye imkan saglayan molekiiler teknikler ile desteklenmesinin

verimli sonuglar meydana getirecegi diisiincesine varilmistir.

Un oOrneklerinin kiif ve mikotoksijenik kiifler1 yogun bir sekilde
barindirdigi dolayisiyla mikrobiyal kriterler acisindan uyumsuzluklarin séz
konusu olmasina ilaveten, bu tiir gidalarin alerji, elverisli kosullarda mikotoksin
iceriginin kontrol dis1 artmasi ve i¢ hava kontaminasyonlarina yol agacagi
sonucuna varilmistir. Caligmamizda elde ettigimiz veriler dogrultusunda; gida
orneklerindeki mikrobiyolojik kriterlerin sadece toplam kiif sayis1 olarak degil
mikotoksijenik kiif ve bu kiiflerin mikotoksin iiretme yetenekleri yoniinde Tiirk

Gida Kodeksi tarafindan yasal ¢ergevelere dahil edilmelidir.

S6z konusu gida tipi hasat 6ncesi, esnasi ve sonrasi agsamalarinda ¢evresel
kaynakli kontaminasyonlara oldukg¢a agiktir. Dolayisiyla zirai ve gida isleme
stireci son liriin kalitesini son derece etkilemektedir. Bu kosullarda tolere edilebilir
kiif kontaminasyonu olagandir ancak bu kontaminasyonda mikotoksijenik kiif
grubunun da varhigi ¢alismamiz sonucunda dogrulanmistir. Bu kosullarda séz
konusu gidanin raf dmrii boyunca kontrolsiiz mikotoksin {iretiminin olmamasi igin
hangi kosullarda saklanmasi ile ilgili bilgilerin gida ambalaji1 {izerinde yer almas1
iiretici, satict ve tiiketici grubun bilinglendirip toplum saghgmin iist diizeylere
tasinmas1 saglanabilecektir. Bu amag¢ i¢in un ambalajlar1 ile ilgili yasalara,

muhafaza kosullariin da ilave edilmesi 6nerilmektedir.

Calismada aflatoksin ve OTA f{ireticileri olarak bilinen tiirlere ait izolat
sayisinin fazla olmasi nedeni ile bu toksinler ve {lireticilerine yogunlasilmistir.
Tahil kaynakli unlardaki diger 3 ana mikotoksin (trikotesen, fumonisinler,

zearelanon) ve iireticilerinin potansiyeli gelecek caligmalarda belirlenecektir.

Bu caligmada 25 un orneginden toplam 547 adet izolat elde edilmistir.
Elde edilen izolatlarda 32 temsilci mikotoksijenik kiife ait 3 gen bolgesi

dizilenebilmistir. Gida 6rneginden elde edilen tiim izolatlar dncelikle ITS bolgesi
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ve bu bdlgeye ilaveten protein kodlayan bolgeler dizilenerek tahil kaynakli
unlarda bulunan kiifleri belirlemek icin en uygun fulgal barkotun belirlenmesi

gelecek ¢aligmalarda tamamlanacaktir.

Gidalarda bulunan mikotoksijenik kiif potansiyelini hizli yontemler ile
belirlemek amaciyla ayni 6rneklerden kiiltiir bagimsiz ve mikotoksin tiretmekten

sorumlu gen bolgeleri esas alinarak ileriye yonelik ¢caligmalar yapilacaktir.

Son olarak, mikotoksin sorununun ¢6ziilebilmesi i¢in ele almis oldugumuz
gida grubuna ait zincirin diger asamalarindaki sorun kaynaklarmi belirleme ve
mikotoksin  detoksifikasyonu i¢in potansiyel organizma ve kosullarin

degerlendirilmesine yonelik ¢calismalarmn yapilmasi planlanmustir.
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izolat |, ..
[\Tg ™| Tiir RFnvEeA RFcva
10.2 Acremonium sp. 0.92, 1.60 0.88, 1.54
12.33 | Alternaria alternata - 1,38
182 | Aspergillus alliaceus |5 o &7 089 L3LLTL o 51 073 140,168, 183
21.1 Aspergillus alliaceus 0.38, 1.73,1.83, 1.90 0.74,0.94,0.97, 1.31, 1.65, 1.72
263 | Aspergillus alliaceus | 0.31, 0.8, 1.30, 1.68, 1.81 23471 ggi 1.43,1.68, 1.83,
26.8 Asperaillus alliaceus 0.30, 0.88, 1.28, 1.69, 1.79, 0.49,0.75,1.28, 1.42, 1.64,
' berg 1.93 1.81,1.93

11 Asperaillus candidus 1.93,1.82,1.73, 1.63, 1.41, 1.92,1.82,1.73,1.58, 1.39,

' Perg 1.17,0.57 1.19, 0.62
1.2 Aspergillus candidus | 1.96, 1.78, 1.66, 1.56, 0.92 1.95, 1.80, 1.67, 1.56, 0.96
1.3 Aspergillus candidus (1)?2 1.76,1.60, 1.36, 1.12, 1.90, 1.76, 1.59, 1.36, 1.24, 0.25
14 Aspergillus candidus 1.81,1.58,1.49,1.12,0.61 1.94,1.90, 1.58, 1.39, 1.23, 0.61
1.6 Aspergillus candidus | 1.75, 1.69, 1.58, 0.73 1.93,1.78, 1.68, 1.56
18 Asperaillus candidus 1.97,1.84, 1.64, 1.56, 1.34, 1.96, 1.77, 1.59, 1.49, 1.39,

' Perg 1.22,0.30, 0.16 1.10, 0.66, 0.35, 0.15
1.9 Aspergillus candidus | 1.89, 1.56, 1.36, 1.16 1.88, 1.79, 1.56, 1.36, 1.13
1.10 Aspergillus candidus | 1.86, 1.70, 1.61, 1.48, 1.11 1.93,1.82, 1.70, 1.55, 1.49, 1.22
1.22 Aspergillus candidus | 1.89, 1.58, 1.40, 1.24 1.91, 1.87, 1.58, 1.39, 1.22, 0.60
2.6 Aspergillus candidus | 1.03, 1.24, 1.74 1.48,1.64, 1.78
2.24 Aspergillus candidus | 1.88, 1.57,1.44, 1.14 1.86, 1.71, 1.55, 1.35, 1.12
2.26 Aspergillus candidus igi 1.82,1.72,1.56, 1.34, 1.86, 1.72, 1.54
3.4 Aspergillus candidus | 1.71, 1.81 1.32,1.48,1.74
3.5 Aspergillus candidus | 0.96, 1.37, 1.53, 1.68, 1.76 1.07, 1.38, 1.56, 1.68, 1.77
3.6 Aspergillus candidus | 1.12, 1.38, 1.50, 1.63, 1.74 1.05, 1.28, 1.39, 1.52, 1.64, 1.75
3.10 Aspergillus candidus | 1.59, 1.73 0.93,1.29,1.46, 1.61, 1.72
3.11 Aspergillus candidus 132 1.23,1.39,1.49, 1.62, 0.95, 1.12,1.35, 1.53, 1.75
3.20 Aspergillus candidus | - 1.53,1.68, 1.81
3.22 Aspergillus candidus | 1.66, 1.77 1.04, 1.69, 1.79
5.7 Aspergillus candidus Sgg 1.11,1.42,1.60, 1.75, 1,35
6.2 Aspergillus candidus | 1.30, 1.60, 1.76, 1.84 0.95,1.12,1.28,1.48, 1.65, 1.78
6.3 Asperaillus candidus 1.07,1.20, 1.41, 1.56, 1.73, 0.94, 1.07, 1.21, 1.40, 1.56,

' Perg 1.80 1.73, 1.83
6.4 Aspergillus candidus | 1.30, 1.42, 1.56, 1.71, 1.81 832 iég 1.22,1.41,1.56,
6.7 Aspergillus candidus | 1.25, 1.44,1.78 0.91,1.07,1.22,1.42,1.55,

1.70, 1.79
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prolat | Tiar RFyen RFcya

6.8 Aspergillus candidus 0.87,1.06, 1.21, 1.41, 1.56, | 0.87, 1.05, 1.19, 1.41, 1.56, 1.69,
1.70, 1.79 1.80

6.9 Aspergillus candidus 22; igg 1.23,1.42, 1.55, 0.85, 1.04, 1.40, 1.55, 1.69, 1.79

6.10 Aspergillus candidus | 1.23, 1.44, 1.78 0.82,1.26,1.42,1.69,1.78

8.6 Aspergillus candidus | 0.72, 1.45 ggé 109,130, 1.42, 1.63, 1.72,

9.7 Aspergillus candidus | 1.14, 1.57,1.81 1,86

9.8 Aspergillus candidus | 1.37, 1.57, 1.81, 1.94 1.66, 1.82

9.19 Aspergillus candidus | 1,34 1.29,1.45,1.72,1.80

10.4 Aspergillus candidus | 0.73, 1.37, 1.53, 1.82

12.10 | Aspergillus candidus | - 1,09

12.12 | Aspergillus candidus | - 1,02

12.13 | Aspergillus candidus | - -

12.19 | Aspergillus candidus | 1,07 1.10, 1.78

12.20 | Aspergillus candidus | 1,39 1.07, 1.80

12.21 | Aspergillus candidus | 1.56, 1.85 1,15

12.26 | Aspergillus candidus | 1.13, 1.43 1,16

12.31 | Aspergillus candidus | 1,36 1.13,1.40

12.32 | Aspergillus candidus | 1,75 1,35

13.13 | Aspergillus candidus | 1.10, 1.45, 1.78 1.04, 1.61, 1.79

13.14 | Aspergillus candidus | 1.06, 1.42, 1.77 1.15, 1.76

13.19 | Aspergillus candidus | 1.21,1.36, 1.68, 1.80 1,41

13.22 | Aspergillus candidus | 1.11, 1.64 1.18,1.42,1.74

155 Aspergillus candidus ig? 1.35,1.51,167,1.82, 1.21, 1.46, 1.82, 1.95

15.7 Aspergillus candidus ggg 1.24,1.39,.149, 1.66, 1.37, 1.60

15.9 Aspergillus candidus | 1.11, 1.29, 1.50, 1.82, 1.97 |1.02, 1.23, 1.57, 1.82, 1.96

15.10 | Aspergillus candidus | 1,72 1,80

15.11 | Aspergillus candidus | 1,65 1.02,1.27, 1.39, 1.69

15.12 | Aspergillus candidus | 1,66 1.06, 1.40, 1.69

15.13 | Aspergillus candidus | 0.95, 1.40, 1.64 1,37

15.16 | Aspergillus candidus | - 1.24, 1.66

15.16 | Aspergillus candidus | 1.33, 1.60, 1.68 1.48,1.73

15.17 | Aspergillus candidus | 1.73, 1.90 1.12,1.37,1.72,1.81,1.92

16.2 Aspergillus candidus | 1.36, 1.74 1,74

17.19 | Aspergillus candidus 0.96,1.25,1.41,1.53, 1.68, 1.08, 1.25, 1.44,1.75, 1.84, 1.93

1.80, 1.95
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izolat

No Tiir RFvea RFcya

17.26 | Aspergillus candidus - -

17.28 | Aspergillus candidus - 1.22,1.73

17.34 | Aspergillus candidus - 1,19

18.17 | Aspergillus candidus 1.37,1.53 1.34,1.77

18.31 | Aspergillus candidus 1.26, 1.60, 1.83 1.27,1.80

21.10 | Aspergillus candidus 1.42,1.57,1.77 1.08, 1.52, 1.77

21.13 | Aspergillus candidus 1.41, 1.55,1.78 1,77

21.14 | Aspergillus candidus 1.15,1.37,1.57,1.79 1.15,1.79

21.30 | Aspergillus candidus 1.14,1.39,1.54,1.81 1.09, 1.41,1.54,1.81
22.12 | Aspergillus candidus 1,39 1.10, 1.43

22.22 | Aspergillus candidus 1.29,1.53,1.84 1.06, 1.32, 1.55, 1.88

23.2 | Aspergillus candidus 1.50, 1.77 1.02, 1.89

23.6 | Aspergillus candidus - -

23.11 | Aspergillus candidus 1.11, 1.53, 1.68, 1.89 1.00, 1.58

23.13 | Aspergillus candidus 1.09, 1.29, 1.70 1.02, 1.53, 1.67

23.14 | Aspergillus candidus 1,01 1.00, 1.54

24.1 | Aspergillus candidus 1.00, 1.32, 1.51 0.99, 1.76

24.6 | Aspergillus candidus - 1.10, 1.40, 1.83

24.7 | Aspergillus candidus 1.16, 1.35, 1.57, 1.84 1.14,1.41,1.62,1.78,1.91
24.8 | Aspergillus candidus 1.39, 1.55, 1.79 1.00, 1.38, 1.55, 1.78, 1.92
24.9 | Aspergillus candidus 1.12,1.67,1.75 1,20

24.10 | Aspergillus candidus 1.14,1.38, 1.55, 1.73, 1.88 | 1.02, 1.25, 1.47, 1.68, 1.87
24.11 | Aspergillus candidus 1.42,1.66, 1.78 1.17, 1.35, 1.66, 1.80
24.12 | Aspergillus candidus 1,73 -

24.13 | Aspergillus candidus 1.19, 1.44, 1.59, 1.80 1.17, 1.40, 1.80

24.14 | Aspergillus candidus 0.25, 0.96, 1.27, 1.60 0.86,1.12,1.32,1.48
24.15 | Aspergillus candidus 1.20, 1.47, 1.62, 1.87 1.22,1.44,1.86

26.25 | Aspergillus candidus 1.23,1.48,1.81 1,22

12.6 | Aspergillus clavatus 1.26, 1.71, 1.86, 1.99 1.25,1.73,1.83, 1.99

12.7 | Aspergillus clavatus 1.23,1.70, 1.82, 2.00 1.26, 1.99

13.5 | Aspergillus clavatus 1.26, 1.42 1.70, 1.82

13.8 | Aspergillus clavatus 0.19, 0.59, 2.09 0.15, 1.50, 1.65, 1.86, 2.00
13.21 | Aspergillus clavatus - 0.66, 1.72, 1.84
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izolat

No Tiir RFnvEeA RFcva
. 1.88, 1.75, 1.65, 1.55, 1.31, 1.11,
111 Aspergillus flavus 0.40. 0.26, 0.14 1.84, 1.65,0.32
. 1.98,1.87, 1.74, 1.55, 0.97,

1.12 Aspergillus flavus 1.96, 1.66, 0.54, 0.26 0.38 0.17
2.18 Aspergillus flavus 1.96, 1.84, 1.70, 1.52, 0.54, 0.18 |1.97, 1.86, 1.68, 1.50, 0.39
2.19 Aspergillus flavus 1.87, 1.58, 0.59, 0.42 1.98,1.82, 1.61, 1.20, 0.16
6.1 Aspergillus flavus 8%2 0.48,1.14,1.27,1.40, 1.47, 0.26, 0.75,1.24, 1.43, 1.62
8.7 Aspergillus flavus 0.27,1.22,1.33,1.53, 1.68 ;ég 121,141,162, 1.73,
9.9 Aspergillus flavus 0.26, 0.98,1.30, 1.43,1.77, 2.15 |0.18,0.64, 1.34, 1.70
9.10 Aspergillus flavus 0.06, 0.49, 1.40, 1.68 0.30, 1.75
9.12 Aspergillus flavus 0.17,0.68,1.13, 1.28, 1.68, 2.15 gig 0.55,1.23,1.48,1.68,
9.27 Aspergillus flavus 0.33 0.35
10.11 | Aspergillus flavus 0.17 0.42,1.70
10.14 | Aspergillus flavus 0.25,1.27, 1.66 1.25, 1.65
111 Aspergillus flavus 0.50, 1.26, 1.40, 1.65 1.24,1.41,1.66
114 Aspergillus flavus 1.22,1.42,1.61 0.34,1.64
115 Aspergillus flavus 1.22, 1.66 0.19, 1.65
11.6 Aspergillus flavus 0.43,1.31,1.71,1.97,2.05, 2.10 |0.25
11.7 Aspergillus flavus 0.30, 2.12 0.53,1.31,1.72, 2.04, 2.11
11.8 Aspergillus flavus 0.20, 0.47, 1.27 0.18,1.72,1.89
11.10 | Aspergillus flavus 0.31,1.03,1.74 0.42,1.34,1.75
11.11 | Aspergillus flavus 0.94,1.08,1.40,1.47,1.61, 1.74 |0.27,0.41
11.12 | Aspergillus flavus 0.11, 0.29, 1.06, 1.29, 1.72 0.11,1.08,1.29, 1.72
11.13 | Aspergillus flavus 0.31,1.74,1.88 0.14,1.41,1.72
12.1 Aspergillus flavus 0.15, 0.40, 1.07, 1.69, 1.82 0.13,0.32, 1.05, 1.70, 1.83
12.2 Aspergillus flavus 0.13, 1.05, 1.59 0.13,0.28
12.3 Aspergillus flavus 0.34, 1.26, 1.60, 1.69 0.13, 0.28, 1.30, 1.69
12.4 Aspergillus flavus 0.25,1.63,1.73 0.28, 1.28, 1.68
125 Aspergillus flavus 0.28 0.52,1.26,1.59, 1.74
1215 | Asperaillus flavus 0.29, 0.49,0.95, 1.11, 1.25, 1.36, | 0.31, 0.87, 1.25, 1.38, 1.57,

' Perg 1.49, 1.56, 1.77 1.82
12.17 | Aspergillus flavus 0.16, 0.34, 1.35 0.11, 1.39,1.70
1225 | Aspergillusflavus | 0.16, 059, 1.05, 1.20, .37, 185 | 2> 4% 0.82, 1,06, 1,53,
13.1 Aspergillus flavus 0.81, 1.00, 1.37,1.82 0.17,0.48,1.02, 1.49, 1.89
13.6 Aspergillus flavus 0.09, 0.54, 0.83, 0.96, 1.86 0.19, 0.44, 0.93, 1.05, 1.84
14.1 Aspergillus flavus 0.29,0.74 -
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No

Tiir

RI:MEA

RFcva

14.2

Aspergillus flavus

0.35, 0.86, 1.33, 1.89

0.23, 0.55,0.82, 0.97, 1.33, 1.75

0.21, 0.38, 0.83, 0.95, 1.45,

14.9 | Aspergillus flavus 188 1.12,1.35,1.92

14.10 | Aspergillus flavus 2;2 0.59,1.03,1.20, 1.53, 0.19, 1.06, 1.34, 1.78

14.11 | Aspergillus flavus | 1.10, 1.85 0.47,1.11,1.88

14.21 | Aspergillus flavus | 0.40, 0.53, 1.35, 1.54, 1.81 0.27,0.70, 1.36, 1.47, 1.58

14.23 | Aspergillus flavus | 0.20, 1.17, 1.82 gé; 0.40,0.85, 1.01, 1.15, 1.58,

14.24 | Aspergillus flavus | 0.34, 0.82, 0.97, 1.90 0.38,1.05,1.76

14.28 | Aspergillus flavus | 0.37, 0.82, 1.00, 1.98 0.26,1.18,1.91

14.29 | Aspergillus flavus |0.82, 1.01, 1.95 0.41, 0.96, 1.94

15.1 | Aspergillus flavus |0.77,1.14, 1.44,1.75 0.43, 0.88, 0.98, 1.96

17.6 | Aspergillus flavus |0.54, 0.79, 1.08, 1.16, 2.00 0.49,0.81,1.01, 1.99

17.7 | Aspergillus flavus |0.49, 1.18, 2.09 0.25, 0.54,0.78, 1.08, 1.19, 1.92

17.8 | Aspergillus flavus | 1.23, 1.96 1.10, 1.30, 1.95

17.9 | Aspergillus flavus | 0.20, 0.63, 0.89, 1.98 0.21,1.04,1.18,1.98

17.10 | Aspergillus flavus | 0.33, 1.30 0.50, 1.03, 1.36, 1.81, 2.10

17.14 | Aspergillus flavus | 0.40, 1.03, 1.79 0.63,0.99,1.21, 1.79, 1.99

18.9 | Aspergillus flavus |0.29, 0.54 0.51

18.10 | Aspergillus flavus |1.01, 1.18, 1.79, 2.05 0.16, 0.34, 0.52, 0.98, 1.53

18.11 | Aspergillus flavus | 0.27, 0.78, 1.26, 1.44, 1.79 0.43,0.73,1.04, 1.25, 1.37, 1.75

18.12 | Aspergillus flavus | 0.36, 1.39 0.18, 0.63, 1.06, 1.22, 1.43, 1.74

18.13 | Aspergillus flavus | 0.30, 0.45, 0.75, 1.04, 1.81 0.43,0.74,1.04, 1.39, 1.74

18.23 | Aspergillus flavus | 0.65, 1.80, 1.94 0.14, 0.40, 1.03, 1.74, 2.04

18.24 | Aspergillus flavus | 0.46, 1.04, 1.25, 1.81, 2.05 0.39, 1.80

18.34 | Aspergillus flavus | 0.28, 0.44, 1.60, 1.70, 1.87 (1)3; 0.72,1.39,1.49,163 1.72

18.35 | Aspergillus flavus | 0.15, 0.42, 1.07, 2.04 0.14, 0.54,1.02, 1.24, 1.81, 2.03

18.38 | Aspergillus flavus | 0.42, 1.08, 1.36, 1.93 0.14, 1.05, 1.25, 1.82, 2.02

19.2 | Aspergillus flavus 0.27, 0.60, 0.84, 1.09, 1.19, 0.28, 0.52,0.77, 1.02, 1.16, 1.36,
1.52,1.74 1.46, 1.59, 1.74

19.4 | Aspergillus flavus |0.73, 1.02, 1.20, 1.39, 1.70 0.30

19.15 | Aspergillus flavus | 0.11, 0.40, 1.06, 1.23, 1.74 0.17,1.74

21.3 | Aspergillus flavus | 0.14, 0.35 0.17

21.6 | Aspergillus flavus |0.22 0.45, 1.30,1.71

21.15 | Aspergillus flavus | 0.16, 0.41, 1.49 0.17,1.01, 1.25,1.76, 1.92

21.17 | Aspergillus flavus | 0.15, 0.27, 1.86 0.40,0.54,1.03, 1.16, 1.36, 1.73,

1.88, 2.08
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f\lzglat Tiir RFMEA RFCYA
Penicillium 0.80, 0.92, 1.06, 1.22, 1.57,
2123 decumbens 1.72 0.79, 1.06
21.24 | Aspergillus flavus 0.17,0.32,0.49, 1.84 0.17, 0.32, 0.64, 0.84, 1.82
21.25 | Aspergillus flavus
. 0.15, 0.37,0.75, 1.01, 1.16,
21.27 | Aspergillus flavus 1.35 173 0.19, 0.28, 1.84
22.1 Aspergillus flavus 0.59, 1.07, 1.20, 1.33, 1.83 0.17, 0.30,0.94, 1.82
25.8 Penicillium rugulosum | 0.97 1.10, 1.24, 1.38, 1.58
25.11 | Aspergillus flavus - -
26.2 Aspergillus flavus 0.47,0.92,1.44 0.19, 0.27,0.53,1.18, 1.37
26.9 Aspergillus flavus ggé 0.35,1.16, 1.44, 1.79, 0.18, 1.09, 1.20, 1.39, 1.87
. 0.24, 0.55, 0.87, 1.14, 1.36,
26.10 | Aspergillus flavus 0.33,1.38,1.55 1.50, 1.77. 1.87
26.11 | Aspergillus flavus 1.03, 1.22, 1.62,1.97, 2.06 0.51, 0.82,0.96, 1.20, 1.58, 2.11
175 | Aspergillus foetidus gég 0.75,1.18,1.37,1.52, 134 135, 1.48
8.14 Aspergillus fumigatus | 0.95, 1.09, 1.32, 1.60 0.65, 0.85, 1.16, 1.33, 1.57, 1.75
12.27 | Aspergillus fumigatus |0.74, 0.91, 1.09, 1.35, 1.62 0.72,0.82,1.11, 1.32, 1.57, 1.86
13.17 | Aspergillus fumigatus |0.96, 1.36, 1.59 0.98,1.19, 1.39, 1.56, 1.78
15.2 Aspergillus fumigatus | 1.20, 1.52, 1.94 -
20.1 Aspergillus fumigatus | 1.22, 1.40, 1.62 1.11, 1.33, 1.45, 1.60
14.7 Aspergillus japanicus |0.67, 1.53, 1.62 1.14, 1.65
. . 1.39, 1.30, 1.11, 1.06, 0.57,
2.16 Aspergillus niger 1.41,1.31,1.04,0.51, 0.25 0.40. 0.23
. . 1.42,1.31,1.17, 1.09, 1.04,
2.17 Aspergillus niger 0.59. 0.37 0.28 1.40, 1.31, 1.16, 1.09, 0.61, 0.35
3.23 Aspergillus niger é‘llg 1.29,1.08,1.01, 045, 1.40, 1.30, 1.18, 1.05, 0.44, 0.16
394 Asperaillus nicer 1.97, 1.55,1.45, 1.16, 1.07, 1.97, 1.65, 1.50, 1.32, 1.14,
' Perg g 0.94, 0.73, 0.51, 0.29 1.03, 0.92, 0.66, 0.48, 0.26
5.4 Aspergillus niger 0.19, 1.24, 1.66, 2.15 0.13,1.26, 1.36, 1.62, 1.72
9.11 Aspergillus niger 0.40,0.50, 1.28, 1.48, 1.59, 0.10, 1.08, 1.27, 1.36, 1.67, 2.13
1.72,2.14
14.8 Aspergillus niger 0.84, 1.64 1.01, 1.62
14.22 | Aspergillus niger 0.92,1.53,1.64 0.65, 1.31, 1.52, 1.65
17.31 | Aspergillus niger 0.26,1.13,1.34 0.24,1.00,1.31, 1.72
18.20 | Aspergillus niger 0.92, 1.33,1.68 0.95, 1.33, 1.69
18.22 | Aspergillus niger 0.27, 1.16, 1.33, 1.57, 1.69 1.12, 1.56, 1.69
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18.25 Aspergillus niger 0.34,0.90, 1.25, 1.50, 1.67 0.30, 1.22, 1.56, 1.70

19.3 Aspergillus niger 232 0.57,1.08,1.34, 1.54, 0.28,0.98,1.34, 1.74

21.2 Aspergillus niger 0.91, 1.39, 1.58 0.98,1.42,1.62

22.2 Aspergillus niger 0.85,1.24,1.45,1.54 0.96, 1.15, 1.43, 1.56

22.3 Aspergillus niger 0.90,1.25,1.42,1.51 0.92, 1.40, 1.52

22.15 Aspergillus niger 1.14,1.23,1.42,1.53 0.82,1.52

25.1 Aspergillus niger 0.96,1.17, 1.37, 1.56 1,09

26.13 Aspergillus niger 1.06, 1.23, 1.44 0.72,1.19,1.55

17.1 Aspergillis niger 0.48, 1.27, 1.55 0.89, 1.63, 1.69

17.2 Aspergillis niger 1.15,1.31, 1.60, 1.72 1.25,1.56,1.71

17.3 Aspergillis niger 0.29, 1.16, 1.29, 1.61 1.27,1.60, 1.72

17.4 Aspergillis niger 0.24, 0.90, 1.33, 1.69 0.22,0.94, 1.70

17.36 Aspergillus niger - -

14.25 Aspergillus niveus 1.22, 1.50, 1.65 1.20, 1.36, 1.68

3.9 Aspergillus ochraceus |1.99, 1.38, 0.58, 0.28 1.96, 1.39, 0.91, 0.55, 0.28

20.2 Aspergillus ochraceus 0.52,0.76, 1.04, 1.19, 1.42, 0.41, 0.82, 1.06, 1.20, 1.29,
1.60, 1.92 1.43, 1.63, 1.82

21.8 Aspergillus ochraceus (1)28 (1);8 1.02,1.20, 1.41, 0.78,1.01,1.18,1.38, 1.61

2116 Aspergillus ochraceus 0.54: 0.65, 1.01, 1.19, 1.48, 0.56, 0.77, 1.02, 1.18, 1.38,
1.60, 1.93 1.58, 1.91

8.13 Aspergillus sydowii 1.33,1.71 1,60

22.13 Aspergillus sydowii 1.16, 1.59 1,69

21 Aspergillus terreus 1.95, 1.76, 1.69, 1.58, 1.50, 1.94, 1.89, 1.69, 1.57, 1.49,
1.31, 0.66 1.41, 1.32,0.49, 0.17

29 Aspergillus terreus 1.95, 1.79, 1.69, 1.59, 1.43, 1.77,1.59, 1.51, 1.43, 1.32,
1.32,0.43,0.22 0.75, 0.31

8.3 Aspergillus terreus 0.41,0.72,1.26, 1.43 0.33,1.25,1.37,1.78

10.13 Aspergillus terreus ggg (1)2738 1.12,1.25, 1.50, 0.97,1.38,1.67,1.81

129 Aspergillus terreus ggé ggg 1.14,1.33, 1.53, (1322 1.19,1.37, 1.48, 1.67,

17.27 Aspergillus terreus 1.25, 1.52, 1.70, 1.82 0.96, 1.30, 1.46, 1.66, 1.83

17.35 Aspergillus terreus 1.16, 1.48, 1.68, 1.78 1.00, 1.13, 1.28, 1.56, 1.67

18.4 Aspergillus terreus 1.17,1.48,1.64, 1.77 1.02, 1.35, 1.52, 1.66, 1.80

18.27 Aspergillus terreus 8%‘ 1.17,1.28,1.47, 1.64, 1.12,1.29, 1.53, 1.64, 1.86

18.37 Aspergillus terreus 1.09, 1.28, 1.48, 1.64, 1.78 1.11,1.29, 1.56, 1.78

22.10 Aspergillus terreus 0.90, 1.28,1.52, 1.66, 1.79 1.15, 1.36, 1.57, 1.67, 1.80
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22.25 | Aspergillus terreus 0.96,1.18,1.56,1.72,1.80 |1.17,1.47,1.71, 1.86

3.26 Aspergillus versicolor 0.83,1.30,1.42 1.20, 1.37

6.6 Aspergillus versicolor 1.07, 1.50 1,68

10.12 | Aspergillus versicolor 1.09, 1.84, 1.95 1.01, 1.28, 1.60, 1.97, 2.06
14.16 | Aspergillus versicolor 0.73,1.10,1.30, 1.42, 1.90 |0.96, 1.36

14.18 | Aspergillus versicolor 0.96, 1.09, 1.26, 1.40, 1.92 |0.92, 1.26, 1.92

14.34 | Aspergillus versicolor 0.96, 1.26, 1.93 0.91,1.25,1.92

17.29 | Aspergillus versicolor 1.11,1.31, 1.45, 1.65 1.16, 1.76

17.30 | Aspergillus versicolor 0.72,1.43 0.11, 1.25,1.56

21.7 Aspergillus versicolor 0.98,1.12,1.32, 1.65 0.95,1.16,1.28, 1.42, 1.93
21.9 Aspergillus versicolor 1.02, 1.33, 1.46, 1.90 0.94,1.16, 1.37, 1.97
21.19 | Aspergillus versicolor 1.06, 1.23, 1.40, 1.56 1,08

22.18 | Aspergillus versicolor 1.45,1.61 1.07,1.21, 1.58

24.23 | Aspergillus versicolor 1.12,1.26,1.51, 1.68, 1.83 | 1.16, 1.28, 1.52, 1.68, 1.83
26.22 | Aspergillus versicolor - 1.54, 1.64

2.3 gfg&sﬁo‘)rrlmes 1.15,1.45,1.78 0.84, 1.41,1.52,1.77

7.6 ggggssp?oc;riic?i?es ) 1.39,157

1721 ggggssp?oc;riic?i?es ) )

22.23 ggggssp?oc;riic?i?es ) )

3.1 Cladosporium sp. - 1,76

9.23 Cladosporium sp. - 1,32

8.11 |Eurotium amstelodami 1.13, 1.31, 1.40, 1.52, 1.84 }:%i: o5 142,155,
10.6 Eurotium amstelodami 0.83, 1.23, 1.38, 1.56 1.33, 1.50

16.1 Eurotium amstelodami iéé 1.24,1.42,1.58, 1.72, 1.14,1.26, 1.44, 1.60, 1.74
17.33 | Eurotium amstelodami iég 1.26,1.42,1.58, 1.74, 1.13,1.23,1.43,1.58, 1.71
21.26 | Eurotium amstelodami ié‘; 1.26,1.42,1.58, 1.72, 1,69

21.28 | Eurotium amstelodami 1.19,1.27,1.42,1.56, 1.71 1%2 ié? 1.42,1.56,
235 Eurotium amstelodami 1.01, 1.35, 1.50, 1.68 1.14,1.28, 1.37, 1.53, 1.69
23.10 | Eurotium amstelodami 1.13,1.22,1.40,1.63,1.79 |1.02,1.38,1.55, 1.73
23.12 | Eurotium amstelodami 1.21,1.37,1.60, 1.78 1.64, 1.80
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23.16 | Eurotium amstelodami 1.16,1.32,1.52,1.72,1.88 |1.35, 1.56,1.73

23.17 | Eurotium amstelodami 1.14,1.38, 1.50, 1.69, 1.84 |1.40, 1.50, 1.70, 1.86

23.18 | Eurotium amstelodami 1.15,1.31,1.59,1.69, 1.84 |1.18,1.30,1.52, 1.69, 1.84

24.21 | Eurotium amstelodami 0.05, 1.79 0.03, 0.40

25.21 | Eurotium amstelodami 1.15, 1.30, 1.50, 1.68, 1.83 |1.29, 1.59, 1.68, 1.84

26.18 | Eurotium amstelodami 1.14,1.40, 1.49, 1.73

5.6 Eurotium chevalieri 0.99, 1.53, 1.69, 1.83 1.24,1.52,1.64,1.84

6.11 Eurotium chevalieri 1.33, 1.66, 1.81 1.32,1.64,1.81

8.2 Eurotium chevalieri 838119179 1.35,1.62, 1.44,1.64,1.81

8.5 Eurotium chevalieri 0.97,1.16,1.37,1.62,1.80 |1.12,1.49,1.61, 1.80, 1.97

11.2 Eurotium chevalieri 0.92, 1.29, 1.59 1,84

11.3 Eurotium chevalieri 1.15,1.23,1.41,1.52 1.15,1.54

11.9 Eurotium chevalieri 1.11,1.18,1.36,1.47,1.77 |1,38

11.15 | Eurotium chevalieri 1.10, 1.18, 1.36, 1.46, 1.77 |-

11.18 | Eurotium chevalieri 0.84,1.33,1.41,154,1.71 |-

11.19 | Eurotium chevalieri 1.21,1.37,1.52 -

11.20 | Eurotium chevalieri i%g 1.20,1.37,148,1.66, |

14.26 | Eurotium chevalieri 1.17,1.51, 1.67, 1.89 iéj i;g igg 149,

18.32 | Eurotium chevalieri 1.07, 1.50, 1.66, 1.79 1.26, 1.50, 1.65, 1.79, 1.92

19.19 | Eurotium chevalieri 1.11, 1.56, 1.71 1.27,1.54,1.67,1.81

23.8 Eurotium chevalieri 1.01,1.42,1.64 1.34,1.52,1.71, 1.84

23.19 | Eurotium chevalieri 1.25,1.38,1.54, 1.82 0.96, 1.17,1.45

24.27 | Eurotium chevalieri 1.28, 1.50, 1.85 0.84,1.22,1.75

25.11 | Eurotium chevalieri 0.21, 0.55,1.09,1.33,1.76 |0.27

3.2 Fennelia nivea igg 1.23,1.48,1.59, 1.74, 1.25,1.51,1.61,1.74

3.3 Fennelia nivea 1.86, 1.49 ég% é?g 1.80, 1.15,

37 Eennelia nivea 1.04, 1.20, 1.29, 1.44, 1.04, 1.20, 1.30, 1.44,
1.55,1.68, 1.81 1.55,1.76

38 Eennelia nivea 1.79, 1.60, 1.45, 1.35, 1.21, |1.80, 1.66, 1.46, 1.37,
0.97, 0.67 1.20, 0.92,0.73

3.12 Fennelia nivea 1.82,1.47,1.19, 0.99 igg égg égg 1.36,

313 Fennelia nivea 1.80, 1.66, 1.53,1.43, 1.28, |1.77, 1.67, 1.54, 1.44,
1.14 1.29,1.17,1.02
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314 Fennelia nivea 1.82,1.45,1.34,1.12,0.99, |1.79, 1.67, 1.36, 1.19,
0.78 0.83,0.71

318 Fennelia nivea 1.79, 1.64, 1.51, 1.40, 1.25, |1.67, 1.52, 1.42, 1.28,
1.13,1.03 1.17,1.02

3.19 Fennelia nivea 1.79, 1.66, 1.51, 1.08, 0.91, |1.79, 1.67, 1.48, 1.39,
0.77 1.22,0.92, 0.69

3.21 Fennelia nivea 1.69, 1.58, 1.46, 1.19, 1.03 |1.70, 1.53,1.41, 1.14, 1.01

8.4 Fennelia nivea 0.44, 0.78, 1.25, 1.34, 1.49 832 ;ég 1.46, 1.66,

18.5 Fusarium oxysporium 1,88

26.14 Fusarium oxysporium 1.19,151,1.71

9.1 Fusarium solani - 1,41

18.30 | Fusarium solani 1,83

19.1 Fusarium solani -

19.9 Fusarium solani 0.96,1.22,1.48,1.57,1.69 |0.26,0.98, 1.22, 1.39, 1.58

19.16 | Fusarium solani -

19.17 | Fusarium solani 1,79

19.20 | Fusarium solani 1,76

19.22 | Fusarium solani 1.28,1.77

26.4 Fusarium solani 1.29,1.53,1.74

26.17 | Fusarium solani 1,70 1,70

14.3 Fusarium sp. 1.17, 1.60, 1.89

20.3 Paecilomyces clavisporus 1,42

20.4 Paecilomyces clavisporus 1.19, 1.50

5.9 Paecilomyces lilacinus - -

24.28 | Paecilomyces lilacinus 0.94,1.25,1.37,1.52,1.81 |1.32,1.63

4.2 Penicillium aurantiogriseum | 0.90, 1.13,1.29, 1.41, 1.55 [0.91, 1.12, 1.43

4.6 Penicillium aurantiogriseum | 0.76, 1.12, 1.24, 1.46 0.53, 1.06, 1.30, 1.43, 1.53

4.18 Penicillium aurantiogriseum | 0.81, 1.10, 1.26, 1.42 0.74,1.10,1.28,1.42

4.19 Penicillium aurantiogriseum | 0.95, 1.18, 1.60 1.10,1.41

23.1 Penicillium aurantiogriseum Sgg 1.11,1.26,1.39,1.62 0.95,1.12,1.32,1.38, 1.54

4.5 Penicillium brevicompactum | 1,28 1,46

7.2 Penicillium brevicompactum | 1.63, 1.81, 1.92 1.01, 1.62, 1.92

12.28 | Penicillium brevicompactum |1.06, 1.76 1,03

3.25 Penicillium chrysogenum 1.03, 1.15, 1.33, 1.54 0.98, 1.29,1.45

4.17 Penicillium chrysogenum 1,58 -

10.9 Penicillium chrysogenum 1.27, 1.66 1.21,1.48
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12.18 | Penicillium chrysogenum 1.31, 1.68 0.50, 1.23, 1.65

14.33 | Penicillium chrysogenum - 1.23, 1.68

21.22 | Penicillium chrysogenum 0.34,1.78 0.40, 1.14, 1.69, 1.84, 2.08

24.20 | Penicillium chrysogenum 1.44,1.69 1,71

7.5 Penicillium citreonigrum 0.90,1.19,1.41,1.63,1.87 |0.62,1.42,1.49, 1.65, 1.87

3.15 Penicillium citrinum 1.13,1.54 1.24,1.54

5.1 Penicillium citrinum - -

5.2 Penicillium citrinum - -

9.2 Penicillium citrinum 1.00, 1.29, 1.48, 1.59 1.01, 1.29, 1.44, 1.56, 1.78

9.3 Penicillium citrinum 1.68, 1.79 1.07, 1.86

9.5 Penicillium citrinum 0.80, 1.54 0.49, 0.93,1.22,1.54

9.13 Penicillium citrinum 0.16, 1.36, 1.60, 1.79,2.16 | 0.08, 1.20, 1.34, 1.54

9.14 Penicillium citrinum 1.20, 1.66 1.36, 1.62

9.15 Penicillium citrinum 1.63, 1.80 1.15,1.70

9.16 Penicillium citrinum 0.21,1.01,1.44 0.24,0.90, 1.10, 1.38, 1.56

9.17 Penicillium citrinum 0.55, 1.37, 1.58 1.38, 1.58

9.18 Penicillium citrinum 1.07, 1.59, 1.81 1.08, 1.42,1.78, 1.96

9.95 Penicillium citrinum 0.05,0.91, 1.24,1.37, 1.61, |0.08, 0.93, 1.31, 1.42,
1.73 1.52, 1.75

9.26 Penicillium citrinum 0.86, 1.38, 1.57,1.73 ggg (1)32 1.27,1.38,

10.5 Penicillium citrinum 1.07, 1.75 1,82

10.8 Penicillium citrinum iég 128,137,163, 1.77, 1.18,1.31, 1.40, 1.68, 1.81

10.16 | Penicillium citrinum 1,58 1.11,1.33,1.49

10.17 | Penicillium citrinum 1.45, 1.63 1.18, 1.39, 1.56

10.18 | Penicillium citrinum 1.08, 1.57 1.12,1.34,1.50

10.19 | Penicillium citrinum 0.82, 1.09, 1.26, 1.59 0.93, 1.14,1.34,1.52

11.14 | Penicillium citrinum 0.53, 1.35,1.51 1.48, 1.56

12.23 | Penicillium citrinum 1,16 1.21,1.83,1.98

12.30 | Penicillium citrinum 1.10, 1.57 1.33, 1.59

134 Penicillium citrinum 1.01, 1.26, 1.49 1.03, 1.33, 1.56

13.7 Penicillium citrinum 0.33, 0.55,0.97, 1.52 0.47,0.86, 1.24, 1.63

13.10 | Penicillium citrinum 1,83 1.11,1.74

13.18 | Penicillium citrinum 1.10, 1.58 0.36, 0.60, 1.23

13.23 | Penicillium citrinum 1.02,1.32,1.72 1,44

14.4 Penicillium citrinum 1.04,1.37,1.74 -
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14.12 | Penicillium citrinum 1,67 1.06, 1.31, 1.46
14.19 | Penicillium citrinum - 1.48, 1.59

14.20 | Penicillium citrinum - 1,63

14.27 | Penicillium citrinum - 1.54, 1.58

14.31 | Penicillium citrinum 1.03,1.27, 1.53, 1.69 1.38, 1.63

14.32 | Penicillium citrinum 1.34,1.54 0.99, 1.23,1.42, 1.54
14.35 | Penicillium citrinum - -

15.14 | Penicillium citrinum - 1.52,1.73

17.11 | Penicillium citrinum - 1,58

17.16 | Penicillium citrinum 1.06, 1.28, 1.62 -

17.17 | Penicillium citrinum 1.03,1.81 -

18.6 Penicillium citrinum 1,60 1.02, 1.22,1.44, 1.65
18.7 Penicillium citrinum 0.21, 1.11,1.25, 1.45 0.23, 0.96

18.14 | Penicillium citrinum 1.10, 1.32, 1.56, 1.74 1,6

18.16 | Penicillium citrinum 1.33, 1.55 0.23,0.94, 1.38, 1.55
18.19 | Penicillium citrinum 0.23,1.01, 1.25, 1.48 1.38, 1.60

18.29 | Penicillium citrinum 0.95, 1.34,1.48,1.72 1.53, 1.69

18.36 | Penicillium citrinum 0.21, 1.00, 1.12, 1.26, 1.46 |0.95, 1.16, 1.24, 1.38
19.7 Penicillium citrinum 1.00, 1.24, 1.47,1.79 1.24,1.53

19.8 Penicillium citrinum 1.64,1.72 0.90, 1.23, 1.46, 1.72
19.11 | Penicillium citrinum 1.02, 1.50, 1.70 1.57,1.75

19.12 | Penicillium citrinum - 1.05, 1.29, 1.39, 1.55
19.13 | Penicillium citrinum 1.38, 1.62 0.99, 1.23,1.38
19.14 | Penicillium citrinum 1.09, 1.26, 1.46, 1.66 1.54,1.73

19.21 | Penicillium citrinum 1,38 1.08, 1.36, 1.57

21.4 Penicillium citrinum 1.05, 1.50 -

21.22 | Penicillium citrinum 1.12, 1.66 1.42,1.62

225 Penicillium citrinum 1.30, 1.62 0.89, 1.29,1.42

22.8 Penicillium citrinum 1.00, 1.32, 1.49, 1.69 1.57,1.78

22.9 Penicillium citrinum 1,54 1,66

22.24 | Penicillium citrinum - -

23.20 | Penicillium citrinum 1,78 1.28, 1.59

24.18 | Penicillium citrinum 1,39 -

26.5 Penicillium citrinum 1.30,1.44,1.71 1.02, 1.28, 1.40, 1.60
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26.6 Penicillium citrinum 1.03, 1.26, 1.48 1,53

26.12 Penicillium citrinum 1.02, 1.26, 1.46, 1.65 -

26.16 | Penicillium citrinum 1.35, 1.50, 1.62 0.97, 1.27, 1.39, 1.57

26.21 Penicillium citrinum - -

4.1 Penicillium commune 0.92, 1.22,1.64 1,66

4.4 Penicillium commune 1,61 -

4.7 Penicillium commune 1.01, 1.25, 1.65 1.01, 1.25,1.61

49 Penicillium commune 8;2 0.94,1.20, 1.40, 1.50, 0.99, 1.19, 1.44, 1.54, 1.69

410 Penicillium commune 1.27,1.61 1.26,1.59

411 Penicillium commune 2?2 0.95,1.25,1.43,1.56, 1.03,1.23,1.49, 1.74

4,12 Penicillium commune 0.78,1.19,1.37,1.45,1.65 |0.98, 1.18,1.42,1.47,1.63

413 Penicillium commune 0.78,0.91, 1.18, 1.36, 1.47, | 0.75, 0.94, 1.19, 1.41,

' 1.67 1.49, 1.65

414 Penicillium commune 0.39,0.68, 0.89, 1.16, 1.34, 0.99, 1.18, 1.40, 1.49, 1.64
1.46, 1.64

4.15 Penicillium commune (1)22 (1);2 0.97,1.24, 1.42, 0.83, 0.98, 1.22, 1.44, 1.80

4.16 Penicillium commune 0.38,0.71,0.90, 1.17, 1.34, 1.02, 1.25,1.39, 1.51, 1.74
1.49,1.71

4.20 Penicillium commune 1.29, 1.56 -

4,22 Penicillium commune 0.36,0.68,0.88, 1.13, 1.33, 0.77,0.99, 1.17, 1.42, 1.67
1.57, 1.66

11.16 | Penicillium commune 0.28, 0.87,1.08, 1.48,1.63 |0.78, 1.08, 1.24, 1.43, 1.58

11.17 | Penicillium commune 1.06, 1.43, 1.80 1,17

2.10 Penicillium corylophilum 1.17,1.67,1.91 1.35, 1.95

2.20 Penicillium corylophilum 0.94,1.42,1.55,1.93 1.12, 1.44, 1.60, 1.88

2.21 Penicillium corylophilum gg? 1.14,1.28,1.41, 1.51, 1.52,1.91

2.22 Penicillium corylophilum 0.99, 1.43,1.90 1.27,1.44,1.86

2.25 Penicillium corylophilum 1.45,1.92 0.91,1.48,1.92

3.16 Penicillium corylophilum 1,27 0.79,1.12, 1.37,1.49

21.5 Penicillium corylophilum 1.23,1.44,1.74 1,51

21.20 | Penicillium corylophilum - -

21.29 | Penicillium corylophilum 8‘7“11 0.76,1.16,1.31, 1.45, 1.22,1.33

22.21 | Penicillium corylophilum 1,52 1.33,1.77

7.1 Penicillium decumbens 0.91, 1.26, 1.39, 1.55 0.40, 1.26

7.3 Penicillium decumbens - 1.39, 1.57
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74 Penicillium decumbens 0.95,1.12,1.31, 1.49,1.77 |0.91, 1.09, 1.30

7.10 Penicillium decumbens 1.22,1.43,1.72 1,26

8.10 Penicillium decumbens 0.93,1.09,1.34,1.47,1.67 |1.06,1.20,1.74

9.6 Penicillium decumbens 1.24,1.74 1.05, 1.10, 1.30
13.11 | Penicillium decumbens 0.90, 1.02,1.18 0.61, 1.85

17.24 | Penicillium decumbens 0.62, 0.90, 1.18, 1.76 0.55

17.32 Penicillium decumbens 0.54, 0.92,1.04, 1.27 1,27

21.23 | Penicillium decumbens 0.44,0.75, 1.04 -

26.20 | Penicillium funiculosum 0.04, 1.66, 1.81, 1.94 1.35, 1.60, 1.76, 1.80
1.13 Penicillium griseofulvum 1.71,1.48,1.18,0.96, 0.50 |1.70, 1.50, 1.18, 0.95, 0.46
1.14 Penicillium griseofulvum 1.74,1.40, 0.93, 0.49 1.70, 1.47,0.93,0.51
1.15 Penicillium griseofulvum 1.76, 1.54, 0.98, 0.52 1.72,1.58, 1.06, 0.48
2.4 Penicillium griseofulvum 0.39,0.80, 1.14,1.34, 1.56 |0.37, 0.80, 1.34, 1.60
2.7 Penicillium griseofulvum 0.39, 0.80, 1.08, 1.34, 1.58 |0.39, 0.78, 1.33, 1.59
211 Penicillium griseofulvum 0.42,0.78,1.05, 1.35, 1.58 |0.43,0.77,1.12, 1.33, 1.57
2.15 Penicillium griseofulvum 0.44, 0.80, 1.37, 1.67 0.74,1.14,1.36, 1.58
2.23 Penicillium griseofulvum 0.89, 1.20, 1.45, 1.68 0.53,0.81,1.18,1.44,1.70
3.27 Penicillium griseofulvum 1.10, 1.44 1.28, 1.45, 1.63

8.8 Penicillium griseofulvum - -

8.9 Penicillium griseofulvum - 1,78

10.15 | Penicillium griseofulvum - 1.11, 1.50

12.14 | Penicillium griseofulvum - -

12.24 | Penicillium griseofulvum - 1,80

13.2 Penicillium griseofulvum 0.30, 1.08, 1.39, 1.68 -

13.3 Penicillium griseofulvum - 1.24,1.40, 1.59
13.24 | Pencillium griseofulvum 0.35,1.22,1.50 1.04, 1.42, 1.69

145 Penicillium griseofulvum 1.14, 1.40 0.72,1.09,1.42, 1.68
14.6 Penicillium griseofulvum 0.25,0.91,1.08,1.35,1.68 |0.89,1.11, 1.40, 1.61
14.13 | Penicillium griseofulvum 0.30,1.14,1.44 0.89,1.44,1.78
14.17 | Penicillium griseofulvum 0.30, 1.14, 1.47 1.15,1.42, 1.69
14.30 | Penicillium griseofulvum 0.28,1.08,1.44 0.87, 1.47

17.25 | Penicillium griseofulvum 0.30, 1.21, 1.44,1.78 0.85, 1.39,1.72
21.12 | Penicillium griseofulvum 0.30, 1.11,1.38 1.01, 1.32

22.4 Penicillium griseofulvum 0.30, 1.11, 1.32, 1.66 0.94, 1.36, 1.67

22.6 Penicillium griseofulvum 0.03, 1.42 0.03, 1.33,1.41, 1.60
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22.19 | Penicillium griseofulvum 0.32,1.04,1.41,1.74 1.04, 1.36

24.2 Penicillium griseofulvum 0.03, 0.39, 1.64, 1.89 1,56

24.4 Penicillium griseofulvum 0.25,0.91, 1.05,1.30, 1.64 |1.13,1.35

24.15 | Penicillium griseofulvum 0.98, 1.15,1.33,1.60,1.71 |0.92,1.30,1.50, 1.62,1.74
24.17 | Penicillium griseofulvum 1.28, 1.43 1.24,1.46

24.21 | Penicillium griseofulvum - 1,57

7.7 Penicillium implicatum - 0.05

7.9 Penicillium implicatum - -

9.21 Penicillium implicatum 0.74, 0.98, 1.69 0.75, 1.29, 1.67

9.22 Penicillium implicatum 0.63, 1.68 0.90, 1.30, 1.66

18.8 Penicillium implicatum 1.29, 1.35, 1.56 1.22, 1.35,1.63

18.18 | Penicillium implicatum 1.20, 1.55, 1.89 0.86, 1.57

18.28 | Penicillium implicatum 1.33, 1.56 1.31, 1.58

19.18 | Penicillium implicatum 1.21, 1.49

22.20 | Penicillium implicatum 1,60 1,62

25.2 Penicillium implicatum 1.56, 1.67 1.55, 1.66

25.4 Penicillium implicatum igg 1.22,1.47,1.68, 1.86, 1.05, 1.33, 1.69, 1.85, 1.96
25.7 Penicillium implicatum 0.91,1.19,1.33, 1.65 0.80, 1.24, 1.60

25.12 | Penicillium implicatum 0.65, 1.81 1.13,1.17,1.82

25.15 | Penicillium implicatum 0.84,1.16,1.48,1.67,1.80 |0.57, 1.62,1.82

25.19 | Penicillium implicatum 1.55, 1.80 1,78

26.16 | Penicillium implicatum 1.01, 1.36, 1.45, 1.54 (1332 1;;‘ 1.44, 1.5L,
26.24 | Penicillium implicatum 1,61 1,61

26.27 | Penicillium implicatum 1,76 (l)?lg 12‘21 iég 133,
10.1 Penicillium islandicum 1,68 1.29, 1.62

17.22 | Penicillium islandicum 0.86, 1.48, 1.66, 1.80 0.43, 1.53,1.65, 1.84

25.9 Penicillium islandicum 1.28,1.51 0.39, 1.26, 1.52, 1.69, 1.82
25.13 | Penicillium islandicum 1.25,1.37,1.53,1.69,1.81 |1.20,1.27,1.55, 1.68, 1.81
2.5 Penicillium miczynskii 1.01, 1.13,1.63, 1.79 1.00, 1.16, 1.59

2.14 Penicillium miczynskii 1.32, 1.69 1.20, 1.68

13.28 | Penicillium miczynskii 0.87,1.14,1.42,1.49,1.72 |-

18.21 | Penicillium oxalicum 1.23, 1.68 0.55, 1.70

19.8 Penicillium oxalicum 1.09, 1.28, 1.72 0.47, 1.29, 1.68

26.26 | Penicillium oxalicum 1.15, 1.35, 1.76 0.59, 1.32,1.72
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22.7 Penicillium paxilli 0.24, 1.29, 1.50 1,52

22.11 | Penicillium paxilli 1.48, 1.87 0.18,1.21,1.30

18.26 | Penicillium purpurogenum 2?2 0.78,1.11,141, 153, 1.43,1.56,1.71

195 Penicillium purpurogenum 8;(7) 1.12,1.20,1.39, 1.57, 0.56, 1.27, 1.44, 1.55, 1.73

19.6 Penicillium purpurogenum 8% 0.86,1.21, 1.47, 1.58, 0.23, 1.46, 1.57, 1.77

26.15 | Penicillium purpurogenum 0.56, 0.86, 1.05, 1.18, 1.43, | 0.48, 0.83, 1.07, 1.23,
1.53, 1.75 1.36, 1.56, 1.75

26.28 | Penicillium purpurogenum 0.38,0.52,0.96, 1.12, 1.24, | 0.33, 0.51, 0.96, 1.13,
1.31, 1.46,1.72, 1.87 1.23,1.62, 1.76, 1.87

15.3 Penicillium restrictum 1,58 -

15.8 Penicillium restrictum 1,33 1,38

15.18 | Penicillium restrictum 1.24,1.45, 1.69 1.29,1.68, 1.80

2.9 Penicillium rugulosum 1.20, 1.50, 1.74 1.22, 1.46,1.70

25.4 Penicillium rugulosum 0.43,1.24,1.37,1.75 22? igg -136, 1.47,

25.5 Penicillium rugulosum 0.84,1.21,1.31,1.50,1.65 |0.90,1.12, 1.50, 1.67

25.6 Penicillium rugulosum 1,63 1,63

25.16 | Penicillium rugulosum 1.63, 1.72 1.24, 1.64

25.17 | Penicillium rugulosum 0.80, 1.30, 1.50, 1.65 0.87,1.13,1.39, 1.54, 1.66

25.22 | Penicillium rugulosum 0.90,1.23,1.43,1.57,1.72 |0.84,1.23,1.49,1.64, 1.74

15 Penicillium solitum 1.74,158, 1.24,0.97,0.20 |1.82,1.52,1.18

1.7 Penicillium solitum 1.72,1.56, 1.21, 0.88,0.20 |1.73, 1.22, 0.84,0.20

1.16 Penicillium solitum 1.73, 1.54, 1.10, 0.19 1.72,1.53,1.17,0.24

1.17 Penicillium solitum 1.69, 1.49, 1.02, 0.27 1.70, 1.50, 1.16, 1.02, 0.21

1.18 Penicillium solitum 1,94 138 12613 é?g 148,

1.19 Penicillium solitum 1.73,1.52,1.13,0.96,0.18 |1.74, 1.50, 1.15, 0.21

1.20 Penicillium solitum 1.73,1.54,1.14,0.93,0.22 |1.73,1.17,0.18

2.12 Penicillium solitum 0.98, 1.17, 1.36, 1.55 0.68, 1.31, 1.58, 1.80

4.3 Penicillium solitum 1.25, 1,46 1,42

17.18 | Penicillium solitum - 1.42,1.63

15.15 | Penicillium sp. 1.02, 1.26, 1.42,1.60, 1.84 |0.94, 1.26,1.42, 1.73, 1.83

3.17 Penicillium verrucosum 0.05, 1.50, 1.75 ggg g?g 1.16,1.46,

4.21 Penicillium verrucosum 833 102,1.22,1.51, 1.77, 1.23,1.42,1.80, 1.93, 2.13

12.16 | Penicillium verrucosum 0.07, 2.00 0.10, 0.16, 1.98

12.29 | Penicillium verrucosum 1.25,1.79 1.28, 1.80
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13.9 Penicillium verrucosum 0.04, 1.46, 1.60, 1.75 gg? 82g 0.61,0.69,

13.12 Penicillium verrucosum 1.21,1.52,1.72 1.26, 1.58,1.74

13.16 | Penicillium verrucosum 0.04, 0.10, 1.40, 1.57 iiflml% 1.59, 1.70,

13.20 | Penicillium verrucosum 1,77 1,84

13.25 | Penicillium verrucosum - 0.03, 0.19, 1.94, 2.07

13.27 Penicillium verrucosum 1.18, 1.76 0.30, 1.08, 1.24, 1.47, 1.80

13.29 | Penicillium verrucosum 0.10, 1,95 1,89

13.30 | Penicillium verrucosum 0.08, 1,91 1,95

15.4 Penicillium verrucosum 1.29, 1.43, 1.56, 1.69 0.07,1.47,1.57,1.71

17.20 | Penicillium verrucosum 1.28, 1.55 0.06, 1.67, 1.95

21.11 | Penicillium verrucosum S%i 106,1.27,1.39,1.58, |

243 Penicillium verrucosum 0:04, 1.02,1.23,1.38, 1.54, | 0.04, 1.10, 1.29, 1.41,
1.66 1.56, 1.67

24.19 Penicillium verrucosum 1.33, 1.57,1.70 ggg iég 1.42,1.50,

24.24 | Aspergillus versicolor 0.97,1.21, 1.58 0.96, 1.16, 1.32, 1.60

24.25 | Penicillium verrucosum 1,58 0.03, 1.38, 1.56

24.26 | Penicillium verrucosum 0.03, 1.29, 1.56, 1.74 1,60

24.27 | Penicillium verrucosum - -

26.7 Penicillium verrucosum (1)22 1.19,1.38, 1.56, 1.68, 0.03, 1.28,1.40, 1.51

26.19 | Eurotium amstelodami 1.15, 1.30, 1.50, 1.68, 1.83 | 1.25, 1.55, 1.70, 1.83

14.15 | Penicillium viridicatum 1,75 1,74

2.8 Penicillium waksmanii 1.05, 1.22,1.32,1.55 1.00, 1.29, 1.57

2.13 Penicillium waksmanii 1.34,1.56, 1.71 0.96, 1.62, 1.74

13.15 | Penicilllium citrinum 1.10, 1.55 1.29, 1.57

24.16 | Scopulariopsis brevicaulis 1.29, 1.40, 1.59

25.20 | Steril misel (Kahverengi) - 1.02, 1.84

8.12 Trichoderma reeesei 1.28,1.49 1.02, 1.15,1.41

18.1 Trichoderma reesei 0.86, 1.32, 1.50, 1.74

18.33 | Trichoderma viride 1.07,1.34, 1.50, 1.70

22.14 | Trichoderma viride 1.11,1.35,1.51,1.72

26.1 Trichoderma viride 1.13,1.39,1.51,1.71

55 Ulacladium artrum - 1.19, 1.52




