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Fungal Antijenlere Kargi Antiserum Hazirlanmasi ve
Floresan Antikor Teknigi ile Domates Urlinlerindeki
Fungal Hiflerin Saptanmasi *

Seref Tagi 2, Velittin Giirgiin *

Ozet

Domates salgasi ve diger islem gérmuls gida Urunlerinde fungal kontaminasyonun
derecesini tayin etmek amaciyla Howard kuf sayim teknigi (HMC) uygulanmaktadir.
HMC tekniginde kuf hiflerinin domates dokularindan ayirt edilmesi gl¢ oldugu icin
sayim sonuglari da subjektif olmaktadir.

Bu arastirmada immunofloresans tekniginin domates salgasi ve ketcapta
uygulanarak kuf hiflerinin spesifik olarak gdsterilmesi ve bdylece HMC tekniginde
kufli sahalarin daha kolay sayilabilmesi hedeflenmigtir. Bu amacgla domatesin
bozulmasinda en fazla etkin olan kuflerden Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Mucor circinelloides, Rhizophus stolonifer ve Fusarium sp. kullanilarak antijen
karisimi elde edilmigtir. Bu antijen karisimindan hazirlanan ¢ézinmeyen antijen
fraksiyonu tavsanlara 11 haftalik bir sire boyunca asilanmis ve antiserum elde
edilmistir. Antiserum titresi ¢dzliinmeyen, ¢dzinen ve hig islem gérmemis ham antijen
kullanilarak jel immunodifizyon testi ile saptanmigtir.

Elde edilen antiserum amonyum sulfat ile kismen saflagtinildiktan sonra “goat
antirabbit IgG” konjugati kullanilarak indirekt floresan antikor (IFA) testinde ve
antiserum fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge edilerek de direkt floresan
antikor (DFA) testinde kullaniimistir.

Antiserumun salca ve ketgap orneklerinde kuf hifleriyle spesifik olarak birlestigi, kuf
hiflerinin IFA testinde DFA testine gore daha iyi gérinduigu ve antiserumun antijen
karisiminda yer almayan kuflerden Aspergillus niger ve Penicillum frequentans ile
capraz reaksiyon verdigi saptanmistir.
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Giris

Isil igslem goérmus Urlnlerde kiflerin varligi, ya sanitasyona uygun olmayan isleme
kogullarini ya da hammaddenin kalite duzeyini gostermektedir. Domates igleme
endustrisinde 0Ozellikle hammaddeden kaynaklanan kif kontaminasyonu énemli bir
problem olusturmaktadir.

Domates ve diger bazi iglem gormus gida drunlerindeki fungal kontaminasyonun
derecesini tayin etmek icin direkt mikroskobik sayim yontemlerinden Howard kuf
sayim (HMC) yontemi Onerilmektedir. Howard sayim yonteminde prensip,
mikroskopta sayilan kifli saha orani ile hammaddenin kif ylku arasinda oransal bir
iligkinin bulunmasidir. Burada mikroskobik olarak go6zlenen kuf flamentlerinin
bulundugu saha adedi arttikga, hammaddenin kalitesinin de kétu oldugu sonucuna
variimaktadir (1).

HMC yontemi pratik ve ¢ok dusuk maliyetli olmasina, yaygin kullanimina karsin
subjektif ve sonuglari genis varyasyon gdsteren bir ydntemdir. Sonuglarin dogrulugu
temelde yéntemi uygulayan kisinin kaf flamentlerini domates hlicre ve dokularindan
ayirt etme yetenegi ve tecribesine bagh olmaktadir (2). Bu nedenlerden dolayi
alternatif yontemler Uzerinde arastirmalar yapilmistir. Kimyasal yénteme dayali olan
ve HPLC ile fungal kitin analizi (3, 4, 5), glukozamin (6) ve enzimatik formik asit (7)
tayini alternatif yontemler olarak c¢alisiimistir. Ancak bu yontemlerin pahali, zahmetli
ve zaman alici olmalari nedeniyle kontrol kuruluglari ve endustri tarafindan kabul
gbérmemislerdir. Son yillarda ise polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayall
yontemler galigsiimaya baglanmig fakat baslangi¢ dizeyinde olan bu ¢alismalar henuz
uygulama asamasina gelmemistir (8, 9).

Diger yandan fungal kultlrlerden hazirlanan antijenler ile elde edilen antiserumlar,
Ozellikle tibbi ©6neme sahip patojen funguslardan bazilarinin presipitasyon,
kompleman fiksasyon ve immunoelektroforez teknikleriyle tanisi amaciyla
kullaniimistir (10). Bu serolojik testlerin, kiflerdeki ortak antijenlerin varligi nedeniyle
gidalardaki kuf kontaminasyonunun klasik kilttrel ve direkt mikroskobik sayim
yontemlerine gbére daha hizli ve duyarli olarak saptanmasinda potansiyeli vardir (11,
12). Bu amagla enzim immunoassay (EIA) yontemleri kuflerin kantitatif olarak
saptanmasi amaciyla galisilmistir (13, 14; 15).

Yine serolojik yéntemlerden olan immunofloresans veya floresan—antikor teknigi kiif
hifleri ve misellerinin spesifik olarak boyandiktan sonra gerek teshisi gerekse bazi
urtnlerde hiflerin invazyonunun mikroskop ile gdézlenmesi amaciyla bir ¢ok arastirici
tarafindan calisiimistir (16, 17, 18, 19). Robertson ve ark. (20) ise domateste bulunan
farkli kuf tarlerinin antijen karigimi ile elde ettikleri antiserumu domates salcasinda
kUf hiflerini indirekt immunofloresans teknigi kullanarak spesifik olarak domates hif
ve dokularindan ayirt edilebilecegini gostermislerdir.

Klflere kargi elde edilen antiserumun genellikle tir bazinda kufleri ayirt edememesi
farkh cinslerle ve tiurlerle ¢apraz reaksiyon vermesi, immunojen karisiminda yer
almayan ve domates UrlUnlerinde bulunmasi olasi her kuf tarl pozitif olarak
degerlendirilecegi icin avantaj saglayacaktir. immunofloresans teknigi ile kif hiflerinin
gorsel olarak diger hif benzeri yapilardan ayirt edilmesi ve HMC yonteminde
kullaniima potansiyeli bulunmaktadir.



Bu nedenle arastirmamizda, domates UrUnlerinde en sik bulunan farkli kuf cinslerine
ait turlerden olugan antijen karigimi elde edilmesi, antiserum hazirlanmasi ve bu
antiserumun direkt ve indirekt floresan antikor tekniklerinde kullanilmasi, en uygun
olan teknigin kullanilarak domates UrlUnlerindeki kuf hiflerinin spesifik olarak ayirt
edilmesi ve sonugta bu yontemin Howard sayim yonteminde uygulanmasi
amaclanmistir.

Materyal ve Yontem
Kuf Kualturleri ve Besiyerleri

Bu calismada domateslerde en sik rastlanan kiflerden Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Mucor circinelloides, Rhizophus stolonifer turleri ve bir Fusarium taru
antiserum elde etmek amaciyla antijen olarak segcilmistir (1, 20). Antiserumun ¢apraz
reaksiyonunu test etmek icin Geotrichum sp., Penicillum frequentans ve Aspergillus
niger turleri kullanilmistir Hazirlanan kuf antijenlerinden antiserum elde etmek
amacilyla 2.5-3 kg agirliginda beyaz, Yeni Zelanda tipi tavsanlar kullaniimistir.

Kaf kadltarleri potato dextrose yatik agar (PDA, Oxoid Ltd., Hants, England)
besiyerinde 4 °C 'de muhafaza edilmistir. KUf kiltirlerinin sporlandiriimasi amaciyla
malt extract agar (MEA,Oxoid), kultirlerden miselyum elde etmek amaciyla malt
extract broth (MEB, Oxoid) besiyerleri kullaniimigtir.

Kiiflerden Antijen Hazirlanmasi ve Antiserum Uretilmesi

Yatik PDA (zerinde 4 °C'de muhafaza edilen kiltirler MEA vyatik besiyerine
asilanmis ve 5 gun inklbe edilerek iki kez aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen kaltrler spor
elde etmek amaciyla MEA vyatik besiyerlerine (3x20 cm tuplerde 20 ml MEA)
asllanmis ve sporlanmayi tesvik etmek igin ultraviole 1s1§1 altinda (A=360 nm) 24 °C
‘de 7 gun sureyle inkube edilmigtir. Besiyerinde gelisen sporlar, her bir tipe % 0.05
Tween 20 (Sigma Chemical Co., st. Louis, MO, USA) iceren 10 ml saf su eklenerek
ve hafifce calkalanarak sivi faza gegirilmistir (21). Bu islemi takiben spor
suspansiyonlarindan 5 ml alinarak igerisinde 200 ml MEB iceren 500 ml hacimli
erlenlere yaklasik 10° spor olacak sekilde asilanmis ve erlenler calkalamali
inkiibatoérde (Gallenkamp Co. Ltd., London, England) 24 °C’ de, 150 devir/dk.'da 7
gun sureyle inkube edilmigtir. MEB besiyerinin pH’si domatesin pH’si géz 6nlne
alinarak tartarik asitle 4.2’e ayarlanmistir. Asilama suspansiyonundaki spor sayisi
Thoma lami kullanilarak dogrudan mikroskobik sayim yontemiyle belirlenmistir.
inkiibasyon sonunda olusan kif miselleri, (zerinde filtre kagidi vyerlestirilen
(Whatman no:2) bir Buhner hunisine vakum uygulanarak aseptik kosullarda
filtrasyonla besiyerinden ayriimis ve miseller altta berrak bir filtrat gorilene kadar 4-5
kez yikanmistir. Yikanan ve agirliklar belirlenen miseller steril kaplarda antijen
hazirlama islemine kadar 4 °C 'de, daha sonra testlerde kullaniimak tzere —20 °C 'de
saklanmistir.



Antijen Hazirlanmasi

Antijen hazirlanmasinda Preece (22)in 6nerdigi havanda pargalama yontemi ile
Buxton ve ark. (23)'nin kullandigi dondurma ve ¢6zme iglemleri esas alinmis ve bu
islemler liyofilizasyon iglemi (20) ile kombine edilerek kullaniimistir. Bu amagla her bir
kufe ait yas misellerden 2’ser g tartilarak toplam 10 g’lik bir karisim elde edilmis ve
bu karisimin Uzerine % 0.85 NaCl igeren fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH=7.1, 0.01
M) ilave edilmis ve karigim steril havana aktarilarak —20 °C’de dondurulmustur.
Donmus haldeki misel karisimi havanda ezilerek pargalanmig, sonra da iyice
¢ozunen miseller tekrar dondurulmus ve bu islemler 5 kez tekrarlanmigtir.

Bu sekilde parcalanan misel karigimi liyofilize edilerek (Speedivac, Model 5 PS,
Edwards High Vacuum Ltd., Sussex England) kurutulmus ve steril havanda
ogutulerek toz haline getiriimigtir. Bu 6gutme islemine, hazirlanan slUspansiyon
karisimi 1 ml’lik sirtnganin 1 no’lu igne ucundan rahatga gegebilecek bir incelige
gelene kadar devam edilmigtir. Daha sonra, toz halindeki bu antijen karigimindan
¢ozlinmeyen ve ¢ozunur antijenik fraksiyonlari elde edilmistir.

Asilamada ¢oziinmeyen Antijen Fraksiyonunun Hazirlanmasi

Antiserum elde etmek amaciyla tavsanlara asilamak Uzere antijen fraksiyonu
hazirlanmistir. Bu amagla Robertson ve ark. (20)’'nin kullandigi antijen hazirlama
yontemi uygulanmistir. Yonteme gore toz halindeki antijen karigimindan 600 mg
tartilarak santriflj tipu icerisinde 30 ml PBS ig¢inde suspanse edilmis ve sogutmali
santrifijde (PHYWE, Géttingen, Germany) 10.000 g’de 10 dk slreyle santrifijlenerek
supernatant kismi atilmis ve bu islem 2 kez daha tekrarlandiktan sonra kalan peletin
yas agirhginin 3 kati PBS ilave edilerek karigtiriimis ve kullanilincaya kadar 1ml’lik
porsiyonlar halinde —20 °C’de saklanmistir. Antijen fraksiyonundaki antijenin miktarini
toplam agirlik olarak ifade etmek amaciyla karisim 6nceden kurutulmus ve darasi
alinmis filtre kagidi ile (Whatman no: 114, 5.5 cm) filtre edilip vakumlu etlivde 70 °C’
de sabit agirliga gelene kadar kurutulmus ve agirhgi saptanmistir (14).

Cozunur Antijen Fraksiyonunun Hazirlanmasi

Jel immunodifuzyon testlerinde kullanilmak Uzere ¢ozunur fungal fraksiyon elde
etmek icin Robertson ve ark. (20)'nin 6nerdigi sonikasyon yontemi esas alinmigtir.
Bu amacla toz halindeki antijenden 100 mg tartilarak iginde %0.05 Tween 20 bulunan
5 ml PBS’de ¢oziilmis ve siuspansiyonun her bir ml icin 4 °C'de 30 saniyelik
araliklarla, 9 amper siddet uygulanarak, toplam 1 dk. sureyle sonikasyon
(Schoellerschall KLK 250, Germany) islemine tabi tutulmustur (24). Hazirlanan
karisim 3000 g'de, sogutmali santrifijde 5 dakika streyle sanrifljlenmis, ayrilan
sUpernatant kismi ise 4 °C’de, 24 saat boyunca saf suya karsli suyun 2 kez
degigtiriimesi suretiyle diyaliz iglemine tabi tutulmus ve bu diyalizat kullanilincaya
kadar —20 °C’de saklanmistir.



Antiserum Elde Edilmesi

Bu amagla Johnson ve ark. (24)'nin uyguladigi yontem asilama semasi bakimindan
modifiye edilerek asagidaki sekilde uygulanmigtir. Asilamadan o6nce her bir
tavsandan kan alinarak serum kisimlari asilanacak kuf antijen karisimina karsi
kontrol edilmis ve negatif kontrol serumu olarak kullaniimak Uzere -20 °C'de
saklanmistir. Asilama igin ¢ézinmeyen antijen suspansiyonu Freund’s complete
adjuvanti (Difco Lab., Detroit, USA) ile 1:1 oraninda stabil emulsiyon haline getirilmis
(25) ve emdllsiyondan 2 ml alinarak tavsanlar subcutaneous (deri alti) yolla sirt
kisminin iki tarafi boyunca Uiger noktadan esit miktarlarda asilanmistir. ikinci hafta da
ayni sekilde asilanan tavsanlar iki hafta slreyle dinlenmeye birakilmis ve bu kez
adjuvansiz olarak dogrudan 1 ml ¢ozinmeyen suspansiyon ile asilanmistir. Bundan
sonraki asilamalar ilk asilamalarda oldugu gibi yapiimis fakat bu defa antijen
Freund’s incomplete adjuvanti ile emulsiye edilmistir. Besinci ve altinci haftalarda
asllanan tavsanlar iki hafta daha dinlendirildikten sonra dokuzuncu ve onuncu
haftalarda bu kez 3 ml ’lik antijen adjuvant karigimi ile asilanmistir. Her agilamadan
once kulak damarindan alinan kanin antiserum titresi kontrol edilerek antiserum
olusumu takip edilmistir. Onuncu haftada yeterli titreye ulasildiginda tavsanlar son bir
defa asilanarak bir hafta beklenmis ve apex cordis (kalpten) yoluyla alinan kandan
serum santrifdj ile ayrilmistir. Antiserum sodyum azid (NaNs) ilave edilerek (%0.05)
fluoresan boya konjugati elde edilme agsamasina kadar 4°C’de saklanmistir.

Antiserumun titrasyonunun belirlenmesi amaciyla jel immunodifizyon testinden
yararlaniimigtir (26). Test PBS (0.01 M, pH: 7.1) ile hazirlanmis %0.8 ion agar No.2
(Oxoid) igerisinde 8 mm c¢apinda ve 4 mm derinliginde kuyucuklar agilan petri
kutularinda yapilmistir (22). Farkli Petri kutularinin ortasindaki antijen kuyucuklarina
sirasiyla direkt ¢o6zunur fungal fraksiyonu, kuru madde olarak 30 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozunmeyen ve toz haldeki ham antijen karigimindan
150’ser ul konulmustur. Antijen kuyucugunun etrafindaki kuyucuklara ise negatif
kontrol serumu ve seyreltilen antiserumdan 150’ser pl konulmus ve jeller 20°C ve
4°C’de inklibasyona birakilmistir. Karsilastirma yapmak amaciyla ayni islemler ion
agar yerine agaroz (Sigma) kullanilarak tekrar edilmistir.

Jellerde olugan presipitasyon bantlarinin fotograflari, jeller boyanmaksizin ve koyu bir
zemin elde edilerek dogrudan g¢ekilmistir. Bu amacla, Ouchterlony ve Nilson (26)'nun
onerdigi duzenek esas alinarak karton kutudan tesis ettigimiz karanlik alan duzenegi
kullaniimistir.

Antiserumun Saflastirlimasi ve Floresan-Antikor Konjugatinin Elde
Edilmesi

Uygun titrede elde edilen antiserum direkt (DFA) ve indirekt fluoresan antikor (IFAT)
tekniginde kullaniimadan 6nce amonyum siulfat ile ¢oktlirme ve jel filtrasyon islemleri
ile kismi olarak saflastiriimistir. Bu amagla 15 ml antiserum 4 °C damla damla ilave
edilen 15 ml doygun amonyum stulfat ile (pH 7.1) ¢oktlrilmus ve santrifijlenerek
(6000 g, 30 dk) pelet kismi PBS (0.01 M pH:7.1) ile 15 ml tamamlanmis ve ¢oOkturme
islemi 3 kez daha tekrar edilmistir. Elde edilen pelet 7.5 ml PBS’de ¢6zilmus ve saf
suya kargl 4 °C diyaliz edilmistir (27). Saflastirilan antiserumun (immunoglobulin)



protein miktari bitire yontemi kullanilarak saptanmis ve sigir serum albumini (BSA) ile
hazirlanan standarda gore hesaplanmistir (36).

Floresan antikor konjugati elde etmek amaciyla fluorescein isothiocyanate (FITC,
Merck, Darmstadt Germany) boyasindan 0.03 mg FITC/mg protein olacak sekilde
immunoglobulin ¢ozeltisine ilave edilmis ve pH’sI sodyum hidroksitle 9.4’e ayarlanmis
0.1 M sodyum fosfat buffer (PB) igerisinde oda sicakliginda yavas karistirmayla bir
gece suresince boyanin immunoglobulinlerle birlesmesi saglanmigtir. Boyanin
proteinlerle birlesmeyen fazlasi jel filtrasyon kromatografisi ile ayrilmistir. Bu amacla
2.5x40 cm boyutlarindaki cam kolon icerisine PBS ile paketlenen ve yikanan
sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals Inc., Sweden) kullaniimigtir. Kolondan
elue edilen boya-immunoglobulin fraksiyonu, polyethylen glycol 6000 (Sigma
Chemical, MO, St. Louis, U.S.A) ile konsantre hale getirilmis ve kullanilincaya kadar -
20 °C saklanmistir (27).

DFA ve IFA Tekniklerinin Saf Kiiltiir ve Gida Orneklerinde Uygulanmasi

Bu amacla Robertson ve ark. (20)'nin 6nerdigi yontem daha iyi sonu¢ verdigi icin
antiien ve floresan boya-antikor konjugati farkli miktarlarda kullanilarak
uygulanmistir. Buna gore, -20 °C saklanan kif miselleri 10 mg/ml PBS olacak
sekilde suspanse edilmis, 3000 g’de 5 dakika santriflj islemiyle 2 kez yikandiktan
sonra pelet uzerine 750 ul PBS ile 20 pl FTIC-antikor konjugatindan ilave edilerek 37
°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben santrifiijlenerek iki kez
yikanan pelet 1 ml PBS icinde suspanse edilmis ve bundan yas preparat
hazirlanarak epifloresan mikroskobu ile incelenmistir.

IFA tekniginde ise DFA tekniginde oldugu gibi santrifijlenerek yikanmig kuof
misellerine FITC-antikor konjugati yerine konjuge edilmemis antiserum kullaniimistir.
inkiibasyonu takiben baglanmayan antiserum fazlasi yikamayla giderildikten sonra
kalan misel Uzerine bu kez ticari olarak temin edilmis FITC-goat antirabbit IgG
konjugatindan (Sigma) 10 ul ilave edilmis ve diger iglemlere DFA teknigindeki gibi
devam edilmistir.

Gida orneklerinden domates salcasi ve ketgcap, AOAC (1990)’de (28) belirtilen érnek
hazirlama yodntemine gore hazirlanmis fakat serolojik testlerin uygulanabilmesi
amaciyla belirtilen yontemden farkli olarak pH’s1 7.1’e ayarlanmis, PBS ile 8.5 briks
derecesine kadar seyreltildikten sonra kullaniimistir. Ketcap ornekleri ise yine pH’si
7.1 olacak sekilde %3 oraninda pektin iceren PBS c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda
karigtirilarak stabilize edilmistir. Hazirlanan orneklerden dereceli santriflj tlplerine
200 pl aktarilmis ve Gzerine 4 ml PBS ilave edilerek 3000 g’de 10 dakika sureyle
santriflj edilmis ve pelet Uzerine 750 ul PBS ilave edilmigtir. Bu sekilde ¢ozunar
maddeleri uzaklastiriimis olan dérnekler yukarida agiklanan DFA ve IFA teknikleri
uygulanarak epi-floresan mikroskopta incelenmigtir. Ayrica ayni yontem o&rnek
seyreltimeden orijinal hacmine tamamlanarak da uygulanmistir.



Preparatlarin incelenmesi ve Fotograf Cekimi

DFA ve IFA teknikleri ile hazirlanan preparatlar ile HBO 50W/ac (Osram) isik kaynagi
bulunan Zeiss marka epifluoresan mikroskobu (Zeiss, Germany) vasitasiyla BP 435-
490, FT 510 ve LP 520 filtre sistemi kullanilarak incelenmigtir. Fotograflarin
cekiminde 400 ASA Kodak filmleri misellerin yogunluguna bagh olarak 20-90
saniyeler arasinda poz suresi ile kullaniimigtir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Elde edilen misel agirhginin asilanan spor adedine orani esas alindiginda; bu
kuflerden R. stolonifer ve B. cinerea 'nin kullanilan diger kuf turlerine gore daha fazla
misel olusturduklari saptanmistir. Her bir yas miselyumdan 2 ’ser g alinarak
olusturulan 10 g’lik miselyumdan dondurup ¢6zme, 6gutme ve liyofilizasyon iglemleri
sonunda ¢alismanin tim asamalari i¢in yeterli miktarda, toplam 1.62 g toz halinde
kuru miselyum karigimi elde edilmigtir.

Cizelge 1. Kuflerin MEB besiyerinde olugturduklari misel miktarlari

Kullanilan kaf Yas misel/asilanan spor orani | Toplam yas misel agirhgi
(mg misel/ asilanan 10° spor) (g /200 ml besiyeri)

Mucor circinelloides 3.28 2.50

Fusarium sp. 4.38 3.50

Alternaria alternata 6.60 3.30

Rhizophus stolonifer 10.9 5.00

Botrytis cinerea 17.5 5.45

Gerek asilama boyunca gerekse antiserum saflastirildiktan sonra, antiserumun titresi
Ouhcterlony Jel immunodifuzyon yontemi kullanilarak test edilmigtir (26). Cesitli
antijen fraksiyonlari kullanilarak antiserum ile elde edilen jel immunodifizyon testi
sonuglari Cizelge 2 ve presipitasyon bantlarina ait fotograflar Ek Sekil 1’de verilmistir.
Cizelgeden ve fotograflardan goruldigu gibi ¢ézinen ve yikanmis fraksiyonlar ile
antikor test edildiginde sadece tek bir presipitasyon bandi olustugu halde,
fraksiyonlarina ayrilmayan ham antijenden hazirlanan sispansiyon kullanildiginda Gg
farkh bandin olustugu gozlenmigtir. Cozunen fraksiyon ile olusan presipitasyon
bandinin 6. ginde belirgin hale geldigi ve digerlerininkinden daha az belirgin oldugu
saptanmigtir.

Cizelge 2. lon agar ve agaroz ile hazirlanan jellerde farkh kuf fraksiyonlari ile elde
edilen antikor titreleri, presipitasyon bant sayilari ve bunlarin olusum sureleri.

Bantlarin olugsum
Kullanilan kuf fraksiyonu Antiserum* | Presipitasyon* suresi
titresi bant sayisi | lon agar | Agaroz
C6zinmeyen fungal fraksiyon 1:8 1 5 2
Co6zunen fungal fraksiyon 1:8 1 6 3
islem gérmemis ham antijen 1:8-1:16 3 5 2

* Degerler ion agar ve agaroz icin aynidir



Antiserumun, bunun elde edilmesinde kullanilan antijen fraksiyonuyla tek bant
vermesine karsin ham antijenle birden fazla bant vermesi nedeninin, ham antijende
bulunan ve santrifijleyerek ylkama islemi ile uzaklastirilabilen birbiriyle ortak
Ozelliklere sahip ve hucre yuzeyinde bulunan c¢oklu antijen sistemine sahip
olmasindan ileri geldigi dusunulebilir. Bu sonu¢ fungal ekstraktlarin birbirinden farkl
ve ¢ok sayida antijenik sistem icerdigini de dogrulamaktadir (10).

Sonugta, asilama igin kullanilan antijene karsi 11 haftada elde edilen antiserum
titresi ¢cozunen ve yikanmis antijen fraksiyonu kullanilarak test edildiginde 1/8 olarak
saptanmigtir. Diger yandan ham antijenle test edildiginde antiserumun titresi
presipitasyon bantlarindan birisi igin 1/16 olarak belirlenmigtir. Bu sonuglara gore
antiserum elde etmek icin hi¢ islem gérmemis ve fraksiyonlarina ayrilmamis ham
antijen kullanmak daha yuksek titrede antiserum elde edilmesi agisindan bundan
sonraki c¢alismalarda daha yararli olacaktir. Ayrica ham antijenin farkli antijenik
fraksiyonlari igermesi, elde edilen antiserumun bu fraksiyonlari iceren farkh kuf
turlerini tanima oranini da artiracaktir (29). Genellikle kifler zayif immunojen 6zelligi
gosterdigi igin elde edilen antiserum titresi de oldukg¢a dusik olmaktadir (30). Bu
calismadakine benzer olarak farkli kuf tdrleri icin Lin ve ark. (15) ham antijen
kullandiklarinda 1/4 ila 1/8 arasinda antikor titresine ulagirken, Gooding ve ark. (29)
ham antijen ile 1/16, ¢dzUnur makromolekuler antijenle ise 1/8 titre elde etmiglerdir.

Calismada 11 haftalik asilama sonunda immunofloresans tekniginde kullanilabilecek
titrede antiserum elde edilebilmistir. Benzer olarak Lin ve Ark. (15) on bir haftada
antiserum elde ederken, Denizel (19) yirmi sekiz haftada, Robertson ve ark. (20) ise
yirmi yedi haftada antiserum elde edebilmistir. Antiserum olusum surelerinin farkh
olusu farki asilama yollari ve fungal fraksiyonlar kullanilmasi yaninda kullanilan kif
turlerinin farkli olmasindan ileri gelebilir.

Diger yandan ion agar yerine agaroz kullanildiginda presipitasyon bantlarinin ion
agardakine gére 3 giin daha kisa siirede olustugu saptanmistir. inkiibasyon
sicakliginin presipitasyon bandi olusumuna etkisine bakildiginda, +20 °C’'de ion
agarda bant olusumu 5-6 giinde meydana gelirken +4 °C’de ise ancak 14. glinden
sonra bant olusumu gozlenmistir. Yuksek sicaklhgin diffuzyonu artirdigi bilinmektedir
(31). Bu islemi +20 °C’de de uygulayan Gooding (29) 6 glinde sonug almis, 4 °C'de
uygulayan Burrel ve ark. (32) 10 gunde, diger yandan Amos ve Burrel (33) yedinci
glnde presipitasyon bandinin olusumunu gdézlemislerdir.

Antiserumun DFA ve IFA teknikleri kullanilarak test edilmesi amaciyla her bir kif
turine ait dnceden hazirlanip 4 ay sureyle dondurularak saklanan miseller antijen
olarak kullaniimig fakat floresanshgin ¢ok zayif oldugu gdézlenmistir. Diger yandan
ayni iglemler taze olarak dretilen ve 4 °C’de bir gece saklanan kuf miselleri
kullanilarak yapildiginda elde edilen floresansligin ¢ok daha yogun oldugu
gOzlenmistir. Bu nedenle antiserum, bir gece Onceden uretilmis kuf miselleri
kullanilarak test edilmis ve bunlarin sonuglari degerlendirmeye alinmigtir. Burada kuf
misellerini dondurarak saklamanin kuf antijenlerinin stabilitesini bozdugu veya
antijenik ozelligini etkiledigi dusunulebilir. Ancak literatlrlerde deginilmeyen ve
dondurulmus Uurtnlerde 6nemli olacagini dugundugumuiz bu 6n bulgunun daha
detayli bir calismayla belirlenmesi gerekmektedir.



Kaf kdltarlerinin - antiserumla DFA ve IFA teknikleri uygulandiginda verdikleri
floresanslik Cizelge 3 ve bunlara ait fotograflar Ek Sekil 2'de verilmistir. Cizelgeden
goéruldigu gibi floresan mikroskopta yapilan incelemede kuf hiflerinin parlaklik
derecesi bir arti (+) Uzerinden degerlendirildiginde, referans antiserum olmadigi igin
en parlak floresansligi veren preparat dort arti (++++) ile hi¢ floresanslik vermeyen
preparat ise (-) olarak degerlendirilmigtir. Antiserumun, antijen karisimi elde edilen
kUf tUrlerinin her birisi ile reaksiyona girdigi ve IFA teknigi kullanildiginda DFA
teknigine gore daha parlak floresanslik elde edildigi gorulmektedir. Kuf turlerinden R.
stolonifer'in en yuksek oranda otofloresanslik verdigi diger tarlerin ise ihmal
edilebilecek kadar ¢ok zayif otofloresanslik verdigi saptanmigtir. Bununla birlikte DFA
ve IFA teknigi ile incelenen misellerin renginin parlak sari-yesil oldugu halde,
otofloresansliktan ileri gelen rengin donuk sari kahverengi oldugu bu nedenle
otofloresanligin bir etkilesime yol agmadigi belirlenmigtir.

Cizelge 3. Antijen olarak kullanilan kuflerin DFA ve IFA tekniklerinde verdikleri
floresanslik degerleri.

. Uygulanan serolojik teknik .
Kullanilan kuf Otofloresanslik
DFA* IFA*
Mucor circinelloides ++++ ++++ +
Alternaria alternata ++++ ++++ +
Fusarium sp. ++++ ++++ +
Rhizophus stolonifer ++++ ++++ ++
Botrytis cinerea +++ +++ +

* Floresanslik derecesi; hi¢ floresanslik vermeyen (-) ile en parlak (++++) arasinda
degerlendirilmistir.

Ek Sekil 2'de goruldugu gibi IFA teknigi uygulanarak hazirlanan preparatlardaki
hiflerin hicre duvarlari ve u¢ kisimlari ¢ok daha yogun bir floresanslik gosterdigi i¢
bolgelerinin ise daha soluk oldugu gorulmektedir. Al-Doory ve Gordon (16) patojenik
funguslarda, Burell ve ark. (32) Phytophthora turlerinde, Stuka ve Burrel (34)
Trichophyton rubrum’'da, Denizel (19) Aspergillus flavus turleri ile yaptiklar
calismalarda buna benzer sonuglar elde etmigler ve antijenlerin daha ¢ok hicre
duvarina bagli oldugunu ve bu bolgelerde yogunlastigini belirtmiglerdir. Kuf
turlerinden sadece B. cinerea’nin diger kuf tlrlerine oranla daha zayif reaksiyon
verdigi ve antiserumun bu kuf turine ait misellerin hicre duvarinin her bolgesinde
reaksiyona girmedigi goézlenmistir.

Antiserum, elde edildigi kuf turleri disindaki bazi kuf turlerine karsi DFA teknigi
kullanilarak test edilmis ve antiserumun bu kuflerle degisik oranlarda reaksiyon
verdigi saptanmistir. Bu amagla antijen karisiminda yer almayan P. frequentans ve
A. niger ’in antijen olarak kullanilan turlere gore daha duguk duzeyde floresanslik
gOstermekle birlikte capraz reaksiyon verdikleri (Ek Sekil 3), buna karsin G.
candidum’ un hi¢ gapraz reaksiyon vermedigi saptanmistir.

Kuflerde farkli cins ve turler arasinda ortak antijenlerin oldugu ve bu nedenle gapraz
reaksiyonlarin yaygin oldugu bilinmektedir (10). Penicillum verrucosum var.
cyclopium’a kargi elde edilen antiserumun 43 farkli Penicillum tara ile (20), farkh




Penicillum turlerine kargi elde edilen antiserumun ise Alternaria alternata ile ¢apraz
reaksiyon verdigi saptanmistir (11). Bu ¢alismamizdakine benzer olarak Robertson
ve ark. (20) bes farkh kuf cinsi kullanarak hazirladiklari antijen karisimi ile elde
ettikleri antiserumun Penicillum cryosegenum ile ¢apraz reaksiyon verdigini diger
yandan Yong ve Cousin (35) ise 6 farkh kuf cinsinden olusan karisima karsi elde
ettikleri antiserumun farkl 10 kuf cinsiyle gapraz reaksiyon verdigini belirtmislerdir.

Lin ve ark. (15), yaptigi calismada A. alternata, R. stolonifer ve G. candidum igin
hazirlanan antiserumlarin birbiri ile ¢capraz reaksiyon vermedigini, Tsai ve Cousin (13)
ise G. candidum igin hazirlanan antiserumun Geotricum igin spesifik oldugunu
saptamiglardir. Calismamizda da G. candidum igin benzer sonug¢ elde edilmistir.
Diger yandan, farkh kuifler arasinda ortak antijenlerin bulunmasi ve ¢apraz
reaksiyonlarin yaygin olmasi bu arastirmadaki gibi cins ve tlir ayriminin
hedeflenmedigi durumlarda avantaj saglamaktadir. Boylece antiserum elde etmek
amaclyla hazirlanacak olan antijen karisimi igine hedeflenen kiflerden G. candidum
gibi ortak antijenlere sahip olmayanlarin dahil edilmesi, ortak antijenlere sahip
olanlarin ise antijen karisimina dahil edilmemesi mimkun olabilecektir. Fakat burada
spesifik olmayan hedef kuflerin timUunu kapsayan bu tip bir antiserum elde etmek igin
kuf tlrlerine ait antijen 6zelliklerinin detayl olarak bilinmesi gerekmektedir.

Analize alinan salca ve ketcap oOrnekleri, DFA ve IFA teknikleri kullanilarak
incelendiginde ornek igerisinde bulunan kuf misel ve fragmentlerinin antiserumla
reaksiyona girdigi, floresan mikroskopta parlak sari-yesil renkte goérindigu ve IFA
teknigiyle daha iyi sonug alindi§i saptanmistir. Ornekler adi 1sik mikroskobu ile
incelendiginde domates doku ve hucrelerinden kuf hiflerini ayirt etmek son derece
guc oldugu halde, floresan mikroskop altinda ayni gorus alani incelendiginde kuf
hifleri parlak yesil rengi ile domates doku ve hicrelerinden kolaylikla ayirt
edilebilmektedir (Ek Sekil 4.1-4.4). Bu yontemle isik mikroskobunda bakildiginda
domates doku ve lifleri arasinda kuf hifi oldugu tereddlt edilen hiflerin kolayca ayirt
edilmesi mumkun olmaktadir.

Antiserumun 1sil islem gormus bir Grin olan salgca ve ketcaptaki kuf hifleriyle
birlesmesi 1sil islemin antijenik yapiy! olumsuz yénde etkilemedigini gdstermektedir.
Gerek ¢ozunur gerekse ¢ozunmeyen antijenlerin 1sil islem ile antijenik ozelliklerini
yitirmedigi bazi arastiricilar tarafindan saptanmistir (20, 21).

Diger yandan bu calismada, zaman zaman domates hucrelerinden kaynaklanan
spesifik olmayan floresanslik gozlenmistir. Benzer problem domates salgalarinda IFA
teknigi kullanan Robertson ve ark. (20) tarafindan da gbézlenmis ve olasi sebepler
olarak, FITC ile igaretli ikincil antikorlarin dokulara spesifik olmadan baglanmasi,
birincil antikorlarin dokularla c¢apraz reaksiyona girmesi ya da misellerden
kaynaklanan floresan 1g1gin yansitiimasi olabilecegini belirtmislerdir. Capraz
reaksiyonun diger bir nedenin ise, bu arastiricilarin kullandiklari domates suyu igeren
besiyerindeki immunojenik domates proteinleri olabilecedi belirtiimistir (20). Diger
taraftan calismamizda bu arastiricilardan farkli olarak bir islem uygulamadan
kullandigimiz MEB ise diyaliz edilmeden kullanildiginda antijenik karakter gosterdigi
(21) ve ELISA testinde pozitif reaksiyona neden oldugu belirtiimektedir (14).

Bu calismada salgca ve ketcap oOrnekleri belli bir isleme tabi tutulduktan sonra
seyreltiimis olarak antiserumla muamele edilmigtir. Ancak standart Howard sayim
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yonteminde salga konsantrasyonunun 8-9 briks derecesinde olmasi 6ngorulmektedir.
Bu nedenle ornekler bu briks derecesine ayarlandiktan sonra antiserumla muamele
edilmis ve floresan mikroskopla incelendiginde bazi hiflerin antiserumla reaksiyona
girdigi ancak buyUk bir b6lumunun birlesmedigi saptanmistir. Bu nedenle yontemin
seyreltme yapilmadan orneklere uygulanmasi basarili sonug vermemistir. Dolayisiyla
bu nedenden 6turt dogrudan iki yontemin karsilastiriimasi mumkin olmamigtir.

Sonug olarak, floresan antikor yontemi ile incelenen érneklerde kuf hifleri gok belirgin
olarak gorulebilmekte ve domates dokularindan daha kolay ayirt edilebilmektedir.
Buna karsin Ornegin hazirlanmasinda antijen antikor reaksiyonu nedeniyle belirli
islem basmaklarinin uygulanmasi yontemin en 6nemli dezavantajidir. Bu nedenle
daha basit bir 6rnek hazirlama yontemi geligtiriimesi ve HMC teknigine uygun hale
getiriimesi gerekmektedir. Ancak yontem bu haliyle, HMC y6ntemini 6grenen ya da
sayim yapan kisinin kuf hiflerini tanimasi ve diger benzer doku ve hiflerden kuf
hiflerini ve fragmentlerini ayirt edebilmesi ve tecribe kazanmasi yéninde yardimci ve
egitici amagla kullanilabilir.
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EKLER (SEKILLER)

Sekil 1. lon Agarda elde edilen jel immunodifuzyon test sonuglari: a) ¢éziinmeyen fraksiyon
b) ¢6ziinen fraksiyon c) ham antijen kullanilarak elde edilen presipitasyon bantlari. Ortadaki
kuyucuklar antijen kenardaki kuyucuklar antiserum seyreltilerinin kondugu kuyucuklardir
immunize ediimemis tavsan antiserumu negatif kontrol olarak kullaniimistir.

Sekil 2. IFA teknigiyle boyandiktan sonra a) Fusarium sp. b) Alternaria alternata
¢) Mucor circinelloides hiflerinin gérintisu

Sekil 3. a) Penicillum frequentans ve b) Aspergillus niger ’in antiserum ile verdigi ¢capraz
reaksiyon. Kulturler IFA teknigi ile boyanmigtir

14



Sekil 4.1. Salca 6rnedinde bulunan kuf hiflerinin IFA teknigi ile boyandiktan sonra adi 11k ve
floresan i1gikta géruntumleri

Sekil 4.2. Salga 6rneginde bulunan kif hiflerinin IFA teknigi ile boyandiktan sonra adi 1sik ve
floresan isikta gérinimleri
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Sekil 4.3. Salga 6rneginde bulunan kif hiflerinin IFA teknigi ile boyandiktan sonra adi 11k ve
floresan i1gikta gérinimleri

Sekil 4.4. Salga 6rneginde bulunan kif hiflerinin IFA teknigi ile boyandiktan sonra adi 1sik ve
floresan isikta gérintmleri
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