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KAZLARDAN ASPERGILLUS FUMIGATUS iZOLASYON
VE iDENTIFIKASYONU

Isolation and Identification of Aspergillus Fumigatus
from Geese

Mitat SAHIN* Fuat AYDIN** Oktay GENC*** M. Ali GULER ***

OzET

Kars yoresinde ¢ farkli odaktan toplam 206 kazdan 14 tanesinin 6limine neden olan aspergilozis belirlendi.
Kazlarda klinik olarak kilo kaybi, tlylerin kabarmasi, istahsizlik ve solunum gucligi saptandi. Otopside akciger,
hava keseleri ve karacigerde icerisi kazeifiye olmus 1 mm'den 15 mm'ye kadar varan yuvarlak granulomlar tespit
edildi. Granulomlardan, kalturel yoklamalar sonucu Aspergillus fumigatus izole edildi.

Anahtar Sozciikler: Kaz, Aspergillus fumigatus, 1zolasyon ve Identifikasyon.

SUMMARY

In Kars province, from 3 different points totally 14 geese out of 206 had been died in the course of Aspergillus
infection were determined. Dyspnea, anorexia, dropping wings, emaciation and death were inspected during clin-
ical examination. At necropsy lesions were usually consist of small white caseous nodules (varying site from 1
mm to 15 mm diameter) in the lungs and livers and on the surface of air sacs. Samples collected from lesions
were culturally examined on Saborhoud Dextrose Agar (SDA). As a result of cultural examination on SDA As-

pergillus fumigatus isolated and identified.
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GiRiS

Mikroorganizmalar igerisinde buyuk bir
grup olusturan mantarlarin ¢cogu saprofitik
bir yasantiya sahip olmalarina karsin az
sayida turd, evcil hayvanlarda ve insanlar-
da infeksiyona neden olmaktadir(1-5). Ge-
nel olarak kanatli hayvanlarda mantarlar-
dan ileri gelen hastaliklar cok sik gérilmek-
le beraber bir kag tirtin neden oldugu man-
tar hastaliklan (Aspergillozis, Moniliasis,
Favus) zaman zaman gérulmekte ve ciddi
ekonomik kayiplara yol agmaktadir (3,6).

Kanatli hayvanlarda mantarlardan ileri
gelen infeksiyonlarin baginda aspergillozis
gelmektedir (3,7-9). Kanatli aspergillozisi
evcil ve yabani her turli kanathda goéra-
lebilen, o6zellikle genclerde yiksek morbi-
dite ve mortaliteyle birlikte akut ve subakut
seyreden, basta solunum sistemi olmak
Uzere diger doku ve organlara da yerlese-
bilen bir infeksiyondur (4,6,7).

Kanatlilarda aspergillozise neden olan
turlerin baginda Aspergillus fumigatus, As-
pergillus flavus, Aspergillus niger gelmek-

tedir ve bunlar siklikla oportonist fungal in-
feksiyon etkenleri arasinda bildiriimektedir
(7,10,11). Aspergillus cinsi igerisinde en pa-
tojen tir olan Aspergillus fumigatus, do-
gada cok yaygin olarak bulunmaktadir.
Sporlar dogal sartlara dayaniklidir. Etkene,
kokusmus ve clUrimus otlarda, toprakta,
kiflenmis samanlarda, kot konserve edil-
mig un ve tane yemlerde, bulasik yem, althik
ve kulugkahanelerde rastlaniimaktadir
(3,12,13). A. fumigatus genellikle inhalas-
yon yoluyla alinmakta, akcigerlere invaze
olmakta ve en ¢ok bu organda patolojik bo-
zukluklara neden olmaktadir (12,14). Bazen
etkenin kan yoluyla karaciger, bobrek, kalp,
dalak ve beyin gibi organlara da yayildigi
ve bu organlarda patolojik bozukluklar olug-
turdugu bildiriimektedir (3,15-17).

Aspergills fumigatus'un konidioforlari 300
um uzunlukta, 5-8 um capinda diizgiin du-
varll olup apekse dogru genisler ve er-
lenmayer seklinde bir vezikille sonlanir.
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Vezikillerin ¢api 20-30 pm olup mikros-
kopta gri-kahve renkte goéralirler. Konidialar
ise kire seklinde ve 2-3 um c¢apindadirlar.
Sterigmatalar konidioforun eksenine paralel
olarak girintili ¢ikintil sekilde dizilmigtir
(1,12, 15,18).

Aspergillus fumigatus, Czabek Agar veya
Saboraud Dextrose Agarda (SDA) 25 °C
veya 37 °C'de 3-3 gunlik inkibasyon so-
nunda kolaylikla trer (8,18). Bu besiyerinde
treyen koloniler ilk 6nce beyaz renkte olup
kulttr eskidikce mavi yesile dinusur, daha
sonra duman grisinden koyu gri renge ka-
dar degisir (12,18). Kanatllarda infeksiyon
olusturan A. fumigatus'un bir 6zelligi de ter-
motlerant olmasidir. A. fumigatus izolatlari
45 °C ve Ustlu 1silarda Uremesine karsin
diger aspergillus turleri bu 1sida tGreyeme-
mektedir (13,14).

Yapilan literatir incelemelerinde ka-
natlilarda aspergillozis olgularina yurdu-
muzda c¢ok sik rastlanmadigr tespit edil-
mistir. Yurdumuzda kanatlilarda goérulen ilk
aspergillozis olgusu Bagkaya ve ark. (18),
tarafindan bildiriimistir. Arastiricilar Ankara
Orman Ciftliginde 871 hindiden 192'sinin
oldagunu, o6len 23 hindide yapilan bak-
teriyolojik ve patolojik incelemeler sonu-
cunda hastalik etkeninin A. fumigatus
oldugunu tespit etmiglerdir. Yine Istanbul ve
civarinda piliclerde (6) civciv ve glvercin
yavrularinda (13) aspergillozis olgulari bil-
dirilmis ve bu olgulardan A. fumigatus izole
ve identifiye edilmis, izole edilen etkenin
tavsan, kobay ve farelerde yapilan de-
neysel inokulasyonunda A. fumigatus
oldugu teyit edilmistir. Akan ve ark. (10),
degisik vyaslardaki aspergillozis supheli
bildircinlardan SDA'ya yapilan ekimlerde A.
fumigatus izole etmiglerdir.

Kanatli aspergillozisi ile ilgili olarak yur-
dumuzda oldugu gibi diger ulkelerde de
cesitli arastirmalar yapilmistir (8,15-17,19).
Wang ve ark. (20), kaz ve 6rdek yetistirilen
bir ciftlikte gbzlenen aspergillozis olgu-
sundan dolayi, ordeklerde % 45 ve kaz-
larda % 5 6lum oldugunu saptamiglar, epi-
demiyolojik, klinik bulgular, postmortem in-
celemeler ve laboratuvar yoklamalari sonu-
cu infeksiyona A. fumigatus'un neden oldu-
gunu bildirmiglerdir. Gupta ve ark. (11), 15
kanath ciftliginde mikotik etkenlerle ilgili
yaptiklari ¢alismada 4 A. flavus, 3 A. fu-
migatus, 2 A. niger ve 1 Alternaria sp.
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olmak Uzere toplam 10 adet mantar tlr
izole ettiklerini belitmislerdir.

Tlrkiye'de yapilan literatir tarama-
larinda kazlarda A. fumigatus infeksiyonu
ile ilgili bir bilgiye rastlaniimamis ve dun-
yada da az rastlanan bir infeksiyon oldugu
goralmastur. Bu arastirmada Kars yore-
sinde ailesel dlzeyde vyetistiriciligi yapilan
kazlarda gb6zlenen aspergillozis infeksi-
yonunun varliginin bildirilmesi amaglan-
mistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Ug farkli odaktan Kafkas Universitesi Ve-
teriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali'na (6-10 haftalik 206 kaz palazi bu-
lunan U¢ slrtden) getirilen 14 kaz palazi
(6's1 6l4, 8'i canh) calismanin materyalini
olusturmustur.

Metot

Mikroskobik Yoklama: Gerek canli ge-
rekse olen hayvanlarin otopsilerinden son-
ra, akciger, hava keseleri, karaciger ve da-
lak gibi patolojik bozukluklar goérilen
organlardan alinan noduller lam (zerinde
iyice ezildi ve Uzerine bir kag damla lak-
tofenol pamuk mavisi konup lamel ka-
patilarak mikroskopta (10x, 40x) incelendi.
Ayrica ezilen nodullerden hazirlanan prepa-
ratlar asido rezistans bakteriler yoninden
incelenmek Uzere Ziehl-Neelsen boyama
metoduyla da boyandi.

Ktiltirel Yoklama: Mikroskobik incele-
meden sonra lezyonlu organlardan sap-
lama usull ile Sabouraud Dextrose Agara
(SDA) ekim yapildi. Ekim yapilan petri ku-
tular 25°C'de inklbasyona birakildi. Ureme
gorulen Kolonilerin mikroskobik ve mak-
roskobik morfolojileri incelenerek sub-
kultarleri yapildi ve A. fumigatus'un termo-
télarant 6zelliginden yararlanmak Uzere 45
°C'de inklbasyona birakildi. Subkdltiirde
saf olarak Ureyen mantar kolonileri mak-
roskobik ve mikroskobik morfolojileri yo-
ninden detayli olarak incelendi.

BULGULAR
Klinik Bulgular: Alinan anamnez ve canli

hayvanlarda yapilan sistemik muayeneye
gore kaz palazlarinda istahsizlik,
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tylerin kabarmasi, surinin gerisinde kal-
ma, hafif solunum guglugl, canl agirhik
artisinda azalma ile birlikte kageksi ve 6lim
sekillendigi belirlendi. Edinilen bilgilere gére
hastaligin subakut formda seyrettigi ve
mortalitenin % 20 civarinda oldugu tespit
edildi.

Olen veya otopsi

Otopsi  Bulgulari:

yapilan kazlarda basta akciger ve hava
keseleri olmak Uzere karaciger, bobrek ve
dalakta cok sayida noduler tarzda krem
renginde ¢aplart 1 mm'den 10 mm'ye kadar
varan ortalar kazeifiye olmus kesit yizl
kuru yuvarlak granulomlara rastlandi (Re-
gbsterdikleri

sim 1,2). Kazlarin klinik

A S 2
Resim 1. Otopsi yapilan bir kazin karacige-
rinde granulomlarin gérintimu.

Figure 1. The view of the granulomas on
the liver in a necropsied goose.

Resim 2. Akcigerde yuvarlak ve kesit
ylzeyi kuru granulomlar.

Figure 2. Oval shaped and dry granulomas
on the cutting surface of the lungs.
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belirtiler, otopsi bulgular, bulunduklaii or-
tamin nem ve i1s1 durumu ve yaslar da géz
Onune alinarak aspergillozis infeksiyonun-
dan suphelenildi.

Makroskobik Bulgular: Lezyonlu organ-
lardan alinan nodillerden hazirlanan pre-
paratlar laktofenol pamuk mavisi ile boyan-
diktin sonra mikroskop altinda incelen-
diginde bdlmeli ve Uniform tarzda misel-
yumlar gérildd. Ziehl-Neelsen metodunda
herhangi bir asidorezistans bakteri go-
rilmedi.

Ktltirel Yoklama Sonuglari: SDA'a ak-
ciger, karaciger ve hava keselerinden ekim
yapilarak 25 °C'de 5 glin inkibe edildikten
sonra uremeler goérulda. Ureyen koloniler
Onceleri beyaz renkte iken kultir eskidikce
mavi-yesil renge ve daha sonra duman gri-
sinden, koyu griye kadar degisen pig-
mentasyon goruldd. Kolonilerin bayklikleri
kaltarin yasina gére 5 mm'den 20 mm
buyltklugine kadar degismekteydi. A. fu-
migatus 45°C ve daha yiksek isilarda
gelisen tek aspergillus turi olma o6zelligi
tagsimaktadir. 1zole edilen kilturleri A. fu-
migatus'un termofilik 6zelliginden vyarar-
lanilarak 2. kez SDA'a gecirilerek 45 °C'de
7 gun inkibe edildi. inkiibasyon siiresi so-
nunda saf olarak aspergillus fumigatus ko-
lonilerinin gelistigi gézlendi. SDA'da gelisen
kolonilerden hazirlanan preparatlar lakto-
fenol pamuk mavisi ile boyanarak mik-
roskobik morfolojileri incelendi. Mikroskobik
incelemede konidioforlar dlizgtin duvarl
olup, apekse dogru dizenli bir sekilde
genisleyerek erlenmayer seklinde bir ve-
zikllle sonlandigi belirlendi. Vezikulin st
yarisinda girintili ¢ikintili, birbirine paralel
kucUk sise benzeri konidialar ve tek sira ha-
linde dizili sterigmatalar gortldii (Resim
3,4). Bu gurunttler A. fumigatus igin ka-
rakteristikti.

izole edilen etken, yukarida belirtilen
kdltarel ve mikroskobik 6zelliklere gore A.
fumigatus olarak tanimlandi.

TARTISMA ve SONUC

Kanat  hayvanlarin  énemli  hasta-
liklarindan biri olan aspergillozis Turkiye'de
tavuk, hindi, glavercin ve bildircinlarda bil-
dirilmesine ragmen, kazlarda bildirilmemistir
(4,6,10,13,18).
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Resim 3. Bir haftalik kiltirden hazirlanmig
A. fumigatus'un vezikil ve konidialarinin
mikroskobik goriinimu (400x).

Figure 3. The Microscobic view of vesicule
and conidia of the A. fumigatus prepared
from a week culture (400x).

Resim 4. SDA'da geligen kolonilerden
hazurlanmli bir preparatta A. fumigatus'un
mikroskobik gérinimu (200x).

Figure 2. The microscobic view of A. fu-
migatus prepared from growing up colonies
on the SDA (200x).

Aspergillozis sporlari hemen hemen her
yerde bulunur ve bulagsma sporlarin in-
halasyonuyla olmaktadir. Bu nedenle in-
feksiyondan ilk olarak solunum sistemi,
Ozellikle de akciger ve hava keseleri et-
kilenmektedir. A. fumigatus bazen ka-
natlilarin solunum sistemi infeksiyonlarinda
primer etken olarak tespit edilmistir (5,
9,11,17).

Kanatll aspergillozisi ile ilgili olarak yur-
dumuzda (4,6,10,18,21) ve gerekse yurt
disinda (5,8,9,11,19) degerli arastirmalar
yapilmistir. Minbay ve ark. (21), Ankara'nin
Beypazari ilgesinde bulunan 3000 kapasite-
li pilic sUrisiinde gbézlenen akut asper-
gillozis salgininda mortalitenin % 20 ora-
ninda oldugunu bildirmiglerdir. Olen pilig-
lerin yapilan otopsisinde lezyonlarin en ¢ok
akcigerlerde, daha az olarak da karaciger,
bobrek, dalak, bezli mide, bursa fabricius
ve myokard'da géraldagunu belirtmislerdir.
Erer ve ark. (4), Konya ilinde 3,5 aylik 1500
adet Hisex pilic bulunan bir kiimeste % 30
oraninda 6lum gortlmesi Gzerine yaptiklari
arastirmada otopsi yapilan 7 adet pilicte
akciger, karaciger, gogus duvari, abdo-
minal serozada granulomlara rastlandigini
belirtmigler ve bu olgulardan alinan nu-
munelerin SDA'a ekimi yapilarak A. fu-
migatus izole edildigini bildirmiglerdir. Board
ve Rojas (19), Kuba'nin farkli bélgelerinden
temin edilen 2474 kaza ait organ ve doku-
larin teshis amaciyla yapilan laboratuvar
yoklamalarinda % 11.6 oraninda mycosis
tespit etmislerdir. Arastiricilar mycosis olay-
lar iginde ise % 12.2 oraninda A. fumigatus
infeksiyonu oldugunu belirtmislerdir. Uluoa
ve ark (17), Sili'de yaban kazlarinda ano-
reksia, surekli kilo kaybi, hafif solunum
glcluga belirtileri ile seyreden ve o6lumle
sonuglanan bir hastalik saptadiklarini ve bu
kazlarin hava keselerinden aldiklar * ek-
sudattan A. fumigatus izole ettiklerini bildir-
miglerdir.  Aragtiricilar ¢ok kétl  hava
sartlarinin infeksiyon icin predispoze faktor
oldugunu vurgulamislardir.

Kazlarda ve diger kanatl tirlerinde cesitli
aragtiricilar tarafindan A. fumigatus in-
feksiyonunda istahsizlik, kilo kaybi, solu-
num glglaga, taylerin kabarmasi, sirtnin
gerisinde kalma gibi klinik bulgular (4,
11,16) ve en c¢ok akciger ve hava kese-
lerinde olmak Uzere, bazan de karaciger,
dalak ve beyine kadar yayilan, sari beyaz
renkte kuru ve organlarin yizeyinden hafif
cikintili noduller ile karakterize otopsi bul-
gulan bildiriimektedir (4,69,16).

Bu calismada da Anabilim dalimiza ge-
tirilen 6's1 6l0, 8' canli toplam 14 kazin kli-
nik yoklamalarinda kilo kaybi, istahsizlik,
solunum gugligi semptomlar saptandi.
Daha sonra da hayvanlarin otopsilerinde
akciger ve hava keseleri basta olmak
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Uzere, karaciger, dalak ve bdbreklerde be-
yaz, krem renginde granulomatéz tarzda
nodiller gézlendi. infekte hayvanlardan
alinan noddllerin mikroskobik ve kdlturel
yoklamalar yapildi. Mikroskobik yokla-
malarda septumlu ve Uniform tarzda misel-
yumlar goéruldt. Kultarel yoklamalarda ise
SDA'da gelisen koloniler énce beyaz renkte
iken kultir eskidikce koyu gri renkte pig-
mentasyon olustugu belirlendi. SDA'da
treyen kolonilerin  mikroskobik incele-
mesinde ise konidioforlarin dizgin duvarli
olmasi ve vezikilin erlenmayer seklinde ol-
masi ve vezikulin Ust kisminda sterigma-
talarin tek sira halinde dizilmesi o6zellik-
lerinden yararlanilarak A. fumigatus olarak
identifiye edildi. Bu ¢aligmada hayvanlarda
gozlenen klinik ve otopsi bulgular ile in-
fekte dokulardan izole edilen etkenin,
kaltirel 6zellikleri incelendiginde diger aras-
tiricilanin (4,10,17,21) elde ettigi sonuglarla
paralel oldugu belirlendi.

Sonu¢ olarak aspergillozis gen¢ ka-
natlilarin ¢cok 6nemli ekonomik bir has-
taligidir. Bu calisma ile Turkiye'de ilk kez
kazlardan A. fumigatus izole edilmektedir.
Aspergillus infeksiyonunu 6nlemek igin,
kiimeslerin iyi havalandiriimasi, hijyenik
sartlarin ve uygun isinin saglanmasi ge-
rekmektedir. Infeksiyon ¢ikan odaklarda
hayvanlar kesime gonderilmeli ve bari-
naklar antifungal ilaglarla dezenfekte edil-
melidir.
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