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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu cahismada Sakarya ilinde izole edilen onikomikoz
etkenlerinin Octenidin Dihidroklorid ve Hipoklordoz Asite duyarliliklarimn agar
diliisyon, tilip diliisyon ve akig sitometrisi ile incelenmesi amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM: Calismada kiiltiir koleksiyonunda bulunan onikomikoz
etkeni olan dermatofitlerin (Trichophyton, Microsporum, Candida vb.) ve ikincil etken
olan Aspergillus niger ve Fusarium soloni nin ¢aligmaya hazir hale getirmek i¢in SDA
besiyerinde kiiltiirii yapilmigir. Tiirlerine gore isimlendirmek i¢in MALDI-TOF MS
kullanilmistir. Ureme olan plaklardaki dermatofitlerin Oktenidin Dihidrokloriir (OCT-
D), Hipokloréz Asit (HOCI) ve Terbinafin icin minimum inhibitoér konsantrasyon
(MIK) degerleri agar diliisyon yontemi ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesi (EUCAST) tarafindan belirtilen sivi mikrodiliisyon yontemi referans
alinarak tiip diliisyon yontemi ile belirlenmistir. MIK degerlendirmelerinden sonra
minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerlendirilmistir. MFK sonuca gore
OCT-D, HOCI ve Terbinafin’in fungisidal etkisinin incelenmesi i¢in SYTO 9 ve PI
boyalar1 kullanilarak akig sitometrisi analizi yapilmistir.

BULGULAR: Onikomikoz etkenleri lizerinde yapilan antifungal duyarlilik testlerinin
sonucunda agar diliisyon testi icin yaklasik MiK degeri OCT-D, HOCL ve Terbinafin
i¢in sirast ile 250 mg/l, 128 mg/l ve 0,064 mg/l olarak bulunmustur. Tiip diliisyon
testinin sonucunda yaklasim MiK degerleri OCT-D, HOCL ve Terbinafin igin siras
ile 62,5 mg/l, 64 mg/l ve 0,032 mg/l olarak bulunmustur. Akis sitometrisi ile yapilan
canlilik analizleri neticesinde ise tiip diliisyon testi kullamlarak bulunan degerlerin
daha tutarl olabilecegi gortilmiistiir.

SONUC: OCT-D ve HOCI'nin ticari olarak satilmakta olan konsantrasyonlarinin ¢ok
daha altinda MIK degerlerine sahip olmasi ve 6ldiiriiciilik oranlarinin fazla
olmasindan dolay1 yapilacak olan testler ile topikal tedavi igin giiglii bir alternatif

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dermatofitler, Flow Sitometri, Hipoklor6z Asit, MALDI-TOF
MS, Octenidin Dihidroklorid, Onikomikoz.
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SUMMARY

Determination of the Susceptibility of Onychomycosis Agents Isolated in
Sakarya to Octenidine Dihydrochloride and Hypochlorous Acid.
INTRODUCTION AND AIM: In this study, it was aimed to examine the

susceptibility of onychomycosis agents isolated in Sakarya province to Octenidine
dihydrochloride and Hypochlorous Acid by agar dilution, tube dilution and flow
cytometry.

MATERIALS AND METHODS: In the study, dermatophytes (Trichophyton,
Microsporum, Candida etc.), which are the causative agents of onychomycosis in the
culture collection, and Aspergillus niger, Fusarium soloni, which are the secondary
causative agents, were cultured in SDA medium to make them ready for the study.
MALDI-TOF MS was used to identification them according to their types. The
minimum inhibitory concentration (MIC) values for Octenidine Dihydrochloride
(OCT-D), Hypochlorous Acid (HOCI) and Terbinafine of the dermatophytes in the
growing plaques were determined by the agar dilution method and the tube dilution
method with reference to the broth microdilution method specified by the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). After MIC
evaluations, the minimum fungicidal concentration (MFC) was evaluated. According
to the MFC results, flow cytometry analysis was performed using SYTO 9 and PI dyes
to examine the effects of OCT-D, HOCI and Terbinafine on cell viability.
RESULTS: As a result of antifungal susceptibility tests performed on onychomycosis
agents, the approximate MIC value for the agar dilution test was found to be 250 mg/I,
128 mg/l and 0,064 mg/l for OCT-D, HOCL and Terbinafine, respectively. As a result
of the tube dilution test, the approximate MIC values were found to be 62,5 mg/l, 64
mg/l and 0,032 mg/l for OCT-D, HOCL and Terbinafine, respectively. As a result of
viability analyzes performed by flow cytometry, it was observed that the values found
using the tube dilution test could be more consistent.

CONCLUSION: Since OCT-D and HOCI have MIC values much lower than
commercially available concentrations and their lethality rates are high, it is thought
that they can be a strong alternative for topical treatment with the tests to be performed.
Key words: Dermatophytes, Flow Cytometry, Hypochlorous Acid, MALDI-TOF MS,
Octenidine Dihydrochloride, Onychomycosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Tirnakta distrofik goriinim olusturan durumlarin yaklasik %50°sinden onikomikoz
sorumludur. Onikomikoz hastaligi genellikle immiin yetmezlik, yaslilik, genetik
yatkinlik, ayak deformiteleri, noropati, periferik dolasim bozuklugu, tinea pedis
enfeksiyonlari, sigara, diyabet, dar ayakkabi ve tekrarlayan travma gibi faktorlerin

bulunmasi durumunda daha kolay gelismektedir (Piraccini and Alessandrini, 2015).

Her yastan birey bu hastaliktan etkilenebilmekte ve diinya ¢apinda yaygin olarak
goriilmektedir. Tirnak yapisinin bozulmus olmasi bazen agriya, tirnak batmasina ve
sekonder bakteriyel enfeksiyonlara sebep olup el ve ayaklarin kullanimim
kisitlayabilecek kadar ilerleyebilmektedir. Yasami tehdit eden bir Kklinik sorun
olmasada ciddi ekonomik kayiplara ve kozmetik kaygilara sebep olabilen bir hastalik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (Aksu, 2009).

Dermatofitler tarafindan olusturulan yiizeysel mantar enfeksiyonlarinin ve maya
enfeksiyonlarinin tedavisinde g¢esitli oral antifungal ajanlar kullamlmaktadir.
Onikomikozun tedavisinde, ilacin cildin en yiizeysel, Olii tabakasina (stratum
corneum) etkili bir sekilde ulasmas1 gerekir. Fakat sistemik antifungaller bu konuda
yetersiz kalmakta oldugu diisiiniilmektedir. Dermatofitozlarin mevcut oral antifungal
ajanlarla tedavisi yetersiz doz miktari, ilag-ilag etkilesimleri, hasta tedavi

uyumsuzlugu ve maliyet gibi sorunlardan dolayr zordur (Khurana, Sardana and
Chowdhary 2019).

Oral antifungallere ek olarak topikal ajanlar da tedavide kullanilmaktadir. ideal bir
topikal ajan igin etkili olmasi, hasta i¢in toksik olmamasi, direncin gelismesine yol
agmamasi ve uygun maliyetli olmasi gerektigi soylenmektedir. Topikal tedavinin
zorlagsmasina neden olan faktor ise tirnagin keratin yapisindan dolayi ilacin veya etken

maddenin penetrasyonunun yavas olmasinin tedavi siiresini uzatmasidir (Yigit, Akar

ve Ozbek 2020).



Topikal tedavinin avantaji olarak oral tedavilerdeki gibi ilag-ilag etkilesiminin ve
sistemik yan etkilerinin olmamasi sylenebilir. Bu nedenle, ¢ok sayida ilag kullanan
Ozellikle ileri yastaki hastalarda ve kronik hastalig1 olanlarda topikal tedavilerin oral
tedaviden daha iyi olabilecegi diisiiniilmektedir ( Kose ve Giile¢ 2016). Hastalarin
tedavi siirecine uyum saglayamamasi (tedaviyi erken sonlandirma, yanlis dozlama,
Kagirilan dozlar), hastaligin tirnagin = %50’sinden fazlasim1 tutmasi, yeterli
penatiirasyonun olmamasi, yaslilarda tirnaklarin yavas uzamasi ve periferik dolagimin
azalmasi gibi durumlar tedaviyi olumsuz etkileyebilmektedir (Singal and Khanna
2011).

Onikomikozun tedavisinde oral ve topikal tedavi yontemleri bulunsa da, mevcut
ilaglarin tam iyilesme oranlart diigiiktiir. Arastirilan yeni topikal ajanlarin onikomikoz
icin sadece oral tedaviye uygun monoterapi alternatifleri saglamakla kalmayip,
onikomikoz i¢in etkili, iyi tolere edilen, kullanimi kolay bir tedavi yontemi
sunabilecegi bildirilmistir. Aym zamanda yeni topikal antifungaller, oral antifungaller
ile kombine tedavide veya ilk temizlemeden (debridman) sonra devam eden tedavide
niiks veya yeniden enfeksiyonu azaltmak i¢in kullanilabilir olabilecegi diistiniilmiistiir

(Del Rosso 2014).

Calismada Sakarya ilindeki hastalardan izole edilen ve mikrobiyoloji laboratuvari
kiiltiir koleksiyonunda bulunan dermatofit etkenleri (Trichophyton, Epidermophyton
ve Candida suslar1) tizerine dezenfektan etkinliginin Agar diliisyon, sivi diliisyon
metodu ve akis sitometrisi yontemleri kullamilarak incelenmesi ve arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ONiIKOMIKOZ NEDiR?

Onikomikoz, tiim tirnak bozukluklarinin ~%350'sini ve tiim ylizeysel mikozlarin
yaklasik %30'unu olusturan tirnakta goriilen ve tirnagin tamamimin kaybedilmesi ile
sonuglanabilen yaygin bir mantar enfeksiyonudur. Dermatofitler, enfekte ayak
tirnaklarinin %90'1nda ve el tirnaklarinin %50'sinde izole edilmektedir (Bodman and
Krishnamurthy 2021, Gupta, Venkataraman and Talukder 2022).

Diinya c¢apinda en yaygin enfeksiyonlarin arasinda yer alabilecek olan, yiizeysel
mikozlar her yastan bireyde goriilebilen bir hastalik olmasi sebebi ile 6nemli bir halk
saghigi sorunu haline gelmistir. Onikomikoz, yaslilarda ve eriskinlerde diger yas
gruplarindaki hastalardan daha yaygin olarak goriilmektedir (Sharma and Nonzom
2021, Uemura et al 2022). Onikomikoz sebebi ile tirnaklarda goriilen degisiklikler,
kisitlamalar1 olabilen diger kozmetik problemlerle beraber giinliik aktivitelerin
bozulmasina sebep olan semptomlar ortaya ¢ikarabilmektedir. Bunun gibi durumlarin

olumsuz psikolojik etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (Gupta et al 2022).

Yiizeysel mantar enfeksiyonlarindan, ti¢ cins dermatofit tiiriiniin (Trichophyton,
Epidermophyton ve Microsporum) sorumlu oldugu ve bunlarin arasinda T. rubrum’un
tirnak enfeksiyonunun en belirgin nedeni oldugu belirtilmistir (Ghannoum and Isham
2014). Bahsi gegen ti¢ cins disinda diger mikroorganizmalardan, dermatofit olmayan
kiifler (NDM'ler) ve mayalarin bu enfeksiyona neden olabilecegi belirtilmistir (Gupta
et al 2022, Sharma and Nonzom 2021).

C. albicans’in 6zellikle tirnaklarda meydana gelen onikomikozun %2'sini olusturdugu
bildirilmigtir. NDM onikomikozu oncelikle ayak tirnaklarindan kiiltiirlendiginde
tiremektedir. Bu saprofitik kiiflerin 6rnekleri arasinda Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Acremonium spp., Scytalidium spp. ve Scopulariopsis brevicaulis bulunmakta ve bu
saprofitik kiifler tirnak enfeksiyonlarinin yaklagik %8'ini olusturmaktadir (Y oussef et
al 2018).



Bu enfeksiyonun, tani giigliiklerine ek olarak siklikla hos olmayan ve sosyo-
profesyonel endiselere neden oldugu ve bundan dolayi; mikolojik incelemenin,
stiphelenilen tantyr dogrulamak ve neden olan ajanlari belirlemek i¢in ¢ok Onemli
oldugu belirtilmektedir. Enfeksiyonun ciddiyetini ve Kklinik evresini belirlemek,
tedaviyi yonlendirmeye yardimci olmakta ve sonuglar iyilestirebilmektedir (Bodman
and Krishnamurthy 2021).

2.1.1.invazyon Yerine Gore Klinik Onikomikoz Tiirleri

Onikomikozun tirnak tutulumunun sekline bagli olarak farkli klinik onikomikoz
cesitleri oldugu bilinmektedir. Temel olarak klinik formlar Distal ve Lateral
Subungual Onikomikoz (DLSO), Proksimal Subungual Onikomikoz (PSO), Beyaz
Yiizeysel Onikomikoz (WSO), Endoniks Onikomikoz (EO), Total Distrofik
Onikomikoz (TDO) ve Candida Onikomikozu olarak bilinir. (Aggarwal, Targhotra,
Kumar, Sahoo and Chauhan 2020a, Grover and Khurana 2012).

Distal lateral subungual onikomikoz (DLSO): Orta siklikta goriinen klinik formdur.
Once hiponikyumun keratini enfekte olmaktadir. Enfeksiyon daha sonra tirnak
yatagim1 ve ardindan tirnak plagimi icerecek sekilde ilerlemektedir (Grover and
Khurana 2012). Fiziksel olarak goriiniimiiniin, onikoliz (tirnak yataginin tirnak
plagindan ayrilmasi durumu) ve subungual alanin kalinlagsmasi1 odugu sdylenmektedir.
Etiyolojik ajan olarak T. rubrum (en sik), T. mentagrophytes, T. tonsurans, E.

floccosum siralanmistir (Aggarwal et al 2020a).

Proksimal Subungual Onikomikoz (PSO): Yaygin olmayan siklikta goriinen klinik
formdur. Klinik olarak, PSO 16konisi, proksimal onikoliz, subungual hiperkeratoz ve
proksimal tirnak plaginin harabiyeti seklinde kendini gdstermektedir. Enfeksiyon
etkeninin 6nce proksimal tirnak kivriminin stratum corneum'unu isgal ettigi ve daha
sonra matrikse ve tirnak plagimn alt yilizeyine niifuz ettigi bildirilmistir (Baran, Hay,
Haneke, Tosti and piraccini 2006). PSO'un, 6zellikle HIV ile iliskili immiinosupresyon

durumunda olan hastalarda, birkag giin iginde birden ¢ok tirnagim etkilenebilmektedir



(Moreno-Coutifio, Toussaint-Caire, and Arenas 2010). Etiyolojik ajan olarak T.

rubrum (sik), T. megnini ve T. schoenleinii siralanmistir (Aggarwal et al 2020a).

Beyaz Yiizeysel Onikomikoz (WSO): Ayak tirnaklarinda siklikta goriinen
(~%10’undan sorumlu olan) klinik form olarak karsimiza ¢ikmaktadir. WSO, mantarin
birleserek tiim tirnak plagimi kaplayabilen kiiciik yiizeysel beyaz lekelere neden
olmaktdir. WSO etkenlerinin tirnak plagma ilk tutundugu yerin tirnagin dorsal
kisminin oldugu bildirilmistir (Piraccini and Alessandrini, 2015). Cogunlukla ayak
tirnaklartyla sinirhidir. Vakalarin ¢ogunda, izole edilen organizma T. mentagrophytes
olsa daT. interdigitale, Aspergillus spp., Acremonium spp., Fusarium spp. ve Candida
spp. gibi organizmalar da izole edilebilen etken organizmalar olarak

soylenebilmektedir (Aggarwal et al 2020a).

Endoniks Onikomikoz (EO): Diger tutulumlara gore daha az siklikta gortinen klinik
form oldugu sdylenebilmektedir. Tirnak plagi yiizeyi ve tinak kalinli§i normal
goriinmektedir. Mantar elemanlar tirnak yataginda ve hiponichiumda bulunmazken
tirnak plaginda ¢ok sayida mantar hifi goriilebilmektedir (Tosti, Baran, Piraccini and
Fanti 1999). EO tirnak yataginda hiperkeratoz veya onikoliz olmaksizin, etkilenen
tirnagin siit beyazi renk degisikligi, cukurlar ve lamellar boliinmelerle diizensiz genis
dalgalar olusturmasi seklinde tirnagi etkilemektedir. Etiyolojik ajan olarak T.
soudanense ve T. violaceum en ¢ok izole edilen mantarlardir. ( Elewski 1998,
Aggarwal et al 2020a).

Total Distrofik Onikomikoz (TDO): Kronik mukokutantz kandidiyazis vakalarinda
pirimer (birincil) veya onceki dort formdan herhangi birine ek olarak (sekonder)
goriilebilecegi bildirilmistir (Piraccini and Alessandrini 2015). Bu klinik tipin, plak,
tirnak yatagi ve matrisin tiim kalinlig1 dahil olmak iizere tiim tirnagin tamamen yok
edilmesi olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. lgili tirnagin kalinlasip opaklasarak sari-
kahverengi sekilde bir goriiniim kazandigi, ikincil tutulum s6z konusu ise distrofik hal
aldig1 ve pargalanarak kayboldugu belirtilmistir (Aggarwal et al 2020a, Grover and
Khurana 2012).



Candida Onikomikoz (CO): Tirnakta gézlemlenen onikomikozun yaklasik yarisinin
Candida tiirlerinden kaynaklandigi bildirilmistir. CO Klinik olarak, Candida paronisi,
Candida graniilomu ve Candida onikolizisi seklinde goriilebilmektedir. CO, normal
tirogenital sistem florasinda bulunan az miktardaki Candida spp. ile tirnaklarin kendi
kendine asilanmasi nedeniyle kadinlarda daha sik rastlanmaktadir. Aym zamanda
kadinlarda Ki rastlanma oraninin fazla olmasinin bir nedeni olarak sik sik su ve sabun
kullannmimnin bu duruma ortam hazirlamasi olarak bildirilmistir  (Jayatilake,

Tilakaratne and Panagoda 2009, Kose ve Giileg 2016).

2.1.2.0nikomikozun Tanisi ve Tedavisi

2.1.2.1. Tam

Karigik enfeksiyonlarda, tiim organizmalar tedaviye esit yanmit vermemesinin Klinik
zorluk yaratmaktadir. ideal taninin, optimal antifungal tedavinin secilmesine olanak
saglamak i¢in tiim aktif enfekte tiirlerin tanimlanmasi dahil olmak iizere hizli ve
eksiksiz olmasi gerektigi belirtilmektedir (Gupta, Hall, Cooper ve Ghannoum 2022).

Tablo 1’de verilen bilgiler tan1lama yontemlerinin bir 6zetidir.

Tablo 1. Onikomikoz tan1 yontemlerinin 6zeti (Gupta, Hall et al 2022).

Kullanioma  Canhhk

Hazir m? belirtir mi? Tanimlayict Sonu¢ Goreli Kullanim Detaylar

Tam Yontemi

Gorsel Tanllama

Maya ve hif yoluyla Teknik maliyetler: Diisiik,

KOH Performans: Laboratuvar
Evet Hay1r mantar . - L
Hazirlama varhizyvoklus teknisyeni/hekim; laboratuvarda,
gvy gt Zaman gereksinimleri: <1 saat
. Teknik maliyetler: Orta-Yiiksek,
Maya ve hif yoluyla .
Performans: Laboratuvar
PAS Boyama Evet Hayir mantar o
varh@i/yoklugu teknolojisi; !ak_)oratL_Jvarda,
Zaman gereksinimleri: <1 saat
Tirnak enfeksi Teknik maliyetler: Disiik,
Dermoskopi Evet Hayir tmak enfekstyonu ve Performans: Doktor; klinikte,
diger anormallikler e .
Zaman gereksinimleri: <1 saat
Mantar Teknik maliyetler: Diisiik,
U-FEI Gelistirilmekte Hayir varligyvoklug Performans: Doktor; Klinikte,
gryokiugu Zaman gereksinimleri: <1 saat
. Teknik maliyetler: Yiiksek,
Konfokal Evet Havt Maya \r/sahnls‘a)r/oluyla Performans: Laboratuvar
Mikroskopi i teknolojisi; laboratuvarda,

varhgvyoklugu Zaman gereksinimleri: <1 saat
Teknik maliyetler: Yiiksek,
Performans: Laboratuvar
teknolojisi; laboratuvarda,
Zaman gereksinimleri: <1 saat

Maya ve hif yoluyla
Evet Hayir mantar
varligr/yoklugu

Optik Koherens
Tomografi




Tablo 1. Onikomikoz tan1 yontemlerinin 6zeti (devam)

Kullanima Canhhk

Tam Yontemi . .
Hazir m?  Belirtir mi?

Tammlayici Sonug Goreli Kullamm Ayrintilan

Organizma Tanilama

Teknik maliyetler: Diisiik,
Dermatofitler/ Performans: Laboratuvar
Mantar Kiiltiirii Evet Evet . teknisyeni/deneyimli
NDM'ler/mayalar - .
mikolog; laboratuvarda,
Zaman gereksinimleri: Haftalar

Teknik maliyetler: Yiiksek,

Hayir pirimer bagimli: Performans: Laboratuvar
PCR Evet (yalnizca Dermatofitler/ teknisyeni/uzmani; laboratuvarda
6zel qPCR) NDM'ler/mayalar Zaman gereksinimleri: Saat-giin

(kullanilan yontemlere bagli olarak)

Evet Teknik maliyetler: Yiksek,

MALDI-TOF (test R Kiitiiphaneye bagli: Performans: Laboratuvar
Kiitle Evet oladl oz?tif Dermatofitler/ teknisyeni/uzmani; laboratuvarda,
Spektroskopisi ki ltp'r) NDM'ler/mayalar Zaman gereksinimleri: <1 saat test
e icin (Kiiltiir varsa haftalar)
Raman Kitphaneye baghs o T I e
Spektroskopisi Eelsipnclac Hayir R matofildy teknisyeni/uzmani; laboratuvarda,

LM ler/giygtar Zaman gereksinimleri: <1 saat,-

Gorsel Biiyiitme

Teknige bagli:
Mantar
Yapay Zeka (Al) Gelistirilmekte Hayir varligi/yoklugu veya
Tirnak enfeksiyonu ve
diger anormallikler

Teknik maliyetler: Orta
Performans: Ozel
yazilim; bilgisayar veya online
Zaman gereksinimleri: Dakika-saat

Potasyum Hidroksit (KOH), Periyodik Asit-Schiff (PAS), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
Gergek Zamanli/Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR), Matris Destekli Lazer
Desorpsiyon Iyonizasyonu-Ugus Zaman1 (MALDI-TOF), Ultraviyole Floresan Uyarma

Goriintiileme (U-FEI).

2.1.2.2. Tedavi yontemleri

Onikomikoz tedavisi, enfekte olmus tirnagin kimyasal veya cerrahi olarak
cikarilmasini (debridman), sistemik ilaglari, topikal ilaglari veya bunlarin bir
kombinasyonunu igermektedir (Ghannoum and Isham 2014). Onikomikoz tedavisinde
kullanilan oral antifungallerin karaciger hasar1 veya ilag-ilag etkilesimleri gibi
ozellikle yaslt popiilasyonda 6nemli olan yan etkileri olabilmektedir. El tirnaklarinin
enfeksiyonunun tedavi siireci, ayak tirnagi enfeksiyonlarina goére daha kisa

stirmektetedir (Elewski et al 2013).



2.1.2.2.1. Sistematik ilaglar

Onikomikoz tedavisi i¢in FDA onayli oral antifungallerin; griseofulvin, itrakonazol
ve terbinafin oldugu, flukonazol ve ketokonazoliin regete disi tedavi edici ajan olarak
kullamlmakta oldugu bildirilmistir (Aggarwal, Targhotra, Sahoo and Chauhan 2020b).
Oral tedavinin maliyetinin kismen daha diisiik olusuyla kullanilan ajanlarin kolaylikla
temin edilebilmektedir. Oral antifungallerin kullanimi ile elde edilen klinik iyilesme
sonuglar1 oldukca iyidir, ancak uzun tedavi siiresi, zayif biyoyararlanimi, ilag
etkilesimleri ve hepatotoksik etkileri tedavi tercihinde ve kullaniminda dezavantaj

olusturmaktadir (Gupta, Paquet and Simpson 2013).

Meta-analizler, terbinafin i¢in mikolojik tedavi oraninin %76, itrakonazol i¢in %63 ve
flukonazol icin %48’lik olarak etkili oldugunu, topikal tedavi mikolojik kiir
oranlarinin efinakonazol i¢in %55 ve tavaborole veya siklopiroks i¢in %36 oldugunu
gostermistir (Bodman and Krishnamurthy 2021, Drago, Micali, Papini, Piraccini and
Veraldi 2017, Wollina, Nenoff, Haroske and Haenssle 2016).

Terbinafin oral ve topikal olarak 6zellikle onikomikozda Trichophyton tiirleri igin
kullanilan bir antifungal ilactir. Bu ilag, skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek
mantar oldiiriicii aktivite sergilemektedir. Fakat terbinafine direngli enfeksiyon
bildirimlerinin artmakta oldugu sdylenmektedir. Hindistan'da, sekiz farkli lokasyonda
yapillan ¢ok merkezli bir g¢aligmaya gore terbinafine direngli izolatlarn son
prevalansinin %16 (Giiney Hindistan) ile %75-77 (Bati, Kuzey ve Dogu Hindistan)
arasinda degismis oldugu bildirmistir (Ebert et al 2020).

Yapilan bazi calismalar dermatofitlerin duyarlilik testinin rutin bir uygulama
olmadigini, bu nedenle terbinafin direncinin muhtemelen hafife alindigini
gostermektedir. Hindistan'da yapilan bir ¢alismada en sik bildirilen tedaviye direngli
dermatofitlerin klinik olarak en ¢ok tiiysiiz deriyi (tinea corporis, tinea cruris, tinea
faciei) etkileyerek enfeksiyon olusturduklarimi tespit etmislerdir (Gupta, Renaud,
Quinlan, Shear and Piguet 2021).



2.1.2.2.2. Topikal ilaglar

Topikal ilaglarin transungual olarak etki etmekte oldugu bildirilmistir. Transungual
ila¢ dagitimi, tirnakta meydana gelen ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek ve ilacin gerekli
olan dagitimim gergeklestirmek igin ilacin tirnaklar yoluyla verilmesini igeren bir
sistem olarak tanimlanmistir (Aggarwal 2020a, 2020b, Elkeeb, Alikhan, Elkeeb, Hui
and Maibach 2010).

Topikal antifungal tedavi siirecinde yasanan yan etki ve ilag-ilag etkilesimleri riskinin,
oral (sistemik) antifungal tedaviye gore daha diisikk oldugu bildirilmistir. Yiizeysel
beyaz onikomikoz i¢in topikal monoterapinin endike oldugu ve matriks tutulumu
olmaksizin ylizey alaninin %50'sinden daha azim etkileyen distal subungual
onikomikoz oldugunda bile topikal monoterapinin dikkate alinmasi gerekmektedir
(Gupta et al 2013).

Topikal tedavi, yiizeyel onikomikoz tedavisinde giiclii etki géstermekle beraber oral
antifungallerle birlikte (sinerjik olarak) kullanildiginda umut verici sonuglar
vermektedir. Bununla birlikte, topikal ilaglarin tirnak plagi boyunca zayif
penetrasyonu, ilacin enfekte bolgeye ulasmasindaki ana engel olarak goriilmektedir
(Aggarwal et al 2020b). Amorolfin, ciclopirox, efinaconazole ve tavaborole,
onikomikoz gibi hastaliklarda tedavi ig¢in onaylanmis topikal ilaglardir (Aggarwal et
al 2020a). Regete edilmemelerine ragmen ¢ay agaci yagi ( Melaleuca alternifolia ),
topikal mentollii merhem, yilan kokii 6zii (Ageratina pichinchensis ), Oktenidin
Dihidrokloriir (OCT-D) ve Hipokloréz Asit (HOCI) gibi maddeler antifungal tedavi
edici ajan olarak kullamlmaktadirlar (Giil ve Ciftci 2022).

Oktenidin Dihidrokloriir (OCT-D; 1,1’-(Decane-1,10-diyl)bis(N-octylpyridin-4(1H)-
imine)-hydrogen chloride), her molekiiliinde iki katyonik aktif merkez bulunduran ve
genis spektrumlu -hem gram pozitif hem de gram negatif bakterileri, mantarlar1 ve
birkag viral tiirii kapsayan- antimikrobiyal etkiye sahiptir. Aktif merkezler aracilig ile
hiicre duvarlarina ve zarlarina miidahale ederek bakterisidal/fungisidal etkiler
gostermektedir (Chum et al 2019). OCT-D cilde niifuz eden topikal olarak kullanilan

%0,1’lik derisimde Ozellikle cilde miidahalelerden (6rn. arteriyel veya vendz



kateterlerin yerlestirilmesi, ponksiyonlar, cerrahi prosediirler) dnce cilt antisepsisi i¢in
kullanilan bir antiseptiktir. Oktenidin ile alifatik alkollerin sabit kombinasyonlarinin
kiyaslandig bir ¢alismada, %0,1 oktenidin ile %30 propan-1-ol ve %45 propan-2-ol
kombinasyonu kullanilarak santral veya periferik venoz kateter yerlestirilmeden dnce
cilt antisepsisi uygulamalarimin, %74 etanol kombinasyonu kullanilarak yapilan cilt
antisepsisine gore onemli 6l¢iide daha etkili oldugu gosterilmistir. (Dettenkofer et al
2002). Yapilan bir ¢alismada 24 saat boyunca %10 propan-2-ol ile oktenidinin
kombine olarak ciltte kullanimi1 esnasinda ciltte hi¢bir yan etki bildirilmemistir. Alkol
bazli antiseptiklerin aksine OCT-D, 27. gebelik haftasindan 6nce dogan prematiire
bebeklerde cilt hasarina neden olmadigi séylenmektedir. Klorheksidin ve triklosanin
aksine, oktenidinin cilt yoluyla emilmedigi bildirilmistir (Hiibner, Siebert and Kramer
2010).

HOCI; su ve NaCl’nin elektrolizinin sonucunda elde edilmesinden dolayr ekonomik
oldugu aym zamanda da tiim memelilerde patojen mikroorganizmalara kars1 etkili bir
dezenfektan olarak kullanim alaninin olduk¢a genis oldugu bildirilmektedir.
Notrofiller, eozinofiller ve B lenfositler, enfeksiyonlara yanit olarak mitokondriyal
zara bagl nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz ile HOCI tiretmektedir. Elde
edilen HOCI, pH=3-6 seviyelerinde ulagsmak suretiyle maksimum antimikrobiyal etki
sergilemektedir. HOCI su igerisinde, H+ ve OCI™ olarak ayrisir ve proteinler {istiinde
denatiirasyon ile etki eder. HOCI; kloraminler ve azotlu radikaller olusturarak g¢ift
sarmalli DNA’lar pargalayarak viriisleri zararsiz hale getirmektedir (Alhbou 2020,
Ates 2020).

2.2. ANTIFUNGAL DIiRENC NEDIR?

kombinasyonuna da bagli olabilmektedir. Mikrobiyolojik direng ya birincil/dogustan
gelen ya da ikincil/edinilmis olarak ikiye ayrilabilmektedir. Dogustan veya birincil
direng, belirli bir ilacin aktivitesine direnmelerini saglayan bir tiirlin yapisal veya
islevsel dogal oOzelliklerini ifade etmektedir. Edinilmis veya ikincil direng,

organizmaya daha once duyarli iken daha sonra direng kazanarak adapte oldugu
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anlamina gelmektedir. Optimum olmayan dozlarin siirekli kullaniminin ayn1 zamanda
edinilmis antifungal direncin gelisimine sebep oldugu bildirilmektedir (Gupta et al
2021, Verma and Madhu 2017). Klinik direng, uygun ajanlarla yapilan tedaviye
ragmen enfeksiyonun devam etmesi olarak tammlanabilmektedir. Klinik direng tipik
olarak yanlis tami, yetersiz doz veya tedavi siiresi, zayif ilag penetrasyonu, tedaviye

uyumsuzluk ve yeniden enfeksiyondan kaynaklanabilmektedir. (Gupta et al 2021).

Antifungallerin fungistatik veya fungisidal etkilerine cevap olarak, mantarlar {i¢ temel

mekanizma kullanmaktadir. (Yegenoglu 2012):

1. Hiicre i¢inde ila¢ birikimini azaltarak, artmis efluks etkisi,

2. Hedef enzimde degisiklik yapmak (enzimin asir1 yapilmasi ile ilacin hedefine
afinitesini azaltarak),

3. Metabolizmada degisiklik yapmak (ergosterol biyosentez yolunun degisimi,
plazma membran sterol ve/veya fosfolipid bilesiminde degisiklige yol acarak,

gecirgenligi azaltarak, biofilm olusturarak vb.)

2.2.1. Antifungal Duyarhhk Testleri

Su anda mevcut olan referans yontemler, Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) tarafindan maya (CLSI, M27Ed4) ve kiifler (CLSI, M38Ed3) i¢in gelistirilen
mikrodiliisyon yontemi, CLSI tarafindan Candida spp. (flukonazol, vorikonazol)
(M44Ed3) ve dermatofit olmayan filamentli mantarlar (M51AE) i¢in gelistirilen disk
diftizyon yontemleridir ( Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI 2018, 2017,
2015, 2010). European Confederation of Antifungal Susceptibility Testing (EUCAST)
tarafindan CLSI yontemi modifiye edilerek mayalar (EUCAST E.DEF 7.3.2), konidya
formundaki kiifler (EUCAST E.Def 9.4) ve dermatofitler (EUCAST E.Def 11.0) igin
gelistirilen mikrodiliisyon yontemleri mevcut referans yontemlerdir (Arendrup,

Kahlmeter, Guinea and Meletiadis 2021, Arendrup et al 2020, Guinea et al 2022) .

2.2.1.1. Seyreltme (diliisyon) yontemleri
Iki temel seyreltme tiirii mikro seyreltme ve makro seyreltme olup, siv1 (broth) ve agar
en yaygin olarak kullanilan ortamlardir. Sivi seyreltme diliisyonlarinda, antifungal

ajanlar veya antibiyotikler siv1 besiyeri ile art arda iki kat seri diliisyonlar: (1, 2, 4, 8
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ve 12 pl) tiiplerde veya 96 kuyucuklu plaklarda yapilmaktadir. Bakteriler (mantarlarda
mikrokonidya siispansiyonu olarak hazirlanir) standart bulamkliga ayarlanip (0,5
McFarland) antibiyotikli besiyerlerinin tizerine eklenmekte ve bir gece 35-37 °C de
inkiibe edilmektedir (mantarlar i¢in McFarland ayar1 daha fazla ve bu siire daha
uzundur). Inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortaminin bulanikligina bakilarak MIK degeri
belirlenmektedir (Jorgensen and Turnidge 2015, Khan, Siddiqui ve Park 2019). Agar
seyreltme yonteminde, sivi seyreltmeden farkli olarak antifungal ajanlar veya
antibiyotikler agar ortamina seyreltilerek, plaklara agarin dokiiliip sertlesmesi ve agar
plakasinin ylizeyine bakteri hiicrelerinin uygulanmasi seklinde yapilmaktadir.

Yorumlanmasi bakteri iiremesine gore yapilmaktadir (Wheat 2001).

2.2.1.2. Disk difiizyon yontemleri

Bu yontemde, saf olarak izole edilmis bakteri kolonisi (mantarlarda mikrokonidya
slispansiyonu olarak hazirlanir) se¢ilmekte ve standart olan 0,5 McFarland bulanikliga
ayarlanmaktadir. Standartlastirilmig siispansiyon daha sonra katilastirilmig agar
plakasina asilanmaktadir ve antifungal ajanla veya antibiyotikle muamele edilmis
kagit diskler asilanmis plakaya hafifce yerlestirilmektedir. 35 °C'de bir gece boyunca
inkiibasyondan sonra disklerin etrafinda inhibisyon bolgeleri olusmaktadir
(Mantarlarda bu siire daha uzun olmaktadir) ve bu bolgelerin ¢ap1 antifungal ajan veya
antibiyotik konsantrasyonuna karsilik gelmektedir (Khan et al 2019, Reller, weinstein,
jorgensen and Ferraro 2009).

2.3. AKIS SITOMETRISI (FLOW CYTOMETRY, FCM) NEDIiR?

Akis sitometrisi, “tekli veya c¢oklu lazerlerden gecerken tamponlu tuz bazli bir
soliisyonda (kilif soliisyonunda) asil1 duran tek hiicreleri veya pargaciklari hizla analiz
eden bir teknolojidir’ (McKinnon 2018). Her pargacik, bir veya birden fazla floresan
parametresi i¢in goriiniir 151k sa¢ilimui ile analiz edilmektedir. Goriiniir 151k dagilima,
hiicrelerin muhtemel boyutunu gésterebilen ileri yon (ileri sagilim, FSC) ve hiicrelerin
i¢c karmagikligini veya tanecikligini gosteren 90° agili dikey yonde (yan sagilim, SSC)
olmak tizere iki farkli yonde Ol¢mektedir. Isik sagilimi floresan Olglimiinden

bagimsizdir (Sandhaus, Ciarlini, Kidric, Dillman and O'riordan 2010).

12



Floresan parametrelerinin 6l¢iilmesi igin 6rnekler, floresan proteinlerin transfeksiyonu
ve ekspresyonu (Orn: yesil floresan proteini), floresan boyalarla boyama (Orn: DNA
gibi niikleik asitleri etiketleyen propidyum iyodiir) veya floresan olarak konjuge
antikorlarla immiin boyama (Orn: floresan izothiyosiyanat, floresan izothiyosiyanat’a
konjiige edilmis CD3 antikoru) araciligi ile hazirlanarak floresan 1s1k altinda goriiniir
hale getirilmektedirler. Arastirilacak hiicreye baglanan bu floresan parametreler ise
renk algilayic1 dedektorler tarafindan belirli dalga boylarindaki 1simalar1 algilanarak
olgiilebilir hale getirmektedir (Cho et al 2010, Vembadi, Menachery and Qasaimeh
2019).

Akis sitometrisi, immiinoloji, viroloji, molekiiler biyoloji gibi bir¢ok disiplinde
uygulamalar1 olan gii¢lii bir aragtir. Kanser biyolojisinin, bulasici hastaliklarin ve
bagisiklik sisteminin incelenmesi i¢in olduke¢a etkili oldugu bildirilmektedir. Lenf
diigiimleri, dalak, kat1 timorler, mukozal dokular vb. gibi tek hiicrelere ayrilabilen kati
dokularin yam sira kemik iliginden ve kandan karisik hiicre popiilasyonlarina kadar
aynt anda farkli hiicrelerin bir arada oldugu oOrneklerin karakterizasyonuna izin
vermektedir (Jelinek et al 2017).

Akis sitometrisinin énemli bir 6zelligi de uygulama sonrasi, daha sonraki akis asagi
analizler i¢in hiicreleri tek tip popiilasyonlar halinde ayirabilmekte olusudur. Akis
sitometrisinde, boncuk analizi i¢in 96 kuyucuklu sistemler, mikroskopi ve akis
sitometrisini birlestiren sistemler ve kiitle spektrometrisi ile akis sitometrisini
birlestiren sistemler gibi belirli amaglar i¢in tasarlanmis cihazlar oldugu gibi ¢oklu

lazer sistemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Vembadi et al 2019).

2.3.1. Avantajlari
Hiz: Diger tekniklere nazaran hizlidir, binlerce hiicreyi saniyeler igerisinde analiz

edebilecek potansiyele sahiptir.
Duyarlilik: FCM ile hiicre 1s1ma yapmasa bile floresan problarla isaretlenerek

Olgiilebilir. Ayarlanabilen her dalga boyunun veya her partikiiliin ayri ayri sayilmasi

mumkindr.
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Dogruluk: Tek tip mikro kiireciklerin 1s1ik sagilimi ve fluorosan olgiimleri igin
varyasyon sabitinin (CV=standart sapma/ortalama) %] veya daha az oldugu

bildirilmistir.

Gruplama: Herhangi bir optik karakteristige veya bunlarin kombinasyonlart araciligi
ile hiicrelerin fiziksel olarak birbirlerinden ayrilmasina olanak saglamaktadir. Boylece

daha ileri analizler yapabilmek icin, spesifik hiicreleri elde etmek miimkiin olur.
Maliyeti: Cihazlarin kurulumunun maliyeti olduk¢a yiiksek olmasina ragmen,
kullamm ve bakim maliyetleri nispeten disiiktiir (Azkur and Aslan, 2012, Karaboz

Kayar ve Akar 2008, Olson, Zettler and Anderson 1989).

2.3.2.Dezavantajlari

Sinirh ¢6ziimleme: Tipik olarak bir hiicrenin ayrintili yapisal detaylari degil pik yapan
veya entegre edilmis sinyal proplarindan yayilan sinyalleri 6l¢ebilir. Bu sorun 6l¢iim
yapilmasi istenen yapilara 6zel olarak baglanan veya incelenmek istenen yapi disinda

kalan yapilara baglanan optik olarak aktif kimyasallar kullanilarak ¢o6ziilebilir.

Kiiciik 6rnek boyutu: Birgok FCM ¢ok kiiciik hacimleri (<0.5 mm) analiz

edebilmektedir. En kiigiik hiicreler yaklasik olarak 10° /ml olarak bulunurlar. Bu
nedenle her mikroorganizmanin veya farkli yapinin arastirilmasi 6ncesinde FCM
cihazina dogru ve uygun bir sekilde kalibrasyon ve modifikasyon ayarlanmasi
gerekmektedir (Kanev ve Muranli, 2015, Olson et al1989).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda T.C. Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi kiiltiir
koleksiyonunda saklanmis olan dermatofit suslart (9) ve onikomikozun ikincil etkeni
olarak kabul edilen mikroorganizmalar (2) ¢6zdiiriilerek kullamlmistir. Buzdolabinda
saklanan bu suslar canlandirildiktan sonra antifungal duyarlilik testleri yapilmis,
gorsel ve spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Kullanilacak olan
dezenfektanlarin (Hipoklor6z Asit ve Oktenidin Dihidrokloriir) etkinliginin analizi
icin agar diliisyon ile tiip diliisyon testleri ve canlilik tayini igin akis sitometrisi
kullamlmustir. Kontrol amagh antifungal olarak kullanilmakta olan Terbinafin de
calisamaya dahil edilmistir. Bu ¢alisma igin Sakarya Universitesi Girisimsel Olmayan

Aragtirmalar Etik Kurulu 18.02.2022 tarihli ve 37 sayili etik kurul izni alinmustir.

3.1. SABOURAUD DEXTROSE BROTH VE SABOURAUD DEXTROSE
AGAR BESIYERLERININ HAZIRLANMASI

Sabouraud dextrose brothun (SDB) hazirlanmasi i¢in toz SDB besiyeri (Beckton,
Dickinson, A.B.D.) 30 g/l olacak sekilde hazirlanacak miktara gore tartilmis ve balon
joje i¢ine aktarilmigtir. Ardindan hesaplamada kullanilacag: diisiiniilen kadar distile su
toz besiyeri listiine aktarilarak iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Balon jojenin agzi uygun sekilde
kapatilmistir ve 15 dk. 121 °C’de otaklav (Niive, Tirkiye) ile steril edilmistir.
Ardindan 20cc’lik enjektor ile 15 ml’lik steril tiiplere 8 ml olacak sekilde dagitilmustir.

Sabouraud dextrose agarin (SDA) hazirlanmasi i¢in toz SDA besiyeri (Becton
Dickinson, A.B.D.) 65 g/l olacak sekilde hazirlanacak miktarda tartilmis ve balon joje
icine aktarilmistir. Ardindan hesaplamada kullanilacag diisiiniilen kadar distile su toz
besiyeri Ustiine aktarilarak iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Balon jojenin agzi uygun sekilde
kapatilmigtir ve 15 dk. 121 °C’de otaklav ile sterile edilmistir. Besiyeri 40-45 °C‘ye
gelince onceden hazirlanmis olan bos petri kaplarina 1/3’ini kaplayacak sekilde
dokiilmistiir. Besiyerleri hazirlandiktan sonra kullanilmayacaksa petri kaplari ters
cevrilerek, sivi besiyerleri ise kullanima hazir olarak 5ml olacak sekilde tiiplere

paylastirilarak +4 °C’de saklanmustir.
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3.2. NUMUNELERIN HAZIRLANMASI

Sakarya Universitesi mikrobiyoloji laboratuvar1 kiiltiir koleksiyonunda bulunan
dermatofit suslar1 dolaptan ¢ikarilmis ve oda 1sisina gelene kadar beklenmistir. Bu
suslarin canliligini koruyabilmesi i¢in yilda bir alt kiiltiire alinarak buzdolabinda (+4
°C veya -20 °C) saklanmistir. Oda 1sisma gelen 15 ml’lik egik SDA bulunan tiiplerdeki

suslar igne 6ze yardimi ile alinmig 8 ml SDB bulunan steril tiiplere pasajlanmistir.

Ekimi yapilan tiipler her giin iyice ¢calkanmis ve kapaklar1 yarim tur agik birakilarak
37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu ¢alkalama islemi yildiz seklinde iiremeler goriilene
kadar tekrarlanmistir. Uremenin goriilmesinin ardindan igne 6ze yardmmu ile yildiz
goriiniimiindeki bir parca alinmis ve SDA’min orta noktasina ve kenarma tek nokta

ekim yapilarak pasajlanmistir.

Bonucuklu saklama besiyeri iginde onikomikoz etkeni olarak saklanmakta olan 2
Candida tiirii de ¢6zdiiriilerek SDA besiyerine ekimi yapilmistir. Bonucuklu saklama
besiyeri iginden ekim yapilirken besiyerine 4 boncuk aktarilmis ve besiyerinin her
yerine temasinin saglamak icin besiyerinin kapagi kapatilarak sallanmistir. Bir gece
iiremesi i¢in 37 °C’de etiivde inkiibe edilmis, tireme goriildiikten sonra tekrardan pasaj
alinmigtir. Candida albicans susunun tespiti i¢in ¢ozdiiriilen ve lireyen koloniler germ
tiip testine tabi tutulmustur. Ardindan dogrulama amaci ile MADITOF-MS cihazi

kullanilmastir.

Her tiipten iki tane SDA besiyerine ekim yapilmis ve ekimi yapilan plaklarin biri 37
°C’de etiivde, biri oda sicakliginda (24-28 °C) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda iki giinde bir kontrol yapilmistir. Yapilan gozlemlere gore plaklarin tistten
ve alttan goriiniimleri not edilmistir. Dillisyon testleri yapilana kadar ayda bir pasaj

alinarak dermatofitler canli tutulmustur.
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3.3. IDENTIFIDIKASYON

3.3.1. Mikroskobik inceleme
Kiif ve benzeri mantarlarin incelenmesinde siklikla kullamilan boya olan laktofenol
pamuk mavisi (LPM) isimli boya kullanilarak 6-7 giinliik olmus 9 farkli koloniden

alinan numuneler boyanmistir. Boyamada su yontem izlenmistir.

Her petri kabi igin bir lam numaralandirilmistir. LPM boyadan numaralandirilan lam
lizerine bir damla boya damlatilmistir. Daha sonra bir selefan bant pargasi kesilmis ve
plagin kapag1 acilip yapiskan kismi koloniye hafif¢ce bastirilmistir. Ardindan selefan
bant boya damlatilmis lama yapistirilmistir. 5-10 dk sonra mikroskop altinda tiirlere

0zgii makrokonidya, mikrokonidya ve hif yapilar1 aranmstir.

Hif yapis1 icermeyen iki susun kolonilerinden lam iizerine 6ze yardimui ile siiriilmiis
olup, ates ile sabitlenmistir. Ardindan hizli boyama yapilarak 100X’lik objektifte maya
hiicreleri gozlemlenmistir. Bu hiicrelere germ tiip testi uygulanmistir. Laktofenol
pamuk mavisi ile inceleme yapilirken “Medically important fungi: A guide to

identification” kaynagindan faydalanilmistir (Larone 1987).

3.3.2. Germ Tiip Testi

Onikomikoz etkeni olan ve Candida spp. oldugu bilinen iki susun ayrimini yapmak
icin bu yéntem kullanilmustir. Iki tiipe saglikli oldugu bilinen taze insan kamndan 0.5
ml insan serumu konmustur ve tiipler numaralandirilmistir. Kiiltiirde iireyen maya
kolonilerinden alinarak serumlu tiiplere inokiile edilmistir. Etivde 35-37 °C’de 1.5 saat
ve 3 saat bekletilmistir. Bekleme siirelerinin sonunda, tiipler etiivden ¢ikarilmus,
orneklerden birer damla lam {izerine konulmus ve lizerine lamel kapatilarak mikroskop
altinda incelenmistir. Germ tiip (¢imlenme borusu) pozitif (+) oldugunu séyleyebilmek
icin ¢imlenme borusunun eni, ¢iktig1 maya hiicresinin yarisi kadar olmasi, ¢iktigi
noktada daralma ve bogum olmamasi, kenarlarinin birbirine paralel uzanmasi ve tek
parga yani septasiz olmast durumlart gz oniinde tutulmustur. Test pozitif ise maya

mantar1 Candida albicans olarak isimlendirilmistir.
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3.3.3. Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/ Iyonizasyon Ucus Zamam
Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS)

Mikroskobik tamilamayi desteklemek ve dogrulamak i¢cin MALDI-TOF MS

(BioMerieux, Fransa) kullanilarak isimlendirme yapilmistir. Mikroskobik incelemenin

ardindan geng sayilabilecek (6-7 glinliilk) mantar kolonileri ve maya tiirleri MALDI-

TOF MS cihazina verilmistir. Cihazin okumadigi koloniler mikroskobik inceleme ile

isimlendirilmistir. Cihaza verilecek numunelerin hazirlanmasinda firmanin 6nerdigi

asagida anlatilan kiif tanilama yontemi izlenmistir.

Ekiivyon steril distile su ile 1slatildiktan sonra besiyerinin tizerindeki sporlardan alinip
ependorf i¢inde bulunan 900 pl %70’lik alkol (etanol) igerisine (%99’luk alkolii
%70’lik yapmak icin 700 pl alkole 300 ul distile su eklenmistir) daldirilmis ve
ekiivyon dondiiriilerek alinan numunenin sivi i¢ine dagilmasi saglanmistir. Sporlari
alirken besiyerine temastan kagimlmistir. Daha sonra ependorf tiipiin agz1 kapatilmig
30 saniye vortekslenmistir. Ardindan 14000 rpm 2 dk. santifiij edilmistir.

Stipernatant palete dokunulmadan uzaklastirilmistir. Alkoliin tamamen uzaklagmasini
saglamak icin tliplin agz1 kisa bir siire acik birakilmistir. Peletin i¢inde bulundugu
pendolf tiipiin i¢ine %70’lik 40 pl formik asit eklenmistir (%99’luk formik asitti
%70’lik yapmak i¢in 700 pl formik asiti 300 pl distile su eklenmistir). Eklendikten
sonra pipet yardimi ile karistirilmis ve 30 saniye vortkslenmistir. Ardindan tizerine 40
uL asetonnitril eklenmis ve tekrar 30 saniye vortekslenmistir. Bu islemden sonra 2 dk.

14000 rpm hizda santifiij edilmistir.

Santifiij sonrasi siipernatantta 1 pl cihaza verilecek olan slaytin kuyucuguna
damlatilmistir ve kurumasi beklenmistir. Maya tiirii mantarlar direkt slayta
stirilmistir ve 1 pl formik asit damlatilmistir. Formik asit kuruduktan sonra slaytta
bulunan tiim kuyucuklara 1 ul CHCA matriks sivist damlatilmistir. Slayt kuruduktan
sonra slaytin kayd1 yapilmistir ve cihaza verilerek analiz edilmistir. Bu yontem kiif ve

hifa igeren mantarlar i¢in rutinde kullanilan protokoldiir.
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3.3.3.1. MALDI-TOF MS i¢in alternatif matrikslerin denenmesi

CHCA matriksin modifiye edilmis olan iki versiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan
numuneler 3.3.3. nolu baslikta anlatilan sekilde kiif protokolii uygulanarak test
edilmistir. Bu yonteme alternatif olarak kullanilan formik asit, asetonitril, etanol
konsantrasyonlar1 degistirilerek, cihazin kendi matriksine ek farkli formiilasyonda
olan iki farkli matriks ve slayta tek damla matriks damlatilarak denenirken aym
zamanda slayta damlatilan matriks kuruduktan sonra ikinci kez damlatilarak 48 farkli

yontem ile beraber denenmistir.

3.4. AGAR DILUSYON TESTI

Kullanilacak dezenfektanlarin antifungal etkinliginin arastirilmasinda izlenilecek
yontemlerden biri de agar diliisyon metodudur. Bu test igin EUCAST de 6nceden
belirlenmis standart bir yontem bulunmamasindan dolay1 asagida belirtilen yontem
izlenmistir. Bu yontem iki kez tekrar edilmistir. SDA besiyeri 300 ml’lik besiyeri
hazirlanir gibi 250 ml i¢inde hazirlanip steril edilmistir. Bu islem 8 adet balon joje igin
tekrarlanmistir.  Sterilizasyon sirasinda stok ¢ozeltiler (dezenfektan c¢ozeltileri)
hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiler hazirlanirken asagidaki formiillerden faydalanilmistir®
(Arendrup et al 2021). Stok soliisyon hazirlanirken 50 ml i¢inde 300 ml’lik hazirlanir
gibi hazirlanmigtir. Hazirlanan stok ¢ozeltinin ¢ift kat seri diliisyonlart 8 steril kap

kullanilarak yapilmustir.

*Agirhik (mg) = [hacim (ml) x konsantrasyon (ug/ml)] / potens (ug/mg)
*Hacim (l) = [agirhk (g) X potens (ng/mg)] / konsantrasyon (pg/ml)

Stok ¢ozelti hazirlanirken ticari konsantrasyonun iki kat1 olacak sekilde hazirlanmistir.
Dezenfektanlar igin ticari konsantrasyonlar hedef miktarken, terbinafin igin
EUCAST’te QC tablolarinda belirtilen konsantrasyon (0,016 mg/l) dermatofit
etkenleri igin referans alinmistir. Dermatofit olmayan etkenler igin terbinafinin
literatiirde belirtilen MiK deger araliklari (32-2 mg/l) referans alinmistir. (Mota et al
2009, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Routine and
extended internal quality control for MIC determination and agar dilution for yeasts,
moulds and dermatophytes as recommended by EUCAST 2022). HOCI’nin toz hali
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bulunmadigindan dolay1 ticari konsantrasyonu direkt olarak stok ¢o6zelti olarak

kullanilmistir. Ticari derisim time killing testi ile arastirilmistir.

Hazirlanan her dezenfektan derisimi 22 um por ¢apina sahip siringa filtre ile
filtrelenerek sterilize edilmistir. Balon jojelerde bulunan steril edilmis olan besiyeri
40-50 °C 1stya geldiklerinde, hazirlanan dezenfektanlarin seri diliisyonlar sirayla
balon jojede bulunan sivi miktar1 300 ml’ye tamamlanacak sekilde eklenmistir. Daha
sonra bakteriyel kontaminasyonun Oniine ge¢gmek i¢in her balon jojeye derigimi 0.05
g/l olacak sekilde gentamisin eklenmistir. Ardindan diliie edilmis halde hazir olan
besiyerleri, derisimlerinin yazili oldugu bos steril petri kaplarina 1/3’ini kaplayacak
sekilde (4 mm kalinlikta) dokiilmiis ve donmasi beklenmistir. Her bir sus igin

sterilizasyon ve lireme kontrol amagl iKi tane dezenfektansiz besiyeri dokiilmiistiir.

Agarlar katilagirken saf kiltiirlerde elde edilen kolonilerden 6rnek alinarak %0.1
Tween-20 takviyeli steril distile su i¢erisinde ¢ozdiirtilmiistiir. Hif yapis1 iceren mantar
stispansiyonlar1 steril filtre kagidi yardimi ile siizdiiriilerek konidya siispansiyonu
hazirlanmistir. Konidya siispansiyonu i¢in 1.5-2 Mcfarlanda Candida spp. Tiirleri i¢in
0.5-1 Mcfarland ayarlanmistir.

Hazirlanan soliisyondan standart 6ze yardimi ile bir damla alinmis (20 pl) sterilizasyon
plagin disindaki tiim plaklara ekim yapilmistir. Daha sonra 37°C’de inkiibe edilmis ve
kontrol plaginda tireme goriilene kadar giinliik olarak kontrol edilmis ve not edilmistir.
Ureme gozlenmeyen plaklardaki konsantrasyon minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) olarak belirlenmistir.

3.5. TUP DILUSYON

Kullanilacak dezenfektanlarin antifungal etkinliginin arastirilmasinda ikinci yontem
olarak mikrodiliisyon yontemi kullanilacakti fakat yapilan 6n ¢aligmalarda
mikrodiliisyon plaklarindaki etken dis1 kontaminasyonun fazla olmasi, mantarlarin
hifal yapilarinin okumayr engellemesi durumlarinin Oniine gegilememesi Ve

dezenfektanlarin diliisyonlarimin SDB  besiyerine eklenmesi ile bulanik goriintii
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olusmasi gibi sebeplerden dolay1 bu yontem tiip diliisyon olarak 10 ml’lik steril kapakli
tiiplerde yapilmistir. Bu yontem uygulamrken EUCAST tarafindan yayinlanmis olan
E.Def 11.0 yontemi goz 6niinde tutulmustur. (Arendrup et al 2021) Ayni zamanda bu
calisma standart yontemde belirtilen RPMI 1640 besiyeri ile beraber SDB besiyeriyle
de her dezenfektan igin ayr1 ayr tekrarlanmistir. Her 1 ml diliie edilmis besiyeri igine

1-2 McFarland araligindaki inokulumdan 10 pl ilave edilmistir.

3.5.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Hazirlanan SDB ve RPMI 1640 besiyerleri, uygun sekilde sterile edildikten sonra ayr1
ayrt 10 mI’lik tiiplere, 5 ml olacak sekilde paylastirilmistir. Aynit zamanda her ¢aligma
tekrarinda her tiir i¢in 5 ml besiyeri eklenmis iki tiipten biri ireme kontrol tiipii digeri

ise hi¢bir islem uygulamadan sterilizasyon kontrol tiipii olarak ayrilmistir.

3.5.1.1. SDB besiyeri hazirlanmasi

SDB besiyeri kutuda yazan miktara gore 15 gram tartilmis ve balon joje igerisine
aktarilmistir. Uzerine 500 ml su eklenmistir ve ¢alkalanarak ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan
balon jojenin agzi uygun sekilde kapatilarak otoklav banti ile bantlanmistir. Daha
sonra otoklavda 15 dk 121 °C’de sterilize edilmistir.

3.5.1.2. RPMI 1640 besiyeri hazirlanmasi

Erlen igine 20,8 g RPMI-1640 + 36 g glikoz (%2 i¢in) + 69.06 g MOPS (3-(N-
morpholino) propanesulfonic acid) + 900 ml steril damitilmis su eklenmistir. Tozlar
¢ozdirtildiikten sonra ¢ozelti steril damutilmis su ile 1 litreye tamamlanmistir.
Hazirlanan karisim 0.22 um por ¢api bulunan siringa ucu filtre aracilig ile sterilize

edilmistir. RPMI 1640 besiyerinin bilesenleri EK-1"de verilmistir.

3.5.2.Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Dezenfektanlar icin test edilecek MIK araliklar belirlenirken, onikomikoz etkenleri
icin klavuzlarda deger belirtilmemistir. Dolayisi ile test edilecek olan araliklar
ayarlanirken ticari konsantrasyonlari ile beraber literatiirde daha 6nce yapilmis olan
calismalarda bulunan MIK degerlerinide icine alacak sekilde seyreltilmesine karar

verilmistir (Hiibner, Siebert and Kramer, 2010).
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Kalite kontrol amagli kullanilacak olan terbinafin antifungali icin EUCAST’de
bulunan QC tablolarinda T. rubrum igin gegici MiK (0.016mg/L) degerleri belirtilmis
olan Terbinafin antifungali QC tablosundaki MIK degerinin iki kati olarak
hazirlanmistir ve kontrol amagli ¢alismaya dahil edilmistir. Terbinafin antifungalinin,
dermatofit olmayan tiirler istiindeki etkinligi hakkinda QC tablolarinda bir deger
belirtilmediginden literatiirde yazan degerler deger araliklar1 (32-2 mg/l) referans
alinmistir. (Mota et al 2009; EUCAST 2022).

Stok c¢ozeltiler (dezenfektan cozeltileri) calismaya baslamadan once hazirlanirken
asagidaki formiillerden faydalanilmistir* (Arendrup et al 2021). Stok c¢ozeltiler
incelenecek duyarliligin iki kati olarak tartilmigtir ve steril distile su iginde
cOzdirilmiistiir. Stok ¢ozeltiler ¢alisma yapilacagi zaman hazirlanmistir ve 0,22 um
por ¢apina sahip siringa ucu filtreden gegirilerek sterilize edilmistir. HOCI’nin toz hali

bulunmadigindan dolay1 ticari konsantrasyonu farkli bir yolla arastirilmistir.

*Agirhk(mg) = [hacim(ml) x konsantrasyon (ug/ml)] / potens (ng/mg)
*Hacim(l) = [agirhk(g) x potens (ng/mg)] / konsantrasyon (pg/ml)

3.5.3.Inokuluma Katilacak Olan Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Tabloda, yatay formatta antifungal iceren mikroplate icin 8 mI’lik ve 12 mI’lik nihai
inokulum 6rnekleri hazirlanirken kullanilan antibiyotiklerin miktarlar1 verilmistir. Tiip
diliisyon icin kullanilacak olan miktarlarda, verilen bu formiillere gore hesaplanmastir.
Kloramfenikol ve sikloheksimidin toplam hacmi, inokulumun toplam hacminin
%0,8'ne karsilik gelmesinden dolay1 goérmezden gelinebilir oldugu yapilan
calismalarda vurgulanmaktadir (Arendrup et al 2021). Candida spp. ile yapilan
caligmada sikloheksimitin mayalara etki etmesinden dolay1 sadece kloramfenikol
kullanlmustir. Hazirlanan nihai inokulum hacmine bagli olarak inokiilum igine ilave
edilecek kloramfenikol ve sikloheksimid i¢in gerekli hacmin hesaplanmasina iliskin

talimatlar Tablo 2’de belirtilmistir.
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Tablo 2. Nihai inokulum hacmine bagli olarak katilacak olan kloramfenikol ve

sikloheksimid i¢in gerekli hacmin hesaplanmasi. (Arendrup et al 2021)

. Koloramfenikol i¢in gereken | Sikloheksimid icin gereken stok | Inokuluma
Inokulum .. . .. .
hacmi stok soliisyon hacmi soliisyon hacmi eklenen '
(50 000 mg/l) (100 000 mg/l) toplam hacim
100 mg /1x 5000 pl 600 mg /1x 5000 pl
5 ml* e/ B 10 ul e/ B _30 ul 40 pl
50 000mg/1 100 000 mg /1
100 mg /1% 8 000 pl 600 mg /1% 8 000 pl
8 mi =16 ul =48 ul 64 ul
50 000 mg/L H 100 000 mg/1 H H
100 mg/1x 12 000 ul 600 mg/1x 12 000 ul
12 mli e/ a9 ul e/ B -7 ul 96 pl
50 000 mg/1 100 000 mg/1
* Tiip diliisyon testinde 1 tiipe eklenecek olan antibiyotik miktari

3.5.4. Mikroorganizmalarin Ayarlanmasi

Her bir sus icin 3 agar plakasi hazirlanmistir. 3 agar plakasinin 4-7 giinliik kiiltiirlerinin
tizerine %0,1 Tween-20 ile takviye edilmis yaklasik 5 ml steril distile su
damlatilmistir. Tek kullanimlik steril ekiivyon yardimi ile koloniler ovulmustur. Daha
sonra pipet yardimui ile steril bir tiipiin i¢ine alinmistir. Tlipe alinan numune 15 saniye
vortekslenmistir. Tiipte bulunan numuneden hiflerin uzaklastirilmas: i¢in numune,
steril bir filtre kagidi ile stizilmiis ve siizilen numune inokulum olarak steril bir tiipte
toplannustir. Inokulumun mikrokonidya yogunlugu 1 McFarland (2-5x107) olacak
sekilde ayarlanmistir. Nihai inokulumu elde edebilmek icin (2-5x10°) siiziilen

inokulum 1:10 oraninda seyreltilmistir.

Candida tiirleri i¢in ekiivyon yardimi ile mayalar %0,1 Tween-20 ile takviye edilmis
yaklasik 5 ml steril distile su i¢erisine alimmistir. Stizme olmaksizin 0,5-1 McFarland
olarak yapilmistir. Inokulum 1:10 oraninda seyreltilerek nihai inokulum
hazirlanmistir. Nihai inokuluma, hazirlanan sikloheksimid ve kloramfenikol
filtrelenerek eklenmistir. Tiiplerdeki, canli mikrokonidiya ve maya konsantrasyonunu
korumak i¢in inokulum siispansiyonunun hazirlanmasindan sonraki 30 dakika icinde

agilanmustir.
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3.5.5. Diliisyon Tiiplerine Inokulumlarin Asilanmasi

Tiim diliisyon tiiplerine 5 mI’lik besiyeri eklenmistir. Kullanilacak dezenfektanin gift
kat seri diliisyonlarini hazirlamak i¢in ilk tiipe 5 ml stok ¢6zeltiden eklenmis ve pipetaj
yapilmistir. Daha sonra 5 ml ¢ekilip yandaki tiipe aktarilmis ve pipetaj yapilmistir. Son
iki tiipe kadar gelindiginde pipetajdan sonra 5 ml alinip atilmistir. Son iki tiipe Stok
cozelti eklenmemistir. Hazirlanan sikloheksimit ve kloramfenikol takviyeli asi
sispansiyonu vortekslenmis ve derisim yapilan tiiplerin hepsine ve antifungal
katilmamig tiiplerin birisine inokulum siispansiyonundan ml basina 10 pl olacak
sekilde 50 pl alinarak asilanmistir. Sadece besiyeri bulunan son tiip sterilite kontrol
tiipii olacagindan asilanmamistir. Hazirlanan tiipler, ortam 1sinda (25-28°C'de) ve
etiivde (35-38°C'de) ¢alkalanmadan inkiibe edilmistir. Tiipler {ireme kontrol tiipiinde
iireme goriillene kadar her giin incelenmistir ve MIK degerleri belirlenmistir.
Inkiibasyonun besinci giinde iireme tiipiinde her hangi bir bilyiime olmamasi
durumunda test tekrar edilmistir. MIK degeri belirlenirken oda 1sisinda ve etiivde
inkiibe edilen tiiplerden en yiiksek degere sahip olan derisim MIK degerleri olarak
kabul edilmistir.

3.5.6. Canhlik Kontrolii

Tiiplere ekimi yapilan mikrokonidya siispansiyonunun canliliindan emin olmak i¢in
10 pl inokulum siispansiyonu, %0,1 Tween-20 ile takviye edilmis 2 ml steril distile su
icinde seyreltilerek siispansiyon vorteks karistirici ile vortekslenmistir. Daha sonra bu
stispansiyonun 100 ul’si uygun bir SDA agar yiizeyine yayilmistir. Daha sonra

koloniler sayilana kadar 25°C-28°C'de inkiibe edilerek canlilig1 kontrol edilmistir.

3.6. HIPOKLOROZ ASITIN TiCARI KONSANTRASYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI

HOCT’nin mantarlar tizerindeki etkinligi igin iddia edilen deger %0,02°dir. Toz olarak
iretilemeyen HOCI’nin ticari derisimin iki kati1 olarak konsantrasyon ayari
yapilamamistir. Bundan dolay1 ticari olarak satilan konsantrasyonunun “Time Kill”

yontemi kullanilarak HOC1’nin etkinlik kapasitesi test edilmistir.
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3.6.1. Time-Kill yontemi

Ticari olarak satilmakta olan HOCI 5 ml’lik olarak 11 sus i¢in ayri ayr tiiplere
hazirlanmistir. Hazirlanan tiiplere tiip diliisyon yonteminde bahsedildigi gibi
hazirlanmis olan inokule edilecek mikroorganizmalardan 50 pl alimp, 5 mP’lik ticari
konsantrasyona pipetaj yapilarak eklenmistir. Ardindan 0, 5, 10, 15, 30 dakika kadar
37 °C’de inkiibe edilmistir. Bahsi gegen siirelerin her birinde ekimi yapilan tiiplerden
20 pl pipet yardimi ile alinarak, SDA besiyerine ekilerek 24-48 saat 37 °C’de en fazla
5 giin inkiibe edildikten sonra iireme olup olmadig1 kontrol edilerek time-kill yontemi

ile HOCI’nin ticari konsantrasyonunun etkinligi belirlenmistir.

3.7. MINIMUM FUNGISIDAL KONSANTRASYON (MFK)

Antifungal igermeyen SDA plaklar1 ekim i¢in dnceden hazirlanmis ve ekilecek derisim
plagin iizerinde yazilmistir. Tiip diliisyon yénteminin sonucunda MiK degeri olarak
belirlendigi tliplerden ve iireme goriilmeyen tiip de dahil olmak {izere diger iireme
olmayan tiiplerden 10 pl numune alinmistir. Alinan numuneler daha onceden
hazirlanan dezenfektan igermeyen SDA plaklarmma konsantrasyonun degeri yazan
bolgeye asilanmistir ve 6ze yardimi ile yayilmistir. Degerlendirme igin en fazla 5
giinlik hem oda 1sisinda hem de etiivde inkiibasyona birakilmistir ve giinliik olarak
ireme durumu kontrol edilmistir. Ureme olmayan asi1 derisimi MFK olarak

belirlenmistir.

3.8. AKIS SITOMETRISI

Akis sitometrisinde test edilecek organizmalar olarak dermatofitlerin hifal yapilarinin
filtrelenmesine ragmen yeterince uzaklastirilamamasindan ve yanlis sonu¢ verecegi
diistiniildiigiinden dolay1 onikomikoz etkeni olan fakat hif yapisi igermeyen Candida
tirleri bu metot ile analiz igin segilmistir. Bu tiirler tizerinde dezenfektan ve antifungal
etkinligi akis sitometrisi ile test edilmistir. Akis sitometrisi ile yapilacak olan
caligmada onikomikoz etkenlerinin antifungal ve dezenfektanlarla muamelesi

sonrasinda 0. Saat ve 24. Saatteki 6ldiirme orani analiz edilmistir.
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3.8.1. Optimizasyon Calismalari

Yapilan literatiir taramalarinin neticesinde ¢aligmalarimizda kullanilmak igin hem
canli hem de 6lii mikroorganizmalar1 boyayan SYTO 9 (Thermo Fisher, A.B.D.) ve
sadece Olii mikroorganizmalari boyayan propidyum iyodiir (PI) (Thermo Fisher,
A.B.D.) boyasi secilmistir (Vanhauteghem et al 2017). Ilk boyama denemesinde SDB
icinde antifungal ile Oldiiriilmiis, etanol ile 6ldiiriilmiis ve sadece canli mayalar
kullanilmigtir. Besiyeri i¢inde siispanse olan ve boyasiz canli mayalar okutularak
boyasiz mayalarin otofloresan diizeyleri saptanmaya ¢alisilmistir. Bu 6n ¢aligmalardan
sonra bakterilerin 1 ve 2 McFarland ayar1 yapildi ve belli oranlarda diliie edildi. Cansiz
mayalarin siispansiyonunu hazirlamak i¢in 15-30dk %99.9luk soguk etanol ile
muamele edilmistir. Daha sonra 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmis ve etanol
uzaklastirnlmistir. Yeniden besiyeri ile siispanse edilerek optimum maya yogunlugunu
saglamak i¢in 6lii mayalarin bulaniklig1 1 ve 2 McFarland olarak ayarlanarak deneme

yapimustir.

Baslangigta bir 6lii Pl ile boyali, bir canli SYTO 9 ile boyali bir de canli boyasiz olmak
tizere Iml’lik maya siispansiyonu iceren 3 tiip hazirlanarak daha onceki ¢alismalarda
kullanilan konsantrasyonlara alikotlanmis boyalardan SYTO 9 (3 mg/ml) ile canli
mayalar ve Pl (50 mg/ml) ile 6lii mayalar boyanmuistir. PI’nin boyamasi katilan oranlar
boyamasi yeterli bulunurken SYTO 9 boyasinin boyamasi yetersiz bulunmustur.
SYTO 9’un optimasyonu igin 1, 2, 4, 6 ve 10 pl boyalar katilarak boyama serileri
yapilmistir. Bu denemenin neticesinde boyama olmasina ragmen yeterli 1sima
olmadig1 goriilmiistiir. Bunun kullamlan s1v1 besiyerinin boyay1 maskeleme ihtimaline

dayanarak PBS ile yikanmis canli ve 6lii maya siispansiyonlar1 hazirlanmistir.

Ayn1 zamanda 6nceden hazirlanmis alikotun 1s1ma giiclinii kaybettigi optimizasyon
calismalar sirasinda gozlenmis olup kullanilacak SYTO 9 boyasimin konsantrasyonu
en basgtan ayarlanmigtir. Boyanin satisinin yapildigi sitede bulunan kullanim

kilavuzunda (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S34854  Erisim

Tarihi: 15 Mayis 2023) belirtilene gore dkaryotlar i¢cin kullanilacak aralikta olacak
sekilde stok konsantrasyon DMSO ile seyreltilmistir ve 30 dk karanlik ortamda

inkiibasyonu saglanmaistir.
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SYTO 9 hazirlanmirken stoktan (5 mM/ 100 pl) 1 ul alinmis 200 pul DMSO igerisinde
¢Ozdiiriilmiistiir. PI hazirlanirken baska ¢alismalar igin seyreltilmis stoktan (100 mg/5
ml) 1 ul alimp 1000 pl distile su igerisinde iyice ¢ozdiirilmiistiir

SYTO 9 boyasinin besiyerinin i¢inde bulunan bilesenlerden etkilenip etkilenmedigini
gormek i¢in PBS ve SDB ortamlarindan alinan canli maya siispansiyonlarindan 200
pl her bir ortam igin 2 ser tane olacak sekilde ayri ayri alindi. PBS’1i tiiplere ayr1 ayri
2 ve 4 ul olacak sekilde SYTO 9 damlatild1 ve yarim saat inkiibasyonun ardindan 200
pul PBS eklenerek okutuldu. Aynmi yontem SDB’li tiipler i¢inde uygulandi. Bu
okutmalardan PBS ile yikanarak 2 pul SYTO 9 kullamlmasimin optimum okuma

sagladig1 goriilmiistiir.

SYTO 9 da oldugu gibi PI boyasinin optimizasyonu i¢cin PBS ve SDB cansiz maya
stispansiyonlarindan 200 pl her bir ortam igin 2 ser tane olacak sekilde ayr1 ayri alindi.
PBS’li tiiplere ayr1 ayrt 2 ve 4 pl olacak sekilde PI damlatildi ve yarim saat
inkiibasyonun ardindan 200 ul PBS eklenerek okutuldu. Ayni yontem SDB’li tiipler
icinde uygulandi. Bu okutmalardan PBS’ile yikanarak 2 pl PI kullamlmasinin

optimum okuma sagladig1 gorilmistiir.

Son olarak hem canli hem cansiz mayalarin tiip i¢erisinde karigik halde bulundugu bir
calisma denenmistir. Bu ¢alisma icin besiyerinin uzaklastirildigi ve PBS ile yikanmig
olarak ayarlanan siispansiyonlar denenmistir. 200 pl’lik 2 adet canli, 2 adet 6lii, toplam
4 adet canli ve cansiz maya silispansiyonu igeren tiipler hazirlanmistir. Canh
slispansiyonlarin igerisine 2 pl SYTO 9, cansiz siispansiyonlarin igerisine 2 ul PI,
karigik siispansiyonlardan 2 tiipe hem PI hem de SYTO 9 boyalarindan 2 pl katilmistir
ve 30 dk inkiibasyona birakilmistir. 2 tiip boyanmamis karigik slispansiyon dl¢tim
amna kadar beklemistir. Inkiibasyon sonrasi her bir tiipe 200 ul PBS eklenmistir.
Olgiimleri yapilmis sirasi ile dnce canli, sonra cansiz, daha sonra karisik ve en son
karigik fakat boyasiz mayalar okutulmus, her bir adimda gerekli kapilama iglemleri ile
beraber kompanzasyon ayari yapilmistir. Bunun sonucunda optimum 6l¢limiin bu

sekilde yapilmasina karar verilmistir.

27



Flow sitometri’de kullanima hazir olarak gerekli oranda sulandirilan boyalarin 1siktan
koruyarak +4-8 °C’ de saklansa bile 14 giiniin sonunda floresan &zelliklerinin
kayboldugu goriilmiistiir. Bu nedenle her ¢alismadan 6nce -20°C’de alikotlanmis

kullanima hazir boyalar ¢ozdiiriiliip sulandirilarak ¢alisilmasina karar verilmistir.

3.8.2.Candida albicans Ve Candida parapisilosis Tiirleri Uzerindeki Antifungal
Etkinligin Akis Sitometrisi Yontemi ile Gosterilmesi
Yapacagimiz flow sitometrik calisma FACS Calibur flow sitometri cihazi (Becton
Dickinson, A.B.D.) ile yapilmustir. OCT-D (1000 mg/l) ve HOCI (200 mg/l) igin ticari
konsantrasyonda Terbinafin i¢cin yapilan c¢alismalarda tiire 6zgii MFK oldugu
diistiniilen (64 mg/l ve 32 mg/l) konsantrasyonlarda birer tiip hazirlanmistir (Yiicel ve
Kantarcioglu 2003, Sakarya, Giinay, Oztiirk ve Ertugrul 2013, https://www.ataman-
chemicals.com/urunler/oktenidin-dihidroklorur-519.html Erisim tarihi: 4 Mart 2023)
Bu tiipler 3 ml besiyeri ve arastirilan antifungal konsantrasyonunu igermektedirler.
Ayn1 zamanda her bir antifungal i¢in bir iireme kontrol bir sterilizasyon kontrol tiipii

hazirlanmistir.

Her 1 mP’lik besiyeri i¢in 1-1,5 McFarland mikroorganizma siispansiyonu ayarlanip
10 pL almp tiiplere ekimi yapilistir. Ekimin yapilmasinin ardindan 0. saatteki
Olgtimler i¢in siispansiyonlardan 1 ml alinmisg ve dnceden hazirlanan okuma tiiplerine

aktarilmistir. Kalan siispansiyon 5 ve 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Alinan 1 mP’lik hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 20 dk santifiijiin ardindan 2 kez PBS
ile yikanmistir. Yikanan tiiplere 2 ul SYTO 9 boyasi, 2 pl PI boyasi eklenmistir.
Karanlikk ortamda 15-30 dk inkiibasyonda bekletilerek mayalarin boyanmasi
saglanmigtir. Bu asamadan sonra flow sitometri ile okuma asamasina gegilmistir.

Islemler 5. ve 24. saatte tekrarlanmustir.
Floresan boyalar i¢in kullanilan uyarma/emisyon maksimum SYTO 9 i¢in 480/520 nm

ve propidyum iyodiir i¢in 500/640 nm olarak ayarlanmistir. SSC-A/FITC-A

kanallarinda maya siispansiyonlar1 okutulmustur. Ilk énce hazirlanmis olan iireme
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kontrol tlipli okutulmustur. Bu tiip pozitif kontrol olarak kullanilmis olup, kapilama
islemi bu okumadan ¢ikan dot blot goriintlisiine gore yapilmistir. Kapilama yapilan
alanda kontrol tiipti ile antibiyotik igeren tiipler FITC-A grafiginde iist {iste getirilerek
karsilastirilmistir. Bu veriler FACS comb programu ile analiz edilmistir. Kullanilacak
SYTO 9 ile boyanmis goriinen kisim tiim bakterilerin sayisim gostermekte iken Pl
boyasi ise sadece Olii bakterilerin sayisint gostermektedir. Antifungal ile muamele
edilen mayalarin, muamele edildikleri antifungale gére zamana bagli Oliimiiniin

kiyaslamas1 PI boyanin tutulumuna bagli olarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, T.C. Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi kiiltiir
koleksiyonunda bulunan 11 adet onikomikoz etkeni kullanilarak dezenfektanlara karsi
olusturduklar1t MIK degerleri ve dezenfektanlarin canlilik {izerine etkisi incelenmistir.
SDA besiyerine ekimi yapilan dermatofitlerin ve onikomikoz etkenlerinin
makroskobik incelenmesinde koloninin iireme hizi, yilizey goriiniimii, yiizey rengi ve
taban rengi gibi 6zellikler degerlendirilmistir. Ekim yapildiktan sonra 24+2 ve 37+1
°C olmak iizere iki ortamda inkiibasyon es zamanli yapilmig olup oda 1sis1 ortaminda
bulunan etkenlerin daha hizli biiytidiigli gozlemlenmistir. Ekimi yapilan numunelerin

kacinci giinde tiredikleri ve goriintiileri hakkindaki bilgiler Tablo 3’de belirtilmistir.

Tablo 3. Suslarin SDA besiyerinde iireme bilgileri ve goriiniimleri

Sus Ureme 5 50 Alttan Goriiniimi*  Plagin Ustten Goriiniimii*
Numaras1 Zamani
1 2. iin Sart senisleven edriinim Beyaz pamuksu kabarik ortasi
s genyieyen g ¢Okiik koloni.
2 2. glin Sar1 genisleyen goriiniim Beyaz pamuksu kabartk
-8 gemyieyen g olmayan ortasi ¢okiik koloni.
3 2. glin Sardan turuncu ya donen Beyaz pamuksu kabarik koloni
goriiniim
Yumurta goriiniimiinde ortasi
4 3. glin Turuncu renk gériiniim turuncu ¢evresi beyaz pamuksu
koloni
. Saridan kahverengiye Beyaz kabarik olmayan
5 2. glin .. e -
dbénen goriiniim pamuksu koloni
. Sar1 genisleyen kirisik . e e
6 3. glin gBriinim Beyaz koloni devetiiyii goriiniim
. . T Beyaz devetiiyii gériintimli
! 3. glin Sari genileyen goriinim besiyerini kaldiran koloni
Kahverengi/turuncu
8 1. eiin Sriintim ergnbe-turu ncu Kabarik olmayan kivrimli hifli
-8 g p besiyerini kaldiran koloni
pigment
9 1 aiin Kingik yesil-beyaz dalgali Siyah renkte kabarik bol sporlu
gl gorunim goruniim
10 1. glin Krem rengi goriiniim Burusuk kivrimli koloniler
11 1. giin Krem rengi goriiniim Beyaz, kremsi, parlak ve diiz

koloniler
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Dermatofit etkenleri ortalama 2. giinde net bir koloni olusturmakta olduklari
gozlenmistir. Hif yapisi olusturan etkenlerin listten beyaz pamuksu kadifemsi bir
goriinim sergiledikleri alttan goriiniimlerinde ise genellikle kahverengi turuncu

renkler sergiledigi gorilmiistir.

Caligmada kullanilacak suslarin dogrulugundan emin olmak i¢in 6 giinlik
kolonilerden 6rnek alinarak LPM boya ile boyanarak, makro ve mikrokonidya varligi
saptanmustir. Bu sayede mikroskobik olarak isimlendirilmistir. Resim 1’de bazi
dermatofit etkenlerinin olgun Kkolonilerinden alinan mikroskobik goriintiileri
verilmistir. Resim 2’de dermatofit etkenlerinin olgun kolonilerinin goriiniimii

verilmistir.
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Resim 1. Onikomikozun birincil etkenlerinin LPM boya ile hif, makrokonidyumlari

ve mikrokonidyumlari. Resim 1 (A) Trichphyton tonsurans; Resim 1 (B) Trichphyton erinaceii;
Resim 1 (C) Microsporum gypseum; Resim 1 (D) Microsporum nanum; Resim 1 (E) Trichphyton
rubrum; Resim 1 (F) Microsporum canis Resim 1 (G) Fusarium Soloni komplex, Resim 1 (H)

Trichphyton violaceum

31



Resim 2. Onikomikozun birincil etkenlerinin SDA besiyerindeki olgun kolonilerinin

besiyerinin {istlinden ve altindan (zemininden) goriiniimleri. Resim 2 (1a) Trichphyton
tonsurans ' alttan goriintimii; Resim 2 (1b) Trichphyton tonsurans ' lstten goriiniimii; Resim 2 (2a)
Trichphyton erinaceii’nin alttan gdriiniimii; Resim 2 (2b)Trichphyton erinaceii nin istten goriinimd;
Resim 2 (3a) Microsporum gypseum 'un alttan goriiniimii; Resim 2 (3b) Microsporum gypseum 'unn
istten goriiniimii; Resim 2 (4a) Microsporum nanum un alttan goriiniimii; Resim 2 (4b) Microsporum
nanumun Ustten gbriinimi; Resim 2 (5a) Trichphyton rubrum un alttan gdriiniimii; Resim 2 (5b)
Trichphyton rubrum 'un iistten goriiniimii; Resim 2 (6a) Microsporum canis ’in alttan goriiniimii; Resim
2 (6b) Microsporum canis’in iistten gorliiniimii; Resim 2 (7a) Fusarium Soloni komplex’in alttan
gorliiniimii; Resim 2 (7b) Fusarium Soloni komplex'in iistten gériiniimii, Resim 2 (8a) Trichphyton

violaceum’un alttan gériiniimii, Resim 2 (8b) Trichphyton violaceum 'un distten goériintimil.
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Mikroskobik isimlendirme yapilirken “Medically Important Fungi: A Guide to
Identification” kaynagindan faydalamlmistir (Larone 1987). Ardindan MALDI-TOF
MS ile kesin isimlendirmeleri yapilmistir. Mikroskobik olarak ayrim yaparken
Fusarium tiri yanlhs isimlendirilmis olup otomatize sistem ile dogru
isimlendirilmistir. Bu durum otomatize sistemle dogrulamanin  6nemini
gostermektedir. Bu iki yontemin Kkarsilagtirilabilir sonuglari ve tiir bazinda

smiflandirmalar Tablo 4°de belirtilmistir.

Tablo 4. Suslarin tanilanmasinda kullanilan yontemlerin kiyaslanmasi

izolat Numarasi Laktofenol Pamuk Mavisi ile MALDI-TOF MS
mikroskobik tanillama ile tanillama
1 Trichphyton spp Tanilama yapilamamsgtir
2 Trichphyton spp T. erinaceii
3 Microsporum spp M. gypseum
4 Microsporum spp Tanilama yapilamamustir
5 Trichphyton spp T. rubrum
6 Microsporum canis M. canis
7 Trichphyton spp T. violaceum
8 Trichphyton spp Fusarium solani complex
9 Aspergillus niger Aspergillus niger
10 Candida albicans* C. albicans
11 Candida spp.** C. parapsilosis

*germ tip testi (+); **germ tiip testi (-)

MALDI-TOF MS ile tamlama ig¢in cihazin kendi matriksinin yetersiz okuma
sergilemesinden dolay1 alternatif matriksler ve proteinlerin agiga ¢ikmasi igin
kullanilan kimyasallar farkli konsantrasyonda kullanilarak 48 farklt ydntem
denenmistir. MALDI-TOF MS ile tanilama i¢in farkli iki matriks denenirken cihazin
okuyamadig1 dordiincii izolat M.nanum olarak bulunmus olup tiim identifikasyon
denemelerine ragmen, cihazin okuyamadig1 birinci izolat mikroskobik goriintiisiine
gore T.tonsurans olarak isimlendirilmistir. Denenen matrikslerin 11 organizma igin

elde edilen sonuglar1 Tablo 5’de belirtilmistir.
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Tablo 5. MALDI-TOF MS ile tanilama i¢in yapilan alternafit matriksler ve cihaz

matriksinin kiyaslanmasi

Kimyasallar
Etano Formik  pgetonitril (Ciaz - Matriks - Matriks - Okuma
Yontem
1. yontem %70°1ik 900pl  %70’lik 40ul 40 pl 1 pl - - 5/11
2. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 60ul 40 pl 1 ul - - 5/11
3. yontem 9%99,9°Tuk 900 ul  %70’lik 40ul 40 pl 1 ul - - 8/11
4. yontem %99,9°luk 900 ul  %70’lik 60ul 40 pl 1 pl - - 7111
5. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 60ul 60 pl 1 ul - - 8/11
6. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 40ul 60 pl 1pl - - 8/11
7. yontem %99,9°luk 900 nl - %70’lik 60ul 60 pl 1 pl - - 8/11
8. yontem %99,9°’Tuk 900 ul  %70’lik 40ul 60 pl 1 pl - - 8/11
9. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 40ul 40 ul 2 ul - - 6/11
10. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 60ul 40 pl 2 pul - - 7/11
11. yontem %99,9°luk 900 ul  %70’lik 40ul 40 pl 2ul - - 7111
12. yontem %99,9’luk 900 pl  %70’lik 60pul 40 pl 2 ul = - 8/11
13. yontem %70’1ik 900 ul ~ %70’lik 60pul 60 pl 2ul - - 8/11
14. yontem %70’1ik 900 ul ~ %70’lik 40ul 60 pl 2ul - = 8/11
15. yontem %99,9°’uk 900 ul  %70’lik 60pul 60 pl 2 ul - - 8/11
16. yontem 9%99,9°Tuk 900 ul  %70’lik 40ul 60 pl 2 ul - - 8/11
17. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 40ul 40 pl - 1ul - 4/10
18. yontem %70’1ik 900 ul ~ %70’lik 60ul 40 pl - 1 pl - 311
19. yontem 9%99,9°1uk 900 ul  %70’lik 40ul 40 ul - 1l - 2/11
20. yontem %99,9°uk 900 ul  %70’lik 60ul 40 pl - 1 pl - 7111
21. yontem %70’1ik 900 ul ~ %70’lik 60ul 60 pl - 1 pl - 5/11
22. yontem %70’1ik 900 ul ~ %70’lik 40ul 60 pl - 1ul - 7111
23. yontem %99,9°Tuk 900 ul  %70’lik 60ul 60 pl - 1ul - 6/11
24. yontem %99,9°’Tuk 900 ul  %70’lik 40ul 60 pl - 1ul - 5/11
25. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 40ul 40 ul - 2 ul - 111
26. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 60ul 40 pl - 2ul - 6/11
27. yontem %99,9°uk 900 nl  %70’lik 40ul 40 pl - 2ul - 5/11
28. yontem 9%99,9°1uk 900 ul  %70’lik 60ul 40 ul - 2 ul - 8/11
29. yontem %70’1ik 900 ul ~ %70’lik 60pul 60 pl - 2ul - 6/11
30. yontem %70°1ik 900 ul  %70’lik 40ul 60 pl - 2ul - 7/11
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Tablo 5. MALDI-TOF MS ile tanilama i¢in yapilan alternafit matriksler ve cihaz

matriksinin kiyaslanmasi (devami)

31.yéntem  %99,9'luk 900 pl  %70’lik 60ul 60 pl - 2l - 1/11
32.yontem  %99,9'luk 900 ul  %70’lik 40ul 60 pl - 2 ul - 8/11
33. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 40pl 40 pl - - 1ul 6/10
34. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 60pl 40 pl - - 1 ul 6/11
35.yontem  %99,9'luk 900 pl  %70’lik 40ul 40 pl - - 1ul 7/11
36.yontem  %99,9°luk 900 ul  %70lik 60ul 40 pl - - 1 ul 9/11
37. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 60ul 60 pl - - 1ul 7/11
38. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 40ul 60 pl - - 1ul 7/11
39.yontem  %99,9'luk 900 pl  %70’lik 60ul 60 pl - - 1ul 8/11
40.yontem  %99,9'luk 900 pl  %70’lik 40ul 60 pl - . 1ul 9/11
41. yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 40ul 40 pl - ’ 2 ul 7/11
42. yontem %70°lik 900 ul ~ %70’lik 60ul 40 pl - - 2 ul 8/11
43.yontem  %99,9°luk 900 pl  %70’lik 40ul 40 pl - - 2 ul 8/11
44.yontem  %99,9'luk 900 pl  %70’lik 60ul 40 pl - - 2l 9/11
45, yontem %70°1ik 900 ul ~ %70’lik 60ul 60 pl - - 2l 9/11
46. yontem %70°lik 900 ul ~ %70’lik 40ul 60 pl - - 2 ul 9/11
47.yontem  %99,9°'luk 900 pl  %70’lik 60ul 60 pl - - 2l 9/11
48.yontem  %99,9'luk 900 pl  %70’lik 40ul 60 pl - - 2l 9/11

Cihazin asil matriksi, matriks 1 ve martiks 2 denendiginde en optimal okuma igin
protokolde belirtilenin 2 kati matriks kondugunda daha iyi sonuglar alindig:
gozlemlenmistir. En 1yi okumalarin ise matriks 2 ile denenen yontemler sonucunda
alindig1 goriilmiistir. MALDI-TOF MS ile 11 susun okutulmasina dayali yapilan
calismanin sonucunda cihaz matriksi yaklasik %72’lik okuma saglarken hazirlanan
matriks 1 %10-36 aras1 okuma gostermistir ve hazirlanan matriks 2’nin okuma orani

yaklasik %81,8 olarak bulunmustur.

EUCAST standartlarinda mantarlar i¢in kullanilan standart agar diliisyon metodu
bulunmamasindan dolay1 bir standarda bagli kalinmamistir. Degerlendirmeler kontrol
plaginda tireme goriildiigiinde (2. glin) ve besinci giinde yapilmistir. Onikomikoz
etkenleri kullanilarak farkli diliisyonlarda ki dezenfektanlar ve antifungal ile yapilan

calismada bulunan MiK degerleri Tablo 6, Tablo 7 ve Tablo 8°de belirtilmistir.
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Tablo 6. Onikomikoz etkenlerinin OCT-D dezenfektan: igin agar diliisyon ile MIK

degerleri

izolatlarin isimleri MIK Dagilimlar (mg/l)

1000 500 250 125 62,5 31,25
1. T.tonsurans - - - - - -
2. T.erinaceii - - - - - -
3. M. gypseum - - - - + +
4. M. nanum* - - - - - -
5. T.rubrum - - - - - -
6. M. canis - - - - - -
7. T.violaceum - - - - - -
8. Fusarium solani complex - - + + + +
9. Aspergillus niger - . - 2 + +
10. C. albicans - - - - - -
11. C. parapsilosis 7 y = 7 g o + +

. (+); iireme me\}cut; (-): Ureme yok
*Ureme siiresi ge¢ oldugundan 5 giinden fazla bekletildi.

Tablo 7. Onikomikoz etkenlerinin HOCI dezenfektam icin agar diliisyon ile MIK

degerleri

MiK Dagilimlar (mg/l)

Suslarin Isimleri

128 64 32 16 8 4
1. T.tonsurans - - - - + +
2. T.erinaceii - - - + + +
3. M. gypseum - - + + + +
4. M. nanum* - - - - - +
5. T.rubrum - - - + + +
6. M. canis - - + + + +
7. T.violaceum - - - + + +
8. Fusarium solani complex + + + + + +
9. Aspergillus niger - + + + + +
10. C. albicans + + + + + +
11. C. parapsilosis + + + + + +

) (+): lireme mevcut; (-): Ureme yok
*Ureme siiresi ge¢ oldugundan 5 giinden fazla bekletildi.
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Tablo 8. Onikomikoz etkenlerinin Terbinafin i¢in agar diliisyon ile MiK degerleri

i MIK Dagiliml /I
Suslarin Isimleri agihmlari (mg/l)

0,064 0,032 0,016 0,008 0,004
1. T.tonsurans - - + + +
2. T.erinaceii - - - + +
3. M. gypseum - - + + +
4. M. nanum* - + + + +
5. T.rubrum - - + + +
6. M. canis - - + + +
7. T.violaceum - - - + +

32 16 8 4 2
8. Fusarium solani complex + + + + +
TAspergiﬁniger . > A 4B +
1O.C.7albicans - A 4 + ay + +
11. C. Parapsilosis - + + + +

) (+): iireme meveut; (-): Ureme yok
*Ureme siiresi gec¢ oldugundan 5 giinden fazla bekletildi.

Agar diliisyon testlerinin sonucunda OCT-D’nin ticari konsantrasyonun ¢ok altinda
bir derisimde bile Oldiiriicii etkiye sahip oldugu gozlemlenmitir. HOCl’nin ticari
konsantrasyonun (200 ppm) seyreltilmesi ile yapilan agar diliisyon testinde birincil
etkenlerin daha az konsantrasyonda oSliiyorken ikincil etkenlerin (Aspergillus spp.,
Fusarium spp. ve Candida spp.) bu konsantrasyonlarda gelisebildigi goriilmiistiir.
Terbinafinde yapilan teste kilavuzda verilen degerin aksine 2 ve 8. suslarin disindaki

tiim suslar i¢in MIK 0,016 mg/I’den fazla bulunmustur.

Tiip dilisyon degerlendirmeleri EUCAST E.Def 11.0 de belirtilen sekilde iireme
kontrol tiiplerinde tireme basladiginda yapilmis olup, ireme olmamasi durumunda en
gec besinci giline kadar beklenmistir. Kontrolde hala tireme olmamasi durumunda test
tekrar edilmistir (Arendrup et al 2021). OCT-D, HOCI dezenfektanlar1 ve Terbinafin
antifungali ile yapilan tiip diliisyon testlerinin SDB ve RPMI 1640 besiyerindeki tiim
suslar i¢in MIK deger araliklar;, MIK50 ve MIK90 degerleri sirasiyla Tablo 9 ve
Tablo 10°da gosterilmistir.
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Tablo 9. OCT-D, HOCI dezenfektanlari ve Terbinafin antifungali i¢in SDB’de yapilan

tiip diliisyon testlerinin tiim suslar iizerindeki MIK deger araliklari

. . OCT-D HOCI Terbinafin
TUR ik (mg/l) (mglly<** (mglly==
MIK aralig: 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,004
1. T. tonsurans MIK 50 - 64 0,016
MIK 90 < 31.25 128 0,032
MIK araligi 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
2. T. erinaceii MIK 50 - 32 0,008
MIK 90 <3125 64 0,016
MIK araligi 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
3. M. gypseum MIK 50 - 32 0,016
MIK 90 < 31.25 64 0,032
MIK araligi 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
4. M. nanum* MIK 50 - 32 0,032
MIK 90 <31.25 64 0,064
MIK aralig: 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,004
5. T. rubrum MIK 50 - 64 0,016
MIK 90 <31.25 128 0,032
MIK araligi 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
6. M. canis MIK 50 - 64 0,008
MIK 90 <31.25 128 0,016
MIK aralig 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
7. T. violaceum MIK 50 - 32 0,008
MIK 90 <31.25 64 0,016
8. Fusarium solani MIK araligl 1000 - 31.25 128-4 32-2
complex MIK 50 - ~ .
MIK 90 <31.25 >128 >32
MIK aralig: 1000 - 31.25 128-4 32-2
9. Aspergillus niger MIK 50 - - 4
MIK 90 <3125 >128 8
MIK araligi 1000 - 31.25 128-4 32-2
10. C. albicans MiK 50 - - -
MIK 90 <31.25 >128 >32
MIK araligi 1000 — 31.25 128-4 32-2
11. C. parapsilosis MIK 50 - - -
MIK 90 <3125 >128 16

“- Ureme gozlemlenmedi. Test edilen degerden daha diigiik.

*M. nanum s1v1 besiyerinde geg firedigi icin 5. gline kadar iiremesi beklenmistir.
** Literatiirde MIK degeri belirtilenler suslarin MIK aralig1 belirtilene gore ayarlanip test edilmistir.
**%* Ticari derigimin, MIC >128 olan suslar iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in time-Kill testi

yapilmustir.
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Tablo 10. OCT-D, HOCI dezenfektanlar: ve Terbinafin antifungali icin RPMI 1640°da

yapilan tiip diliisyon testlerinin tiim suslar iizerindeki MIK deger araliklari

. . OCT-D HOCI Terbinafin
TUR MIK (mg/l) (mgllyss*  (mglly**
MIK araligi 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,004
1. T. tonsurans MIK 50 - 64 0,016
MIK 90 <31.25 128 0,032
MIK aralig1 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,004
2. T. erinaceii MIK 50 - 32 0,008
MIK 90 <31.25 64 0,016
MIK aralig 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
3. M. gypseum MIK 50 - 32 0,016
MIK 90 <31.25 64 0,032
4 M. nanum* MiK aralig 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
MIK 50 - 32 0,032
MIK 90 <31.25 64 0,064
MIK aralig 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
5. T. rubrum MIK 50 - 64 0,016
MIK 90 <31.25 128 0,032
6. M. caniis MiK aralig 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
T MIK 50 - 64 0,008
MIK 90 <31.25 128 0,016
MIK araligi 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,004
7. T. violaceum MIK 50 - 32 0,008
MIK 90 <31.25 64 0,016
MIK aralig1 1000 - 31.25 128-4 32-2
8. Fusarium solani complex MIK 50 - - -
MIK 90 <31.25 >128 >32
MIK aralig1 1000 - 31.25 128-4 32-2
9. Aspergillus niger MIK 50 - - 4
MIK 90 <31.25 >128 8
MIK araligi 1000 - 31.25 128-4 32-2
10. C. albicans MIK 50 - - -
MIK 90 <31.25 >128 >32
MIK aralig1 1000 - 31.25 128-4 32-2
11. C. parapsilosis MiK 50 - - -
MIK 90 <31.25 >128 16

“-* Ureme gbzlemlenmedi. Test edilen degerden daha diisiik.

*M. nanum s1v1 besiyerinde geg liredigi i¢in 5. giine kadar iiremesi beklenmistir.

** | jteratiirde MIK degeri belirtilenler suslarm MIK aralig1 belirtilene gore ayarlanip test edilmistir.
**% Ticarj derisimin, MIC >128 olan suslar iizerindeki etkisinin belirlenmesi icin time -kill testi yapilmistir.

Yapilan tiip diliisyon testlerinde OCT-D’nin dermatofitler icin de onikomikozun

ikincil etkenleri i¢in de 31,25 mg/I’nin daha altinda bir konsantrasyon olarak

gozlenmistir. Gozlemlenen bu deger ticari konsantrasyonun (%0,1) ¢ok altinda bir

deger olarak bulunmustur. HOCI ile yapilan tiim tiip diliisyon testinin sonucunda

birincil dermatofit etkenleri igin {i¢ susun 128 mg/I'lik MIK degerine sahipken dort

susun 64 mg/I’lik MIK degerine sahip oldugu gériilmiistiir. HOCI’nin dermatofit dist
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etkenler i¢in MIK degerinin 128 mg/lI’den daha fazla oldugu gériilmiistiir. Terbinafin
icin yapilan MIK degerlendirmesi sonucunda birincil dermatofit etkenleri igin bir
susun 0.064 mg/l, ti¢ susun 0,032 mg/l ve 3 susun 0.016 mg/l degerine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Dermatofit dis1 etkenler i¢in iki susun 32 mg/I’den fazla diger

suslarin 16 mg/l ve 8 mg/l MIK degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.

Degerlendirmede SDB veya RPMI 1640 Broth besiyerlerinden alindigi fark
etmeksizin en yiiksek derisimdeki MFK degeri not alinmigtir. Bu degerlendirme
sonucunda lireme durumuna bagl olarak elde edilen MFK deger araliklar1 ve MFK

degerleri Tablo 11°de belirtilmistir.

Tablo 11. OCT-D, HOCI dezenfektanlar1 ve Terbinafin antifungali i¢in yapilan MFK

ve time kill testlerinin sonuglari.

- OCT-D HOCI Terbinafin
e LS (mg/l) (mg/l veya dk) (mg/l)
MFK aralik 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,032
1. T. tonsurans
MFK 90 - 128 0,032
. __ MFK aralik 1000 — 31.25 128-4 0,064-0,016
2. T. erinacelii
MFK 90 - 64 0,016
MFK aralik 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,032
3. M. gypseum
MFK 90 - 64 0,032
MFK aralik 1000 - 31.25 128-4 0,064-0.032
4. M. hanum :
MIK 90 - 64 0,064
MFK aralik 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,032
5. T. rubrum .
MIK 90 - >128* 0,032
. MFK aralik 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,016
6. M. canis
MFK 90 - >128* 0,016
. MEFK aralik 1000 - 31.25 128-4 0,064-0,016
7. T. violaceum
MFK 90 - 64 0,016
. . MFK aralik 1000 - 31.25 200 32-16
8. Fusarium solani complex
MFK 90 62,5 5.dk >32
. . MFK aralik 1000 - 31.25 200 32-8
9. Aspergillus niger
MFK 90 - 10.dk 16
. MFK aralik 1000 - 31.25 200 32-16
10. C. albicans
MFK 90 - 5.dk >32
o MFK aralik 1000 - 31.25 200 32-16
11. C. parapsilosis
MFK 90 - 5.dk 16

“-Ureme gdzlemlenmedi. Test edilen degerden daha diisiik.
* time kill testinde 10.dk’lik muamele sonucunda tamamen 6ldigii kaydedilmistir.
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OCT-D igin yapilan MFK testinde hi¢gbir konsantrasyonda iireme goriilmezken HOCI
icin yapilan MFK testlerinde cogu sus icin MIK degerlerinin ayn1 zamanda MFK
degeri olduklar goriilmiistiir. Bu suslardan 5. ve 6. suslarin ise MiK degerinin daha
tist konsantrasyonun MFK oldugu goriilmiistiir. Time-kill teknigi kullanilarak yapilan
degerlendirmede 10. dk’dan sonra higbir tireme goriilmemistir. Terbinafin icin MFK

degerlerinin MIK degerleri ile aym oldugu gdzlemlenmistir.

Calismada kullanilan akis sitometri yontemi, Candida albicans ve Candida
parapisilosis suslarinin dezenfektanlarin ticari konsantrosyonlarinin ve terbinafin
antifungali icin literatiirde belirtilen MIK degeri ile muamelesinin ardindan canlilik
tayini i¢in 0. saat ve 5. Saatteki sonuclar1 asagida belirtilmistir. 24. saate yapilan

Olctimlerin 5. saate yapilan 6l¢iimler ile uyumlu oldugu gortilmiistiir.
Akis sitometrisi ile yapilan analizden elde edilen canli ve 6lii hiicre oranlar1 Tablo
12°de verilmistir. Ureme kontrol tiiplerinin analizinden olusan garfikler Sekil 1°de

verilmistir.

Tablol2. Akis sitometrisi ile yapilan analizinden elde edilen canli ve 6lii hiicre

oranlari
Test Edilen Canlilik Kontrol 0.Saat 24. Saat
Saat
Dezenfektan Tiir
ve Antifungal %Canh | %O0li | %Canl | %0li | %Canh % Olii
OCT-D 22.6 774 1.2 98.8
HOCI Candida 98.7 13 20.3 79.7 16 98.4
albicans
Terbinafin 86 5 24.6 75.4
OCT-D 14.8 85.2 1.1 98.9
HOCI Candida 97.4 2.6 12.7 87.3 17 98.3
parapsilosis
Terbinafin 75.5 24.5 27.6 72.4
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C. albicans canh kontrol C. parapisilosis canh kontrol
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Sekil 1. Candida albicans ve ve Candida parapisilosis suslarinin iireme

kontrol tiiplerinin canlilik analizi

Candida albicans susunun dezenfektanlar ve terbinafin ile muamelesinin ardindan

FCM analizi sonucunda olusan grafikler Sekil 2, Sekil 3 ve Sekil 4’te gosterilmektedir.

C. albicans + OCT-D 0. saat C. albicans + OCT-D 5, saat

%717,4 o %98.8

Sekil 2. Candida albicans susunun OCT-D (1000 mg/l) dezenfektam ile muamelesi

sonrasi canlilik analizi
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C. albicans+ HK 0. saat C. albicans+ HK 5. saat

0% 1p°
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Sekil 3. Candida albicans susunun HOCI (200 mg/l) dezenfektani ile muamelesi

sonrast canlilik analizi

C. albicans+ Terbinafin 0. saat C. albicans+ Terbinafin 5. saat

Sekil 4. Candida albicans susunun Terbinafin (64 mg/l) antifungali ile muamelesi

sonrast canlilik analizi
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Candida parapisilosis susunun dezenfektanlar ve terbinafin ile muamelesinin ardindan
FCM analizi sonucunda olusan grafilkler Sekil 5, Sekil 6 ve Sekil 7°de

gosterilmektedir.
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Sekil 5. Candida parapisilosis susunun OCT-D (1000 mg/l) dezenfektani ile

muamelesi sonrasi canlilik analizi

C. parapisilosis + HK 0. saat C. parapisilosis + HK 5. saat
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Sekil 6. Candida parapisilosis susunun HOCI (200 mg/l) dezenfektani ile muamelesi

sonrasi canlilik analizi
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C. parapisilosis + Terbinafin 0, saat C. parapisilosis + Terbinafin 5, saat
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Sekil 7. Candida parapisilosis susunun Terbinafin (16 mg/l) antifungali ile

muamelesi sonrasi canlilik analizi
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5. TARTISMA VE SONUC

Mantarlarin iireme siirecinin ¢ok mesakkatli olmasi1 ve yapilan ¢aligmalarda bu iireme
sliresinin uzun olmasindan dolay1 antifungal etkinliklerinin arastirllmasi1 da uzun
stirmektedir. Mantarlarin olusturdugu hastaliklarin  epidemiyolojik durumu ve
antifungallere kars1 gelistirdigi direng miktar1 bolgesel olarak degismektedir (Dogan
2020, Giil and Ciftci 2022). Tedavi siirecinin uzun olmasi, hastalarin tedaviye uyum
saglayamamasi, ilag ilac etkilesimleri gibi sebeplerden dolayi alternatif olarak hizli,
diisiik maliyetli ve kisa siireli antifungal tedavi yontemleri aranmaktadir ( Singal and
Khanna 2011, Giil and Ciftci 2022). Yaptigmz c¢alismada arastirdigimiz

dezenfektanlar bu durum i¢in aday olan maddeler olmasindan dolay1 segilmistir.

Kiiltiirler genellikle 20-25 °C'de inkiibe edilebildigi gibi Trichophyton verrucosum
gibi baz tiirler icin daha yiiksek inkiibasyon sicakliklari (35-37 °C) kullanilabilir.
Optimal biiylime i¢in gerekli olan siire, tlire gore degisebilmektedir. Bir¢ok dermatofit
ikinci gilinde iiremeye baslamis olsada test edilebilir veya incelenebilir boyutlara
gelmesi 4 haftay1 bulabilmektedir (Morris, Byrne, Madden and Reller 1996). Rezusta
ve ark. (Rezusta et al 2016), 17 giinliik bir inkiibasyon siiresinin izolatlarin %98,8'ini
okuyabilmek veya calisabilmek i¢in yeterli oldugunu ve teknigi daha etkili hale
getirebilecegini soylemektedir. Yaptigimiz calismada tanilama icin farkli ortam
1isilarinda yeterli olgunluga ulagmis olan ortalama 8-9 giinliik koloniler kullanilmstir.
8-9 giinlik kolonilerin de tanilama yaparken yeterli oldugu goriilmiistir. Ayni

zamanda onikomikoz etkenlerinin 36- 37 °C’lik etiivde de iireyebilecegi goriilmiistiir.

Geleneksel mikroskobik yontemle dermatofit tanimlamasinin, selofan bant ile alinan
numune miktari, kullanilan boya miktar1 ve morfolojik ayrimin genellikle karmasik ve
zahmetli olmasindan dolay1 inceleme yapabilecek olan tecriibeli personel ihtiyact gibi
durumlardan 6tiirti zor oldugu bildirilmistir (Shamly, Kali, Srirangaraj and Umadevi
2014). Calismamizda kiiltiir ortaminda biiyiiyen hifli mantarlar LPM boyama ile
isimlendirilerek dnce cins diizeyinde tanilama yapilmistir. Daha sonra MALDI-TOF-

MS kullanilarak tiir diizeyinde isim verilmistir.
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Giincel aragtirma yontemi olan MALDI-TOF MS mikroorganizma tanimlamanin
dogrulugu, hizi, nispeten diisik maliyeti ve rutin laboratuvarlara basit
entegrasyonundan  kaynakli  kullamlmaktadir ve tiir dilizeyinde tanilama
yapabilmektedir (Fissel, Serrell, Memon and Zhang 2022, L’Ollivier and Ranque
2017). Yapilan bir calismada MALDI-TOF MS’in dermatofitleri tanimlama
performanst hakkindaki ¢aligmalarina bagli olarak okuma performansmin %13,5 ile
%100 arasinda degismekte oldugu soylenmistir (L’Ollivier and Ranque 2017).
Yapilan ¢aligmalarda goriildiigli iizere MALDI-TOF MS hizlida olsa tiir diizeyinde
tanilama yaparken kullandig1 kiitliphanenin yeterli olamadigini bildirmiglerdir.
Bundan dolay1 mikroskobik olarak cins diizeyinde isimlendirmeden vazgegilmemesini
onermislerdir (Fissel et al 2022). Mikroskobik inceleme tecriibeli personel
gerektirmesi ve ayrimlarin gérsel olarak yapilmasinin zor olmasindan kaynakl yanlis
sonuclar verilebilmektedir. Bunun yani sira mikroskopi ile yaptigimiz isimlendirmede
olusabilecek hatalar1 MALDI-TOF MS gibi otomatize sistemler aracilig1 ile kontrol
ederek dogru sonug verilmesi saglanabilir. Bunun i¢in otomotize sistemleri daha
giivenilir ve dogru sonu¢ veren sistemler haline getirecek yeni caligmalara ihtiyag

vardir.

Azrad, Freidus, Kassem ve Peretz (2019) farkli protokoller ile yaptiklar: ¢alismanin
sonucunda klasik protokolle yaptiklari g¢alismalara nazaran %100 okuma artig1
oldugunu bulmuslardir. Luethy ve Zelazyn (2018) yaptiklari g¢aligmada, Lau ve
arkadasglarinin bahsettigi rutin yontem (Lau, Drake, Calhoun,Henderson and Zalazny
2013), hizli yontem A soliisyonu (%50 asetonitril, %35 formik asit (%70), %15su) ve
hizli yontem B soliisyonu (%50 asetonitril, %50 formik asit (%70)) yontemlerini
kullanmiglardir. Yaptiklar1 c¢alismada kiif mantarlarinin MALDI-TOF MS ile
identifikasyonunu denemislerdir. Bu ¢alismada klinik izolatlarin 57'si (%53,7) rutin
yontem kullanilarak raporlama diizeyinde (>2,00) skor elde ettigini, hizl1 yontemin
kullanilmasi, A soliisyonu ile 61 (%57,5) izolat ve B soliisyonu ile 68 (%64,1) izolat
icin raporlama diizeyi puanlart irettigini bildirmislerdir. Farkli formiilasyonlarin
denendigi ¢alismamizda tipki litaratiirde belirtilenler gibi rutin olarak kullamlan
metottan farkli formiilasyonlarin kullanildig1 metotlarin daha iyi sonuglar verebilecegi

goriilmiistiir. Bu sonuglar Tablo 5°de verilmistir. Yeni metotlarin denenerek
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standartlastirilmas1 durumunda mantar kiiltiiriine ekilen numunede iireyen mantarlarin
olgun koloni olusturmasi beklenmeden tamilamaya olanak saglayacak bir yontem
gelistirilebilir. Bu yontemlerin gelistirilmesi i¢in mantarlarin identifikasyonu hakkinda

daha fazla ¢alisma yapilmaldir.

OCT-D klinik kullanim igin olan konsantrasyonun %0,05-0,1 (w/w) oldugu
bildirilmektedir. (Koburger, Hiibner, Braun, Siebert and Kramer 2010). Bunun yam

sira Fusarium spp, Candida spp, ve Aspergillus niger gibi dermatofit dis1 etkenler i¢in

%0,05’lik  konsantrasyon  gerektigi  gOriilmiistiir. (https://www.ataman-

chemicals.com/urunler/oktenidin-dihidroklorur-519.html Erisim tarihi 4 mart 2023).

Yapilan literatiir taramalarinda OCT-D ve HOCI'nin dermatofitler iizerindeki
etkinliginin arastirildig1 agar dillisyon testleri ile ilgili yeterli veri bulunamamistir.
Bunun sebebi olarak yontemin fazla zaman alic1 olmasi sdylenebilir. Agar diliisyon
testini yaptigimiz bu ¢alismamizda OCT-D’nin dermatofit etkenleri i¢in %0,000625
konsantrasyonda bile etkili oldugu gériilmiistiir. Onikomikoz etkeni olan organizmalar
ile yapilan OCT-D ve HOCI agar diliisyon testi sonuclart Tablo 6 ve Tablo 7’de

verilmistir.

EUCAST kilavuzlarinda dermatofitlerde uygulanabilecek agar diliisyon i¢in verilmis
olan net bir deger bulunmamaktadir. Bir ¢alismada Altmis dermatofit izolat1 ve
terbinafinin de icinde bulundugu azol gurubu ilaglar ile yapilan agar diliisyon
calismasinin sonucunda elde edilen MIK degerlerinin, aym suslarin mikrodiliisyon
yontemi sonucunda bulunan MIK degerleri ile kiyaslanmas yapilmustir. Agar diliiyon
metodunda terbinafin icin MIK degeri tiim izolatlar icin 0,2 mg/l bulunurken
mikrodiliisyon yonteminde bu deger ortalama 0,01 mg/l olarak bulunmustur. Bu
durumun sonucunda insanda kullanimi1 hesap edilirken mikrodiliisyon testi ile bulunan
MIK degerlerinin daha makul gériindiigiinii belirtmislerdir (Niewerth, Splenemann,
Korting, Ring and Abeck 1998). Yaptigimiz c¢alismada elde edilen degerlerdeki
farkliliklarin sebebi bu sekilde acgiklanabilmektedir. Aynm1 zamanda agar diliisyon
testlerinin kullantminin daha az yaygin olmasina bir neden olarak bu durum da

gosterilebilir.
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Mota ve ark (2009) terbinafin i¢in yaptiklari agar diliisyon ¢alismasinda onikomikozun
birincil etkeni olan dermatofitlerin MiK degerini 0,03-0,125 mg/l olarak diger tiirler
icin 0,125 mg/l veya daha {iistii oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada
Fusarium spp. ile yapilan ve aralik olarak 0,03-128 mg/l araligindaki terbinafin
antifungali agar diliisyon ile test etmislerdir. F. monilforme ve F. oxysporum suslarinda
oldukga etkili (0,25-1 mg/l araliginda) oldugunu ancak F. solani suslarina karsi daha
az aktif oldugunu bildirmislerdir (Speeleveld, Gordts, Landuyt, VVroey and Wuytack
1996). Yaptigimiz ¢alismada goriildiigi tizere Fusarium spp. gibi onikomikozun
ikincil etkenlerinin terbinafin gibi antifungallere kars1 direng gosterdigi goriilmiistiir.
Onikomikoz etkeni olan organizmalar ile yapilan Terbinafin agar diliisyon testi

sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.

OCT-D’nin ve arastirilan diger dezenfektanlarin %80°lik derigimini kullamlarak
yapilan in vitro ¢alismada, povidon-iyodin ve oktenidin dihidrokloriiriin, klinik izolat
olan T. rubrum ve T. interdigitale suslarinin yani sira C. parapsilosis ve C. albicans'a
kars1 fungisidal aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Aspergillus spp. karsi fungisidal
aktivitenin ise daha zayif oldugunu vurgulamislardir (Silva-Neves et al 2021).
Ponnachan ve ark. na gore (2019) OCT derisimleri ile muamele sonrast UV-C light
diistik basinglh civa buharlambasi kullanilarak antifungal aktiviteyi degerlendirdikleri
caligmada Kklinik olarak Onerilen konsantrasyonun (%0,05-0,1) daha altinda
konsantrasyonlarda (%0,0004-0,00005) bile Candida gibi onikomikoz etkenlerine
kars1 etkili oldugunu sdylemislerdir. Hiibner ve arkadaslarinin (2010) hazirladigi
derlemede OCT-D’nin Candida suslari icin MIK degeri 1,5-3,0 mg/l olarak
belirtilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada tiip diliisyon testinde OCT-D igin bulunan MIK
degerleri Tablo 9 ve Tablo 10°da verilmistir. OCT-D’nin MIK degerleri literatiir
taramasi araciligi ile secilen araliklarinin ve ticari olarak satilan konsantrasyonun ¢ok
altinda ¢ikmistir. MIK degerinin az olmas: topikal antifungal tedavide OCT-D nin bir
alternatif olabilecegini gostermek ile beraber bu dezenfektanin dermatofit etkenleri ile
enfekte olan tirnaklarin yilizeyinden tirnak altina uygun dozda gecis problemini

distindiirmektedir.
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Sakarya ve ark. (2013) Tricophyton verrucosum ve Epidermophyton floccosum
ustiinde time kill arastirmustir. E. floccosum artan zamanla tireme azalarak 8 saat
sonunda 1/64’lik diliisyonda iireme olmadigini bildirmisler. T. verrucosum susunda
ise 15.dk dan sonra tiim diliisyonlarda tireme olmadigini bildirmislerdir. Yapilan bagka
bir calismada Fusarium spp., Aspergillus spp. ve Candida spp. gibi tiirler i¢in yapilan
mikrodiliisyon testlerinde %0,01 (w/w)’lik konsantrasyonda 1 dakika bekletilmesi ile
%90’ lik bir 6ldiirme oranina sahip bir sonug elde edildigi bildirilmistir (Odorcic, Hass,
Gilmore, Dohlman 2015). Yaptigimiz ¢calismada HOCI’nin %0,01’lik derisimin (128
mg/l) iizerindeki derisime ihtiya¢ duyan organizmalar onikomikozun ikincil etkeni
olarak sayilabilecek olan (Fusarium, Aspergillus spp. ve Candida spp) suslar olarak
bulunmustur. Dermatofitlerin MIK degeri ise 64-128 mg/l olarak bulunmustur.
Yaptigimiz ¢alismada tiip diliisyon testinde HOCI dezenfektan: igin bulunan MiK
degerleri Tablo 9 ve Tablol0’da verilmistir. Calismada ticari konsantrasyonun
iistiinde bir derisim elimizde bulunmadigindan MIK degeri 128 mg/l iistiinde ¢ikan
suslar ticari konsantrasyonda Time Kill metodu ile test edilmistir ve HOCI i¢in

bulunan Time kill degerleri Tablo 11°de verilmistir.

Terbinafin igin yapilan mikrodiliisyon ¢alismasinda, EUCAST tarafindan kalite
kontrol susu olan T. rubrum i¢in verilmis olan 0,016 mg/l deger i¢in test edilmistir
(EUCAST 2022). Terbinafin ve Itranazol ile dermatofitlerin {izerinde yapilan
mikrodiliisyon ¢alismasinda Trichophyton spp., Microsporum canis ve Candida spp.
etkenleri test edilmistir. Trichophyton tiirlerinde terbinafin i¢in MIK degeri 0,0313
mg/l iken iki Microsporum tiirii igin 0,5 ve 0,2 mg/l oldugu Candida tiirlerinde ise
MIK degeri 1 mg/l oldugu gosterilmistir (Hazen 1998). Ryder, Wagner ve Leitner’in
(1998) Candida spp. iizerinde yaptig: tiip diliisyon c¢alismasina gore terbinafin igin
0,03—>128 mg/I’lik deger araligi test edildigini bildirmislerdir. C. albicans susu i¢in
MIK degeri 4 mg/l, C. parapsilosis i¢in MiK degerini 0.125 mg/l olarak bulduklarini
belirtmiglerdir. Schmitt ve arkadaslart (1998) Aspergillus suslari ile yaptiklari
mikrodiliisyon ¢alismasinda 0,025-0,4 mg/I’lik terbinafinin MiK araligini test etmis,
MIK degerini 0,4 mg/l olarak buldugunu bildirmistir. T. rubrum’un terbinafinin
diliisyonlar1 ile muamelesini denedigimiz ¢alismamizda bulunan MIK degeri 0,032

mg/l olarak bulunus olup EUCAST’in QC tablolarinda belirtilen degerin iki kati olarak
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bulunmustur. Bu durum tiip diliisyon g¢alismasi olarak test etmemizden kaynakl
olabilecegi gibi suslarin direng kazandigim da diisiindiirmektedir. Diger suslarin MiK

degerleri Tablo 9 ve Tablo 10’ da verilmistir.

Yapilan bir ¢alismada OCT-D’nin C. albicans i¢in MIK degerinin 1 mg/l oldugu
belirtilmistir. Triklosan, PVP-iyot, oktenidin dihidrokloriir, poliheksanit ve
klorheksidin diglukonatin antiseptik etkinligini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismaya
gore Candida tiirlerindeki OCT-D’nin MIK degeri ile MFK degerinin ayn1 oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan calismaya gore MFK degeri de 0,001 mg/ml olarak
belirlemislerdir (Koburger et al 2010). Krasowski ve ark. (2021) yaptiklari ¢alismada
Minimal Fungisidal Konsantrasyon test etmislerdir. Yapilan ¢alismada Polihexanide,
OCT-D, NaCIO/HOCI antiseptikleri test edilmistir. Candida albicans susu i¢in MFK
(%v/v) Polihexanide i¢in %0.36 (+0.18), OCT-D i¢in %0.09, NaCIO/HOCI i¢in >%25
oldugunu bildirmiglerdir. Aspergillus suslari ile yapilan baska bir terbinafin
mikrodiliisyon calismasinda MFK degerlerinin MIK degerleri ile aym (0.4 mg/l)
oldugu bildirilmistir (Schmitt et al 1988). Terbinafin ve Itranazol ile dermatofitlerin
tizerinde yapilan mikrodiliisyon ¢alismasinda Trichophyton spp. Microsporum canis
ve Candida spp. etkenlerini test edilmistir. Bu suslarin MFK’sine bakildiginda
dermatofit etkenlerinin ¢ogu asir1 duyarli bulunurken Candida tiirlerinde 1-2 mg/I
oldugu gosterilmistir (Hazen 1998). Calismamizda dezenfektanlarin ve antifungalin
denendigi MFK testlerinin sonuglar1 Tablol1l’ de verilmis olup, literatiirde
bahsedilene benzer sekilde MIK degerlerine yakin olduklar1 gériilmiistiir. OCT-D ve
HOCI'nin MIK ve MFK degerleri dikkate alindiginda fungistatik ve fungisidal
aktiviteler gosterilmektedirler. ki dezenfektanda test edilen dermatofitlere karsi
fungisidal etki gostermis, MFK degerlerinin MIK degerlerinden yiiksek oldugu

gOriilmiistiir.

Yapilan bir ¢alismada metal isleme sivilarmin Fusarium mantarlarinin {izerindeki
oldiiriict etkileri LIVE/DEAD BacLight kit kullanarak arastirilmistir. Canli hiicreler
SYTO 9 boyast ile boyandiklari igin yesil goriiniirlerken PI boyasi sayesinde ol
hiicreler kirmizi olarak kaydedilmistir. 0. saate az miktarda 6lii hiicre goriiniirken 24.

saatte tlim mantarlarin 61diigiinii bildirmislerdir(Vanhauteghem et al 2017). Candida
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spp. i¢in benzer sekilde yaptigimiz akis sitometrisi analizinden ¢ikan sonuglar tablo
12’de verilmistir. Dezenfektanlarin 0. saate bile giiclii etki gdstermesi MiK testlerini
destekler nitelikte oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan akis sitometrisi ile canlilik
tayininin neticesinde sadece hiicresel yapilar veya bakteriler {izerinde degil mayalar
gibi farkli organizma iizerinde de bu analizin yapilabilecegini gosterilmistir. Ayni
zamanda yaptigimiz ¢aligma sonucunda hif igeren mantarlar i¢in kullanilan prosediiriin
hifleri uzaklastirmak agisindan farklilagtirilarak gelistirilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir.

Sonug olarak;

Mantarlarin antifungal direncinin arastirilmasi ve analizlerinin yapilmasi, yogun emek
gerektiren ve zaman alic1 islemler olmasindan dolay1 halen pek ¢ok laboratuvarda gz
ardi edilmis durumdadir. Unutulmamahdir Ki enfeksiyon etkeni tiim mantarlar da tipki
bakteriler gibi antifungal ajanlara direng kazanabilmektedirler. Bu ylizden yapilacak
calismalarla tanimlama ve duyarlilik testleri i¢in standardize yontemlere ihtiyac vardir.
Ozellikle MALDI-TOF-MS gibi otomatize sistemlerde mantarlar icin ydntem
standardizasyonu, mikroorganizma kiitliphanelerinin genisletilmesi ve hif olusturan
mantarlar icin yeni ve izl prosediirler gelistirilerek etkili bir tanimlama

saglanmalidir.

Yaptigimiz ¢aligmada onikomikoz etkenlerine OCT-D ve HOCI’nin en az hali hazirda
kullanilmakta olan antifungaller kadar etkili oldugu ortaya konmustur. Oyle ki ticari
olarak satilan konsantrasyonun ¢ok altindaki konsantrasyonlarda bile fungusit ettikleri
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar 15131nda onikomikozun topikal tedavisinde OCT-D
ve HOCI'nin bir alternatif olabilecegi sOylenebilir. Ancak OCT-D ve HOCI’nin
kimyasal yapilarimn bozulmadan enfekte tirnagin alt tabakasina yerlesmis olan
onikomikoz etkenlerine ulagsmasi icin penetre edici maddelerle kombine olarak
uygulanmasi tedaviye katki saglayacaktir. Ayni zamanda insanlarda rahatlikla
kullanilabilmesi i¢in OCT-D ve HOCI’nin penetre edici kimyasallar ile hazirlanacak
olan kombinasyonlarin sitotoksik etkilerinin de ayrintili olarak arastirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismamizla elde edilen veriler 1s18inda daha genis ve

kapsamli aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER
Ek 1.
RPMI 1640 icerigi

Bilesenler Konsantrasyon (g/l)
L-arginine (free base) 0,200
L-asparagine (anhydrous) 0,050
L-aspartic acid 0,020
L-cystine « 2HCI 0,065 2
L-glutamic acid 0,020
L-glutamine 0,300
Glycine 0,010
L-histidine (free base) 0,015
L-hydroxyproline 0,020
L-isoleucine 0,050
L-leucine 0,050
L-lysine « HCI 0,040
L-methionine 0,015
L-phenylalanine 0,015
L-proline 0,020
L-serine 0,030
L-threonine 0,020
L-tryptophan 0,005
L-tyrosine * 2Na 0,028 83
L-valine 0,020
Biotin 0,000 2
D-pantothenic 0,000 25
Choline chloride 0,003
Folic acid 0,001
Myoinositol 0,035
Niacinamide 0,001
PABA (para-aminobenzoic acid) 0,001
Pyridoxine HCI 0,001
Riboflavin 0,000 2
Thiamine HCI 0,001
Vitamin B12 0,000 005
Calcium nitrate x H20 0,100
Potassium chloride 0,400
Magnesium sulfate (anhydrous) 0,048 84
Sodium chloride 6,000
Sodium phosphate, dibasic (anhydrous) 0,800
Glucose 2,0
Glutathione, reduced 0,001
Phenol red, Na 0,005/ 3
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Ek 2.
Etik Izin Belgesi
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Ek 3.
OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler
Adi-Soyadi: Merve GUL
Dogum yeri ve tarihi: XXXXX / XXXXXXXX
Uyrugu: T.C
Medeni durumu: XXxXxXx
Askerlik durumu: Muaf
Tletisim adresi ve telefonu: XXXXXXXXXXXX/ XXXXXXXXXXXX
Yabana dili: ingilizce
I1- Egitimi (tarih sirasina gore yeniden eskiye dogru)

Yiiksek Lisans: Sakara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Mikrobiyoloji ABD. Tezli Yiiksek Lisans Programi

Onlisans: Anadolu Universitesi, Tiirkiye Agikdgretim Fakiiltesi, Tibbi
Dokiimantasyon Ve Sekreterlik Programi.

Lisans: Kirikkale Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Bolimii

Lise: Mustafa Cizmecioglu Anadolu Lisesi
Ilkégretim: 50. Y1l {lkogretim Okulu
I11- Unvanlar (tarih sirasina gore eskiden yeniye dogru)
2020- Biyomiihendis
2024- Master of Science (Msc) Medical Mikcrobiology
IV- Mesleki Deneyimi

1. Dr. Nafiz Korez Sincan Devlet Hastanesi Ankara - 2018- Staj
2. Ant Medikal Flow sitometri laboratuvar personeli- 2023- hala devam ediyor

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar
Yok
VI- Bilimsel Ilgi Alanlar
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Makaleler:

1. Giil M. & Ciftci, I. H. (2022). Onikomikoz ve Tedavi Yaklasimlari,
Saghk Akademisi Kastamonu 7(3), 587-612. DOIl:
10.25279/sak.1053918

VII- Bilimsel Etkinlikleri

1. 3215435, Sporcularda Atriyal Fibrilasyon Gelisiminde Yeni Bir Risk
Faktorii Olarak Bagirsak Mikrobiyotasi, Burslu, Yiiriirliikte, SBAG -
Saghk Bilimleri Arastirma Destek Grubu, 1001 - Arastirma, ARDEB,
Projeye Katilma/Ayrilma Tarihleri: 15.05.2023 - 01.09.2024, Proje
Baslangi¢/Bitis Tarihleri: 01.11.2022 - 01.09.2024.

VIl1- Diger Bilgiler
Sertifikalar

2019- Kemirgen Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikasi Kursu. Sertifika No:
KKUHADYEK/6692.

2020- Biyomedikal Kalibrasyon Sertifika Programi. Barkod No:
UN_041265139967809244.

2020- ISO 17025 Laboratuvar Akreditasyonu Egitimi Sertifika Programu.
Barkod No: UN_0412651399678092451.

2021- KOSGEB Girisimcilik Egitimi Katilm Belgesi. Dogrulama Kodu:
KSB012021U149G9949E
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