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FLUKANAZOL ETKiSi ALTINDA CANDIDA ALBICANS VE CANDIDA
DUBLINIENSIS’ IN YAG ASIiDi PROFILLERININ DEGERLENDIRILMESI

Metin USTUN
metin.ustun@deu.edu.tr
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Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dah

OZET
Candida dubliniensis, C. albicans’la yakn iligkisi olan bir maya olarak belirlenmistir. Her iki
Candida turu de HIV-enfekte bireylerde goriilen agiz kandidiyozunun etkeni olabilirler.
Candida dubliniensis izolatlar1 Candida albicans’ a gore genelde poliyen ve azollere daha
yisek duyarlilik gosterirler. Ancak Candida dubliniensis flukonazole daha hizli direng
gelistirir ve bu 6zellik de profilaktik ve tedaviyi gerektiren uygulamalarda dnemlidir. Mantar
enfeksiyonlarmin sikliginin ve dneminin artmasi antifungallerin siklikla kullanilmasina neden
olmaktadir. ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suslarmin

flukonazol etkisinde olas1 yag asiti degisimlerinin belirlenmesi amaglanmistir

Anahtar Kelimeler: ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis, yag
asiti, flukonozol



EVALUATION OF FATTY ACID PROFILES OF CANDIDA ALBICANS AND
CANDIDA DUBLINIENSIS UNDER FLUCONAZOLE EFFECT

Metin USTUN
metin.ustun@deu.edu.tr
Dokuz Eylul Universitylnstitute of Health Sciences

Departmant of Microbiology and Clinical Microbiology

ABSTRACT
Candida dubliniensis was identified as a yeast closely related to Candida albicans. Both

Candida species may also affect oral candidiasis in HIV-infected individuals. Candida
dubliniensis isolates are generally more susceptible to polyadenes and azoles than C. albicans.
However, C. dubliniensis fluconazole develops faster resistance, which is also important for
prophylactic and therapeutic applications. The increase in the frequency and prevalence of
fungal infections causes the frequent use of antifungals. ATCC 10231 Candida albicans and
CD36Candida dubliniensis strains were aimed to determine possible fatty acid changes
during fluconazole effect.

Key words: ATCC 10231 Candida albicans and CD36 Candida dubliniensis, fatty acid,

fluconozol



1. GIRIS VE AMAC

Mantarlar alemi (kingdom fungi) denilen kendilerine ait ayr1 bir alem iginde yer
almaktadirlar. Mantarlar 6karyotik mikroorganizmalardir. Ancak kitin ve glukandan olugan
sert bir hiicre duvarina ve ana sterol igerigi olarak kolesterol yerine ergasteroliin bulundugu
bir hiicre zarina sahip olmalari ile diger 6karyotlardan ayrilirlar (1). Mantarlar son yirmi yillik
stirede, Ozellikle immun yetmezlik veya altta ciddi bir hastalik nedeniyle hastanede yatan
bireylerde, hastaliklarin 6nemli etkenleri olarak kendilerini gostermektedirler (2).

1987°de Berlin’ de 14. Ulusal Botanik kongresinde Dixon ve Fromling tarafindan yapilan
Fungus smiflandirmasinda Tibbi 6nem gosteren funguslarin bu siniflandirmadaki yeri
belirlenmis olup Candidalar, Deuteromycetes (Fungi Imperfecti) smifi icinde yer alan ii¢

takimdan Cryptococcales takimi iginde yer almaktadir (3).

Mantarlarin tanimlanmis en az 100 000 tiirii vardir. Bu saytya her yil yaklagik 1000-1500
tirin  katildig1 diistiniilmektedir. Bu tiirler iginde yaklasik 50 kadar mantarmm normal

bireylerde enfeksiyona yol agtig1 bilinmektedir (4).

Klasik mantar taksonomisi, agirlikli olarak morfolojiye ve spor olusturma sekline dayanir.
Bununla birlikte,ayrintili yapisal 6zelliklerin yani sira,biyokimyasal ve molekiiler 6zellikler
de siklikla tartigilmakta ve bunun sonucunda orijinal taksonomik isimlendirmede degisiklikler
ortaya ¢ikmaktadir. Mantarlar tek hticreli veya ¢ok hiicreli olabilirler. Morfolojiye dayali
olarak en basit maya yada kiif olarak gruplandirilirlar. Maya, morfolojik olarak,
tomurcuklanma veya boliinme ile gogalan bir hiicre olarak tanimlanabilir. Burada progenitor
ya da ana hiicre, kendinden bir ¢ikint1 yaparak progeni ya da yavru hiicreyi olusturur. Yavru
hiicreler ana hiicreden kopmaksizin uzayabilir ve sosise benzer yapilar olan yalanci hifleri
(Ps6dohif) olustururlar. Mayalar genellikle tek hiicrelidir ve agar Uzerinde yuvarlak,
hamurumsu ya da mukoid koloniler yaparlar. Diger taraftan kiifler ise, hif olarak adlandirilan
tibller yapilardan olusan iplik benzeri ¢ok hiicreli organizmalardir. Hifler, apikal uzama
olarak bilinen bir olayla u¢larindan dogru uzarlar. Hifler ya septumsuz (koenositik, oluk
seklinde ve ¢ok ¢ekirdekli ) ya da septumlu(ara bolmelerle veya capraz duvarla boliinmiis)
olabilir. Hifler bir araya gelerek migelyum adi verilen karmasik bir yigin olustururlar.

Kiiflerin olusturdugu koloniler; genellikle filamentoz, tiiylii ya da yiiniimsii olarak tanimlanir.



Tibbi 6nemi olan bir ¢cok mantar, hem maya hem de kif formunda bulunabildigi i¢in

dimorfik olarak adlandirilir.

Mantarlarin ¢ogu aerobik solunum yaparlar, ancak bazilar1 fakiiltatif anaerop (fermentatif),
diger bir kismi da zorunlu anaerop olabilir. Metabolik olarak mantarlar heterotroftur;
biyokimyasal olarak ise ¢ok degisken oOzellikler gosterirler. Bakterilere kiyasla mantarlar
yavas lrerler ve mantar hiicrelerinin boliinme zamanlari(“doubling time”) dakikalardan ¢ok

saatlerle ifade edilir.(5)



2. GENEL BILGILER
Varlig1 tahmin edilen birka¢ yiiz bin farkli mantardan yaklasik 200 tanesinin insanlarda
hastalik olusturdugu bilinmekte ve bu say1 da giderek artmaktadir.

Son yillarda giderek karmasik hale gelen mantar taksonomisi, 6zellikle basitlestirilmis ve
insanlarda hastaliga neden olan Mucormycetes, Basidiomycetes, Pneumocystidiomycetes,
Hemiascomycetes ve Euascomycetes gibi ana mantar smiflarmin  vurgulanmasi

amaglanmstir.

Mantarlar son yirmi yillik siirede, 6zellikle immiin yetmezlik veya altta yatan ciddi bir
hastalik nedeniyle hastanede yatan bireylerde, hastaliklarin 6nemli etkenleri olarak kendilerini
gostermektedirler. Mantarlar, bu hasta gruplari i¢in firsat¢1 patojenler olarak davranirlar ve
onemli oranlarda morbidite ve mortaliteye neden olurlar. Mantar enfeksiyonlarindaki bu arts,
immun yetmezligi olan hasta sayisinin giderek artmasma baglanabilir. Bunlar transplant
hastalari, AIDS’li hastalar,kanserli ve kemoterapi alan hastalar ve altta yatan ciddi hastalik

nedeniyle hastaneye yatirilarak ¢esitli invazif uygulamalarm yapildigi hastalardir (5).

Genel olarak, immiin sistemi saglikli bireyler c¢evrelerindeki (ekzojen) veya normal
kommensal floralarinin pargasi olan (endojen) c¢esitli mantarlarin enfeksiydz sekillerine
devamli olarak maruz kalmalarma kargin, mantar enfeksiyonlarina kars1 yiiksek dogal direng
gOsterirler. Candida tirleri, C. neoformansve Aspergillus tiirleri gibi firsat¢1 patojen
mantarlar genellikle sadece deri ve mukozalarin koruyucu bariyerinde bozulmalar oldugunda
veya konaga girmelerine, kolonize olmalarina veya ¢ogalmalarina olanak verecek sekilde
konak savunma sisteminde eksiklikler olmasi durumunda enfeksiyona neden olabilirler. Bu
firsatgilar i¢in bile konaktan ziyade organizmanin kendisiyle iliskili olan ve mantarin hastalik

yapabilmesine katkida bulunan faktorler vardir (6).

Candida turleri, C. neoformansve Aspergillus tiirleri gibi firsat¢1 mantarlarin patojenitelerini
belirleyen primer faktor, konagin immiin durumudur. Cogu zaman bu organizmalar zararsiz
kolonizasyon olustururlar ya da saprofitik olarak ¢evrede bulunur ve sadece konak savunmasi

coktiigiinde ciddi enfeksiyonlara neden olurlar (7).



Candida turleri firsat¢1 patojen mantarlar icerisinde en ¢ok gorilendir. Candida ttrlerinin
gastrointestinal mukozada kolonize oldugu ve kan dolagimina gastrointestinal sistemden
translokasyonla veya kontamine vaskiiler kateterler araciligiyla ulastigi, konak savunmasi ile
etkilestigi ve karaciger, dalak, bobrekler, kalp ve beyin gibi hedef organlarin derin dokularini

istila etmek tizere damar digina ¢iktig1 giiniimiizde iyi bir sekilde ortaya konmustur (8).

Candida turleri sosyoekonomik diizeyi yiiksek iilkelerde hastanede yatan hastalarda en sik

goriilen invaziv mantar enfeksiyonlarindan sorumlu mikroorganizmalardir.(9)

2.1. Candida Turlerinin Ozellikleri

Heterojen bir cins olan Candida, askomicetler icinde yer alan Candidaceae ailesinde yer
almaktadir. Yaklasik 200 kadar tiirii oldugu bilinmektedir. Yeni teknolojik gelismeler
taksonomiyi de sirekli etkileyip elimizdeki tiirlerin yeniden adlandirilmasina ve yeni tiirlerin

bulunmasina yol agacaktir (10).

Candida tirleri yaygin goriilen mayalar olup, birgok bitki tzerinde, memelilerin sindirim
kanali, insanin mukoza ve derisinde bulunur. Normal florada bulunan Candida tiirleri, hastalik
veya sagaltim girisimleri nedeniyle bagisiklik savunmasi bozulmus hastalarda, dokulara
yayilarak yasami tehdit eden patolojilere yol agabilir. Candida albicans(C. albicans) ¢ogu
kandidoz formlarindanen sik izole edilen tiir olup, bunun nedeni normal florada yiiksek

prevalans gostermesidir (11).

Candida turleri 3-6 mikrom biiyiikliigiinde, tek hiicreli, kapsiilsiiz maya mantarlaridir. Eseysiz
iiremeleri multilateral tomurcuklanma yolu ile olmaktadir.Morfolojik olarak ana kok hiicrenin
bir boliimiiniin uzamasi ile olusan yuvarlak,oval veya uzamis sekildeki yapilar blastokonidya
olarak adlandirilir. Tomurcuklanma esnasinda hiicre duvarmin bir noktasi lizise ugrar ve bu
noktadan disariya dogru balonlasan kisim siserek genigler. Tomurcuklarin ana hiicreden
ayrilmayip uzamasi sonucu yalanci hifler meydana gelir. Bazi tiirler (C. albicans,
C.dubliniensis (C. dubliniensis) gercek hifler de olusturabilir.Eseyli iireme sonucu gelisen ve

4-8 hiicreden olusan tipik askosporlar, gercek taksonominin anlasilmasini saglar (11,12,13).

Aerobik veya fakiiltatif anaerobik olabilen Candida tiirleri ¢ok gesitli besiyerlerinde 24-72
saat arasinda ireyebilmektedir. Genellikle beyaz-krem renginde, diizgin ve tereyagi

kivaminda koloniler olusturur. Koloniler eskidik¢e diizgiinliiklerini kaybetmeye baslar.



Bazitiirler baslangigtan itibaren burusuk koloniler olusturabilir.C. albicans bazen kanli

agarda, ayaksi ¢ikimtilari(“colonies with feet”) olan koloniler yapar (11,12).

Candida tirleri klinik orneklerde blastokonidya, yalanci hif veya hif formunda bulunabilir.
Yalanct hif; blastokonidyalarin ana hiicreden kopmadan uzayarak olusturduklar1 bir hiicre
zinciridir. Duvarlar1 birbirine paralel olmayip hiicreler arasinda daralmalar nedeniyle bogumlu
olarak gordltrler. Gergek hif ise bogumlanma gostermez; duvarlar1 birbirine paraleldir ve
septa olusturur. Yalanci hiflerin gdriiniimii ve bunlara blastokonidyalarin baglanma sekli,

Candida tirlerinin identifikasyonunda gdzlenecek énemli 6zelliklerdir (14,15).

Dogada ¢ok sayida Candida tiirii bulunmasima karsin, 6zellikle bazi tiirler insanda sik izole
edilen firsatgr patojenler olmalart bakimindan onemlidir. Bunlar; C.albicans, Candida
parapsilosis C.tropicalis, C.kefyr, C.glabrata, C.krusei, C.guilliermondii ve C.pelliculosida,

C.lusitaniae, C.dubliniensis gibi son yillarda giincellesen tiirler olarak siralanabilir (16).

C. albicans hemen hemen tiim Candidoz formlarindan en sik izole edilen tiirdiir.(17)Hastalik
etkeni olarak sik goriilme nedeni, normal florada yiiksek prevalans gdstermesidir.C.
albicans’in A ve B olarak adlandirilan iki serotipi vardir ve bunlar bagisikligi saglam
bireylerde yaklasik olarak esit dagilim gdsterirler. Ancak bagisikligi bozulmus hastalarda
serotipB’nin prevalansi daha yiiksektir (18). Serotip B kokenleri, daha fazla karyotip
cersitliligi gostermeleri ve 5-florositozine karsi direng gelistirmeye daha egilimli olmalari ile
serotip A kokenlerinden fizyolojik olarak farklilik sergilerler (19,20). Bu iki serotipin, C.
albicans’in son zamanlarda tanimlanan ve cografik dagilim gosteren genetik soylar1 iginde
nasil bir dagilim gosterdigi heniiz bilinmemektedir (21).

Candida tiirlerinin blastokonidyum yapilar1 yuvarlak, oval veya uzamis sekildedir. Ender
olarak bazi kokenler, 6zellikle antimikrobiyal ila¢ kullanan hastalardan izole edilenler, ilk
izolasyonlarinda ileri derecede pleomorfik olabilirler. Eseysiz iireme multilateral
tomurcuklanma yoluyla olur ve gercek micel de bulunabilir. Eger eseyli iireme olursa,
mayalar teleomorfik durumlarina gore siniflandirilir.Yalanci hiflerin gériiniimii ve bunlara
blastokonidyum baglanma sekli, Candida tiirlerinin identifikasyonunda g0zlenecek 6nemli
ozelliklerdir (22).

C. dubliniensis, C. albicans ile fenotipik olarak yakindan iliskilidir. C. dubliniensis fenotipik

benzerligi nedeniyle C. albicans’tan oldukca gii¢ ayirt edilmektedir (23).



Saglikli ve HIV infeksiyonlu kisilerden izole edilmesi nedeniyle normal agiz flora iiyesi
olmas1 ile oOzellikle bagisiklik bozuklugu olanlarda agiz lezyonlarina yol acgtig1
diistinulmektedir. Koloni morfolojisi ve mikroskobik gortinimi C. albicans ile aynidir, ancak
C. dubliniensis 45°C’de iireyemez ve klamidosporlar1 daha ¢ok sayidadir.C. dubliniensis’in
ksiloz kullanim1 ve glukosidaz aktivitesi yoktur. C. albicans ile ayrimlarinda molekuler
caligmalarin yararli olacagi bildirilmektedir. C. dubliniensis SDA’da ¢ ginde beyazdan
kreme degisen renklerde parlak, diiz koloniler olusturur. Misir unlu Tween 80 agarda C.
dubliniensis klamidosporlarinin diger tiirlerden farkli olmas1 6nemli bir fenotipik 6zelliktir.C.
albicans genellikle gercek ve pseudohiflerinucunda tek tek klamidosporlar tretir. Buna karsin
C. dubliniensis tirinde c¢ok daha bol ve ekseri ciftler halinde veya ucli hatta bazen
pseudohifin ucundaki ayni bir tasiyici hiicreye yapismis kalin duvarl birkag klamidospordan

olusan kiimeler veya salkimlar olusturarak olagandisi diizen gosterirler (24,25).

C. dubliniensis’e bagli infeksiyonlarda flukanazol tedavisi sonrasi ortaya c¢ikan direng,

tedavide giigliiklere neden olmaktadir (26).

2.1.1. Candida Tiirlerinin Tanimlanmasi
Candida tiirlerinin tanimlanmasinda genotipik yontemler esas alinmakla birlikte morfoloji ve

biyokimyasal analize dayanan fenotipik yontemler, rutin laboratuvarlarda daha yaygimn olarak
kullanilmaktadir. Tanimlamada kullanilan klasik karbonhidrat asimilasyon ve fermantasyon
testlerizaman alic1 ve asirt yiik getirici oldugundan ticari tamimlama testleri on plana
¢ikmaktadir (27).

Farkli antifungal direng profillerine sahip olabilmeleri nedeniyle etkenlerin tiir duzeyinde

tanimlanmas1 6nemlidir (28).

2.1.1.A.Koloni morfolojisi
Candida tarleri rutin mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi tirerler. Ureme genellikle

48-72 saatte olurken, pasajlar1 yapilmig ve laboratuvara adapte olmus kokenler daha hizli
ureyebilirler. Candida turleri ile en gok kanli agar ile SDA besiyerinde karsilasiimaktadir. Her
iki besiyerinden de koloni morfolojisi ile tanimlama yapmak miimkiin degildir. Ancak baz1
Ozellikler vurgulanabilir. C. albicans ve C. tropicalis 24 saatte koloni olusturabilen tiirlerdir.
Koloni gorinimleri duzgin, beyaz-krem ve tereyag kivaminda olup birbirlerinden farkli bir

Ozellik gostermemektedirler (29).



Candida tiirlerine 6zgli kromojenik besiyerleri, pimer izolasyon besiyeri olarak kullanildig1
zaman, kolonilerin rengine gore erken tanimlama yapmak miimkiindiir. Ayrica bu besiyerleri,
karisik tiremeleri gostermesi agisindan da avantajlidir (30). Koloni 6zelliklerine dayanarak bir
veya iki maya turinun On identifikasyonu kromojenik agar besiyerleri ile yapilabilir.
CHROMagar Candida (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD), Candida ID 2 (Biomerieux,
Marcy L’Etoile, France), Oxoid Chromojenic Candida agar (OCCA,Basingstoke, UK) ticari
olarak temin edilebilen Candida tiirlerinin izolasyon ve tanimlanmasina yonelik kromojenik
besiyerleridir. Bu besiyerlerinin iginde degisik kromojenik substratlar vardir. Bu
besiyerlerinin ¢ogu C.albicans tanimlamasinda basarilidir. Kromojenik substratin 6zelligine
gore C.albicansyesil veya mavi koloniler olusturur. C.tropicalis, C.glabrata, C.krusei’nin
olusturdugu kolonilerinin renklerine gore tanimlamada yararlidir (31,32). Diger tiirler ise

cogunlukla pembe-beyaz koloniler olusturara, bu besiyerlerinde tanimlanamazlar.

2.1.1.B. Tanmimlamada kullanilan hizh testler(<24 saat)
Ister genel amach, ister kromojenik besiyeri olsun Candida tirlerinin ayriminda koloni

morfolojisi yeterli degildir ve farkli testlere ihtiya¢ vardir. Bunlardan bir kismi koloni
olusumu ile ayni giin i¢inde sonuglanabilen hizli testlerdir. Bu testlerden ¢cimlenme borusu
(germ tiip) hari¢ digerleri, mantarlarin olusturduklar1 ekzoenzimler araciligi ile tanimlama
yapan reaksiyonlardir. Testler ¢cabuk sonuclanmakla beraber enzimatik reaksiyonlarda her

zaman hata miimkiin oldugundan, tanimlama giivenilir testlerle dogrulanmalidir (33).

2.2. Tam Testleri

2.2.1.Germ tup Testi

C.albicans’in hizli 6n identifikasyonu i¢in kullanilan en degerli ve basit testlerden biri germ
tlp testidir. Test on identifikasyonu saglar, ¢linkii tim Candida kokenleri germ tiip pozitif
degildirler. C. dubliniensis izolatlarinin ¢ogunun ticari sentetik germinasyon besiyerinde
germ tip olusturmamalarma ragmen C.dalbicans germ tlp pozitiftir (33). Testin
sonuglanmasi 3-4 saatlik bir siire gerektirir. Siipheli koloni steril serum (koyun, sigir veya
insan) icinde stispanse edilerek 37°C’de {i¢ saat tutulur ve gergek hif baglangici olan ¢imlenme
borusu mikroskop altinda goriildiigiinde, izolatin C. albicans ya da C.dubliniensis olduguna
karar verilir. Testin 6zgiillik ve duyarliligi oldukc¢a yiiksektir ve C.albicans suslarmin %95-
97°si ¢imlenme borusu olusturur. Bilinen bir C. albicans kultarinin pozitif olarak
kullanilmasmin yanisira, C.tropicalis ve C. glabrata’nin kullanildigi negatif kontroller de

testte yer almalidir. C. tropicalis germ tiipe benzer yapilar olusturdugu zaman, hiicrelerin



ancak %15’inden az1 bunu yapar ve bazen yanlis degerlendirmeye neden olabilir. Ancak
¢imlenme borusuna benzeyen bu yalanci hiflerin, maya hiicresinden ¢iktig1 yerde bir daralma

goralir. Oysa bu daralma C. albicans’in ¢imlenme borusunda gorilmemektedir.

2.2.2. Trehaloz testi
Hizli trehaloz testi ile C.glabrata’nin 6n identifikasyonu 3 saat i¢inde yapilabilir. C.

glabrata’nin hizli tanimlanmasi, flukonazol ve diger azollere direngli olabilmesi agisindan
onemlidir. Trehaloz, diger Candida tiirleri ve farkli mayalar tarafindan da hidrolize edilebilen
bir seker olmakla beraber, C. glabrata tarafindan hizli bir sekilde yikilir. Trehalozun hizli
yikimi  i¢in  gelistirilen  ¢esitli  ticari  kitler(Glabrata =~ TTT=fumouze/France,
GlabrataQuick=Hardy Lab/USA)bulunmaktadir. Oda isisinda 20 dakika bekledikten sonra
trehaloz kuyucugunda turuncu bir rengin olmasi durumunda izolatin C. glabrata oldugu

anlagilir (34).

2.2.3. Hizh Tanida Diger Sistemler
Bu sistemler sadece C. albicans ya da C. glabrata’ya 6zgii olmayip daha fazla tiirii

kapsamaktadir. Bunlar daha ¢ok enzimatik testler oldugu igin ve de tiir sayist arttikga
ozgiillik ve duyarliliginda sikintilar yasanmaktadir. Bu sistemlerde mantarlarin salgiladigi
aminopeptidaz, lipaz, fosfataz, esteraz, (reaz, beta- fukosidaz, alfa-galaktosidaz gibi
enzimlerin etkiledigi substratlar kullanilmaktadir. Ozellikle flukonazol tedavisi alan hastada
C.albicans’in C. dubliniensis’ten ayirt edilmesi dnemlidir. Ciinkii azol baskis1 altinda olan C.
dubliniensis’te azol direnci indiiklenebilir. Bu iki tiiri birbirinden ayirmak i¢in, tek basina
uygulanabilecekbirkag test onerilmistir. Bunlar arasinda 45°C’de C. albicans remesi; 2,3,5-
trifeniltetrazoliyum Klordrin indirgenmesi (C. dubliniensis’te pozitif), B galaktosidaz
olusturma (C. albicans), CHROMagarda koyu yesil renk olusturma (C. dubliniensis), ve
“Staib” agarda ¢ok sayida klamidokonidiyum olusturma (C. dubliniensis) gibi testler yer alir
(35,39).

2.2.4. Tanimlamada kullanilan Diger Morfolojik ve Fenotipik Testler(>24 saat)
Bu testler tanimlamada daha ge¢ sonu¢ vermekle beraber, guvenirlilikleri fazla olup bircok

hizl1 testin bu testlerle dogrulanmasi gerekmektedir. Morfolojik inceleme biitiin fenotipik tani
testleri ile her zaman birlikte yapilmasi gereken testlerdir. Kisisel deneyim gerektirmekle
beraber, fenotipik testlere ek bilgi olusturmasi agisindan ¢ok yararlidir. Fenotipik testlerin bir
kisminda karbonhidrat ve nitrat asimilasyonuna dayanan testler kullanilirken, bir kisminda

bunlara ek olarak enzimatik reaksiyonlar da kullanilmaktadir (27,30,40).



2.2.5.Morfolojik Inceleme
Candida turleri oksijen saturasyonu az olan ortamlarda yalanci hif iiretimi arttirmakta ve bazi

0zel sporlar olusturmaktadir. Bu yapilarin incelenmesi tiir tanimlanmasinda oldukc¢a 6nemli
olup, bu amagla tanimlanacak olan izolat, pirin¢ izolat,/tween-80 agar veya misirunu/tween-
80 agar gibi besiyerlerine “Dalmau teknigi” ile ekilir.Bu teknikte, bir 6ze dolusu maya
kolonisinden besiyerinin ortasma ¢izgi seklinde ekim yapilir.Daha sonra ilk ¢izgiye paralel
ikinci ve glncu cizgiler gekilerek koloninin seyreltilmesi saglanir ve ekim ¢izgileri iizerine
steril bir lamel kapatilir. Plaklar 30°C’de 48 saat inkiibe edilir ve mikroskop altinda 100/400
buyutme ile ekim cizgileri incelenir. Kapatilan lamel ortamin oksijeninin azalmasini, tween-

80 ise yuzey geriliminin diismesini saglamaktadir.

Bu sekilde yapilan inceleme ile Candida tiirleri ve diger bazi mayalarin tanimlanmasi igin
mikroskobik bulgular elde edilmektedir. Ancak en dnemli yarar1 C.albicansve C. dubliniensis
tarafindan olusturulan klamidospor yapisinin saptanmasidir. Bu sporlar biiyiik (8-12um),
yuvarlak ve sitoplazmasi yogun sporlardir. Polisakkaritten yapilmis kalin bir dis duvari,
protein ve ¢ok miktarda lipid tasiyan bir i¢ tabakasi vardir. Hiflerin icinde (ara klamidospor),
kenarinda (yan Kklamidospor), veya uglarinda (u¢ klamidospor) gelisebilir. 1995 yilinda
C.dubliniensis’in tanimlanmasindan 6nce sadece C. albicans’a 6zgii kabul edilen bu yapi,
aynen ¢imlenme borusu gibi son derece o6zgiildiir. Bu iki tiiriin olusturdugu klamidospor
goriinimiinde baz1 kiigiik farkliliklar bulunmakta ve &zellikle tekrarlayan orofaringeyal
lezyonlardan elde edilen izolatlarda bu kiigiik ayrintilara dikkat etmek gerekmektedir. C.
albicans genellikle gercek veya psodohiflerin ucunda tek tek klamidosporlar tiretir (Sekil 1).
Buna karsin C. dubliniensis’in sporlar1 ¢ok daha bol ve ¢ogunlukla ¢iftler halinde veya Gc¢l,
hatta bazen kiimeler veya salkimlar olusturarak farkli bir diizen gosterir (Sekil 2). Ancak

buradan kesin ayrima gitmek miimkiin olmayip, ileri testlere ihtiya¢ duyulur (27,29,30,40).



Sekil 2. Candida dubliniensis

Klamidospor disinda diger Candida tiirlerinin tanimlanmasini saglayan ¢ok tipik mikroskobik

bir bulgu yoktur. Klamidospor saptanmadigi zaman diger testlerle ileri tani testlerine
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gereksinim duyulur. Ancak bazi 6zellikler tanimlamada yardimci olur. C. glabrata hif
olusturmayan bir tiirdiir. “Dalmau yontemi” ile yapilmis ekimde, ekim ¢izgileri boyunca
mikroskobik olarak hif yapisinin olmamas: C. glabrata lehine gucli bir bulgudur. Ancak
Cryptococcus neoformansve Saccharomyces cereviciae gibi diger bazi maya morfolojisindeki
mantarlar da hif olusturmaz. Bununla beraber C. glabrata blastosporlari tiim maya
morfolojisindeki mantarlar arasinda en kiigiik olanidir. Sik rastlanan tiirlerden C. tropicalis’in
tipik bir gorintust yoktur. C. parapsilosis ise mikroskobik olarak (10X) buyltmede, 6rimcek
agina benzeyen goriintiiler olusturabilir. Tanimlama da ¢ok yardimci olmakla beraber kesin
degildir. Ayrica C. parapsilosis’in dev hicreler (“giant cell”)denen iri blastospor ve hiflerini
de gormek mumkin olabilir (29,30,40). C. krusei uzun blastosporlarla karakterize bir tir olup,

goriiniimil aga¢ dalina benzetilmistir.

2.2.6. Asimilasyon ve fermantasyon testleri
Mayalarin tiir diizeyine kadarki identifikasyonunda esas dayanak noktasi, karbonhidrat

asimilasyon testidir. Bu test, bir mayanmn oksijen varliginda belirli bir karbonhidrat1 tek
karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenegini Olger. Karbon ve nitrojen kaynaginin
kullanilmast sonunda besiyerlerinde ya bulaniklilik olusur ya da indikator varliginda degisen
pH’a bagl besiyerinin rengi degisir.Oksijensiz olarak karbon hidratlarin kullanilmasi ise
fermantasyon olup, gaz ¢ikis1 karbonhidrat fermentasyonunun tek gostergesidir. Candida
tiirleri tarafindan fermente edilen biitiin karbonhidratlar asimile edildiginden, besiyerindeki
indikatoriin renk degistirmesi fermantasyonu gostermez. Tersi gecerli olmayip, asimile edilen
karbonhidratlarin tiimii fermente edilemediginden asimilasyon testleri tanimlamada daha

yararhdir(12,27,29,30,40).

Gunimuzde, rutin klinik izolatlar i¢in klasik “Wickerman-Burton” yontemi uygulanmaktadir.
Yaklasik 60 y1l 6nce ilk kez denenen bu yontemde, esas olarak sivi besiyerleri kullanilmakla
beraber, petri kutularinda oksanografik modifikasyonu da uygulanabilir (27). Karbonhidrat
asimilasyonu igin “Yeast Nitrojen Base” besiyerine degisik karbonhidratlar konularak
hazirlanan tiiplere, tanimlanacak olan izolat eklenir. Uygun inkiibasyondan (7-14 gin 30-
37°C) sonra kontrol tiipline gore degisik karbonhidratlarin bulundugu tiiplerdeki bulaniklik
incelenerek izolatinkarbonhidrat asimilasyon gostergesi olarak degerlendirilir. Nitrat

asimilasyon testi ise karbonhidrat asimilasyon testine benzer. Bu test, bir mayanin nitrat1 tek
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azot kaynagi olarak kullanabilme yetenegini Olger. Nitrat asimilasyonunda “Yeast Carbon
Base” besiyerine KNO’konularak hazirlanan tiipler kullanilir. “Wickerman-Burton” yéntemi
Adams ve Coopertarafindan modifiye edilmistir (41). Prensip ayni olmakla beraber, ortama
indikator olarak bromkresol moru eklenerek asimilasyon sonrasi mor rengin sartya donmesi

saglanir. Boylece karbonhidratin kullanildig1 bulanikliliga gére daha rahat anlagilir.

Klasik olarak maya fermantasyonunda kullanilan besiyeri “Yeast Ekstract”, pepton, indikator
olarak brom timol mavisi ve incelenecek karbonhidratlari igerir. Ortama ters olarak “Durham”
tiipi konur ve tiipiin i¢cinin besiyeri ile tamamen dolmasi saglanir. Tanimlanacak sus
eklendikten sonra 10-14 ginlik inkibasyondan sonra “Durham” tipunin icindeki gaz
olusumunun olup olmadigina bakilir. S6z edildigigibi besiyerinin renginin degismesi sadece
karbonhidratin asimile edildigini ve asit olugturdugunu gosterir. Gaz olusumu fermantasyonun

bir g6stergesidir (29).

2.2.7. Ticari Tanimlama Panelleri (>24 Saat)
Klasik asimilasyon ve fermantasyon testleri, bahsedildigi gibi zaman alan ve laboratuvarlara

asirt i yikii getiren testler oldugundan, cesitli ticari tamimlama panelleri rutin
laboratuvarlarda yaygm olarak kullanilmaktadir. Ancak bunlarm higbirinin, klasik
asimilasyon-fermantasyon testleriyle veya birbiriyle tamamen uyumlu olmasi beklenemez.
Bunlarm bir kismi (API20C ve API ID 32C= BioMerieux/France) aynen klasik yontem gibi
asimilasyon temeline dayanir; bir kismi ise (VITEKL 2 YST=bioMerieux/France, Phoenix
yeast ID=Dickonson /USA) degisik karbonhidratlarin asimilasyonu yan1 sira bazi enzimatik
reaksiyonlar1 da icerir. Sadece asimilasyona dayanan sistemlerde sonuglar genellikle en erken
48 saat sonra almirken, enzimatik reaksiyonlar1 destek alan sistemlerde 24 saat iginde
sonuglar almabilmektedir. Bu nedenle bu sistemlere ilgi giderek artmakta olup, rutin

laboratuvarlarda daha ¢ok kullanilmas1 hedeflenmektedir.

2.2.8. Molekdler Yontemler
Mayalar i¢in genis kapsamli bir genetik identifikasyon sisteminin gelistirilebilmesi i¢in

kiyaslamada kullanilabilecek en tekrarlanabilir, 6zgiil ve duyarli sekansin belirlenmesi
gerekmektedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarin ¢ogu rRNA gen bolgeleri Gzerine

yogunlagmigstir.
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Bir¢ok laboratuvarda bu teknolojileri mikoloji i¢in gelistirecek sekanslama ekipmani veya
olanaklar1 yoktur; ancak identifikasyona yardimeci olabilecek baska DNA tabanli yontemler

bulunmaktadir.

2.3. Antifungaller
Sistemik antifungallerin uygulama alanma girmesi 1950’li yillarda baslamig, ancak sayica

artiglart antibakteriyel maddelerin gerisinde kalmistir. Bakteriler, prokaryotik yapida
oldugundan insan hiicresinden farkli yapida metabolik hedefleri vardir. Mantarlar, 6karyotik

canlilar oldugundan dolay1 mantara toksik olan insan hiicresine de toksik olabilir(42,43).

Antifungal tedavi son yillarda biliylik bir degisim gostermektedir. Mantar hastaliklarinin
tedavisinde, Onceleri sadece, toksik etkileri fazla ve kullanimlar1 zor olan amfoteresin B veb-
florositozin (flusitozin,5-FC) kullanilmistir.Giintimiizde, daha az toksik ve daha genis
spektrumu olan yeni antifungal ilaglara gereksinim duyulmustur.1990’larin basinda yeni
triazol tlirevlerinin kullanilmaya baglanmasi ile yeni tedavi seg¢enekleri ortaya ¢ikmistir.Son
yillarda bu ilaclara karsi direng gelisiminin gdzlenmesi arastirmacilart mevcut ilaglarda
yeniliklere ve farkli mekanizmalar1 kullanan yeni antifungal ajanlarm kesfine
yoneltmistir. Tedavi segeneklerinin bu denli genislemis olmasima karsin antifungal ajanlar5in

yaygin kullanimiile, bir veya birkag ajana direngli fungal patojenler ortaya ¢ikmistir (44,45).

Vorikonazol, posakonazol gibi yeni azol tiirevlerinin gelistirilmesi ve mantar hiicre duvarina
etkili olan ekinokandin grubu antifungallerin kesfi ile yeni antifungaller elde edilmistir. Halen
mevcut olan antifungal sayisi1 yeterli olmay1p kisith sayida antifungal vardir (46,48).
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Sekil 3: Antifungal ilaglarin etki bolgeleri.(48 )

Yeni jenerasyon antifungal ajanlarin gelistirilmesinde iki hedef vardir. Bir bu infeksiyonun
patogenezini daha iyi anlayabilmek igin potansiyel hedefleri belirlemek, digeri ise insan
hlcrelerine zarar vermeden maya hicrelerini selektif olarak inhibe edebilen, intrinsik insan

savunma mekanizmalarindan (rekombinant antikor) yararlanmaktir (44-49).

Sistemik fungal infeksiyonlar i¢in kullanimda veya gelistirilmekte olan ilaclar ve etki

mekanizmalari tablo | ‘de 6zetlenmistir (48).
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Tablo 1: Kullanimda veya gelisim asamasinda olan sistemik etkili antifungaller

Antifungal Ajan Etki mekanizmasi

Poliyenler  (amfoterisin B ve lipidli | Mantar hicre membran ergosteroliine

formiilasyonlari, lipozomal nistatin) baglanarak direkt oksidatif membran hasari
olusturur

Antimetabolitler DNA ve RNA sentezinin inhibisyonu

(5-florositozin)

Azoller Sitokrom P450 bagimli 14 alfa lanosterol

(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, | demetilaz enzimini inhibe ederek ergosterol

posakonazol, ravukonazol, albakonazol, | sentezini durdururlar

isavukonazol)

Ekinokandinler 1,3-B-D-glukan sentezini inhibe ederek hiicre
(kaspofungin, mikafangin, anidulafungin, | duvar yapimini bozarlar

aminokandin)

2.3.1 Amfoterisin B ve Lipit formulasyonlari
Polyen grubu antifungalolan amfoterisin B Gold ve arkadaglar1 tarafindan 1955°de

Streptomyces nodosus’dan iretilmis ve 1960’da uygulama alanina girmistir (46,50). AMB,
hidrolik bir polihidroksil zinciri ile lipofilik bir poliyen hidroksikarbon zinciri iceren
amfoterik bir bilesiktir (51). Amfoteresin B, fizyolojik pH’da ve suda iyi ¢oziinmez. Ayrica

oral ve intramuskuler emilimi iyi degildir (48).

Amfoteresin B,mantarin hiicre yapisinda bulunan ergesterole yiiksek afinite ile baglanmasi
sonucunda mantarin hiicre membraninda iyon kanallar1 ya da porlar olusturur. Bu yapilardan

mantarin hiicre igeriginin digar1 sizmasi sonucunda hiicrenin 6liimii gergeklesir (42,48,52).

Amfoteresin B sistemik ve lokal kandidiaziste kullanilir.Sistemik kandidiazis ile aspergillozis,
mukormikozis, kriptokokkozis, dissemine histoplazmozisde en sik tercih edilen ilag olup

fungisid etkilidir.Mantarlarin hiicre membralarindaki ergesterol sentezini azaltarak,
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Amfoteresin B’yedirengli hale geldikleri diistiniilmektedir.Oral kullanimda emilimi iyi
degildir, metabolize olmaz ve lipid den zengin dokularda birikir (44,53).

Genis spektrumlu ve fungisidal olmasindan dolayr amfoterecin B yasami tehdit eden ciddi
mikozlarm tedavisinde kullanilan bir antifungaldir.Amfoterecin B Candida turleri, C.

neoformans, Aspergillus tiirleri, zigomigetler, endemik dimorfik mantarlarin birgoguna
etkilidir.

2.3.2. Azoller
[k kez 1944’de Wooleyn tarafindan sentez edilmis olup, 1981°de bir imidazololan

ketokonazol; 1990’da flukonazol, 1992°de itrakonazol, 2002’de vorikonazol ve 2006’da
posakonazol triazol bilesikleri olarak FDA’dan onay alarak uygulanim alanmna girmislerdir
(50). Bu grup icerisinde imidazol(azol halkasma 2 nitrojen) ve triazol(azol halkasmna 3
nitrojen)olmak iizere iki grup vardir.imidazoller arasmda sadece ketokonazoliin sistemik
etkinligi varken triazol(flukonazol,itrakonazol,vorikonazol,posakonazol) grubunda bulunan

tim antifungallerin sistemik etkinligi vardir (48,51).

Azollerin etki mekanizmasi lanosteroliin ergasterole doniisiimiinden sorumlu olan sitokrom
P450’ye bagimli olan C14 « -demetilazi inhibe etmek yoluyla olur.Bu siire¢ fungal
organizmalar i¢in gerekli ergasterolii azaltir.Sterol birikmesine fungal hiicre metabolizmasi
dayanamaz(fungustatik). Ayrica endojen respirasyonun inhibisyonu, membran fosfolipidleri
ile toksik etkilesim, mayalarn migel forma doniisiimiiniin inhibisyonu diger etki
mekanizmalarini olusturur. Insan hiicrelerindeki sitokrom P450 enzimi ile etkilesime girerek
baz1 metabolik olaylarda bozulmaya yol acarlar. Adrenal ve gonad steroid hormonlarinin

sentezini bozarlar(44,57).

Mantar enfeksiyonlarmin tedavi ve Onlenmesinde azollerin, 0zellikle flukonazoliin yaygin
sekilde kullanimi, bu siniftaki antifungal ilaglara karsi ortaya ¢ikan diren¢ bildirimlerinin
artmasina neden olmustur. Candida tiirlerindeki azol direnci; ilacin hedefindeki enzimlerin
miktar ve Kalitesinde degisiklik, ilacin hedef bolgeye girisinin azalmasi ya da bu
mekanizmalarin ¢esitli kombinasyonlar1 sonucu gelisebilir. Bu sekilde, hedef enzim olan
Lanosterol 14— o -demetilazt kodlayan gendeki (ERGI11) nokta mutasyonlari, hedef
degisikligine yol agarak azollere olan afiniteyi azaltir.ERG11’in asir1 ekspresyonu , hedef

enzimin asir1 liretimi ile sonuglanir ve bu da, hedefteki enzim molekiillerinin tiimiiniin inaktif
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hale getirilmesi i¢in hiicre i¢inde ilacin daha yiiksek konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyulmasina

yol acar.(42,59)

2.3.2.1. Flukonazol
Flukonazol, 6zellikle kandidoz tedavisinde siklikla kulanilan bir antifungaldir. Flukonazol,

suda ¢Oziiniir,oral biyoyararlanimi yiiksek olan birinci kusak Triazol antifungaldir. Proteine
baglanmas1 diisiik olup santral sinir sistemi de dahil olmak {iizere tiim organ ve dokulara
yayilr. (48,51,52) Hem oral hem de intravevéz formunun olmasi, hepatik, gastrik ve
endokronolojik yan etkilere diisiikk oranlarda yol agmasi ve BOS’a iyi ge¢mesi baslica
avantajlarini teskil etmektedir (66). Uygulanmasinin ardidan hemen biitiin organ ve dokulara
dagilim gosterir. Bir onemli 0zelligi ise suda ¢oziiniirolmas1 nedeniyle BOS’a kolayca
gecebilmesidir (67).

Lipofilik yapidaki biyoyararlanimi bozuk olan ketokonazol ve itrakonazole gore nispeten

daha kuguk, suda eriyebilen bir molekildir vehizla yiiksek oranda absorbe olur (68).

Flukonazol (triazol)

Sekil 4: Flukonazolun kimyasal yapisi (48)

Fluconazol birgok Candida turine ve C. neoformans’a karsi etkilidir.Candida tiirlerinden
Candida krusei flukonazole direnglidir (69). C. glabratasuslarinin flukonazole duyarlilig ise
onemli Olgude degiskenlikler gostermektedir (70). C. tropicalis, C. norvegensis, C.

dubliniensisve C. inconspicua tiirlerinin bazi suslarma karsi da yiiksek flokonazol MIK
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degerleri saptanmistir(71,72). Bu tiirlerin disinda da her Candida tiirii i¢cinde flukonazole
direngli suslarin mevcut olmasi muhtemeldir. AIDS tanis1 konmus hastalarda uzun siireli

flukonazol kullaniminda izole edilen suslarinda direngli paternler izole edilmektedir.(73)

Flukonazol, kandidoz, kriptokokkoz ve koksidyoidomikoz tedavisinde kullanilmaktadir, 6te
yandan Histoplazmoz, blastomikozve sporotrikoz tedavisinde ise ikinci bir secenek olarak
kullanilmaktadir (74). Flukonazol, transplant hastalarinda (75) ve kriptokokkal menenjit tanisi
konmus AIDS olgular1 gibi (76) yiiksek risk grubundaki hastalarda, profilaksi ve kronik

supresyon tedavisine yonelik yaygin kullanim mevcuttur.

Flukonazol tedavisinde yan etkiler ve toksik reaksiyonlar nadir olarak gozlenmektedir.
Flukanazol tedavisi esnasinda alerjik reaksiyonlar, anjiyoddem trombositopeni ve

alopesigelisebilir (77, 79).

2.3.2.2. EKinokandinler

Ekinokandinler, bazi mantarlarin fermentasyonundan elde edilmis olan semisentetik
lipopeptid yapisinda antifungallerdir. Ekinokandinler 1,3-B-D -glukan sentazi hizli ve geri
doniisiimsiiz baglanip mantar hiicre duvarmin temel bilesimi olan 1,3-B-D- glukan sentezini
inhibe ederler. Mantar hiicre duvar1 sentezlenemediginden dolayr mantara karsi fungisidal
etkili antifungallerdir.1,3-B-d-glukan sadece mantar hiicresinin yapisinda bulundugundan

sadece mantar hiicresine toksik etkisi olmaktadir (48,60).

Fungusidal 6zellikte olan bu grup esas olarak diger antifungallere direngli suslar da dahil
olmak (zere Candida’ya etkilidir. C. parapsilosis, C. guilliermondii’ye etkinlikleri az, C.
neuformans’a etkisizdirler. Aspergilluslar’ a etkinligi s6z konusudur, fakat ¢ogalmakta olan
hiflere etkisi siirhidir (61-62-63-64-65).

Kaspofungin en ¢ok klinik uygulamasi olan ekinokandin tiirevidir. Proteine baglanma oranlar1
yuksek olup beyin omurilik sivisindaki konsantrasyonlar1 diisilk olmakla beraber, tiim
organlara yayilabilirler. Ekinokandinlerin tlim tirevleri ¢ok iyi tolere edilmektedir. Diger

ilaglarla etkilesimi s6z konusu degildir (52).
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.3.GEREC VE YONTEMLER

3.1.Arastirma tipi

Deneysel model ¢aligmasidir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Yiiksek Lisans tez arastrmast Temmuz 2016- Agustos 2017 tarihleri arasinda, TS EN
ISO 15189 Tibbi Laboratuvarlar- Kalite ve Yeterlilik icin Ozel Sartlar Standardi’ na gore
TURKAK tarafindan akredite edilen Dokuz Eyliil Universitesi Hatanesi Merkez Laboratuvari
biinyesinde bulunan Mikrobiyal Konfirmasyon Laboratuvari ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 4044 No’ Iu Laboratuvar’ da gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Calisma Gruplan

3.3.1.Cahismada Kullanilan Suslar:
ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis sus kullanilmistir.

3.3.2. Gazla Aynstirma (GC) Kontrol Suslar
Pozitif Kontrol Susu: DSM 1117 Pseudomonas aeruginosa

Negatif Kontrol Susu: Ayiraclar (“reagent blank”)

3.3.3. Kalibrasyon Materyali
Gazla Aynstirma igin; “MID-1300-AA Rapid Calibration Mix for Rapid and Sensi
Libraries”,

3.4. Calisma Materyali
Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 4044 No’ lu laboratuvarda

koleksiyon sus olarak bulunan ATCC 10231 Candida albicans ve CD 36 Candida dubliniensis

suslar1 tez arastirmasinda kullanilmagtir.

3.5. Arasirmanin Degiskenleri
Arastirmanin degiskenleri yoktur
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3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Sarf Malzemeleri

Tezde Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanim Amaci

Petri kabi Mikroorganizma kiltirii icin besiyeri
hazirlamada
Steril 6ze Mikroorganizmalar1 pasajlama,

toplama iglemlerinde

15 mL cam tipler

Yag asidi ayristirma iglemlerinde

Pastor pipeti

Yag asidi ayrigtirma iglemlerinde

Mavi uglu pipet

Yag asidi ayrigtirma iglemlerinde

Amber vial

Yag asidi ayrigtirma iglemlerinde

“Insert”

Yag asidi ayrigtirma iglemlerinde

Tezde Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Kullanim Amaci

6.00N Hidrojen klorir (HCI)

Yag asidi ayristirma iglemlerinde

“HPLC grade isopropyl alkol”

Yag asidi ayristirma iglemlerinde

Sodyum hidroksit (certified

ACS)

Yag asitlerinin ayristirilmasinda

% 50 Sulfirik Asit

Yag asitlerinin ayristirilmasinda

“Hexane (HPLC Grade)”

Yag asitlerinin  ayristiriimasi
analizinde

Ve

“Methyl-tert-butyl ether (HPLC

Grade)”

Yag asitlerinin ayristirilmasinda

Sodyum hidroksit (NaOH)

Yag asitlerinin ayristirilmasinda

Sodyum Klorid (NaCl)

Yag asitlerinin ayristirilmasinda

Sabouraud Dextrose Agar

Maya kulttrlerinde
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3.6.2. Cihazlarin Listesi

Tezde Kullanilan Cihazlar

Kullanim Amaci

Laminar Class Il B2 / Esco|Biyolojik 6rneklerin hazirlanmasi ve iglemlenmesi
(HEPA/ULVA filitreli)
- 80 sogutucu / New Brunswick | Biyolojik drneklerin uzun siireli stoklanmasi

Scientific U410

-20 sogutucu /

Biyolojik 6rneklerin uzun siireli stoklanmasi

+ 4 Buzdolab1 / Ariston

Biyolojik 6rneklerin kisa stireli saklanmasi

Sogutmali santrifiij /Sigma

Biyolojik 6rneklerin hazirlanmasi ve iglemlenmesi

Normal etiiv /Heraus

Biyolojik drneklerin inkiibe edilmesi

Otoklav / Hirayama

Calismalarda kullanilacak malzemelerin
sterilizasyonu, besiyerlerinin hazirlanmasi

Gaz kromotografisi /MIDI sistem

Yag asiti profillerinin analizi

Su banyosu / Memmert

Molekiiler ~ Orneklerin ~ hazirlanmasi,  biyolojik
orneklerin yag asiti incelemesi i¢in hazirlanmasi

Vorteks

Molekiiler  Orneklerin  hazirlanmasi,  biyolojik
orneklerin yag asiti ve mikolik asit incelemesi igin
hazirlanmasi
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3.6.3. Calismada Kullanilan Yontemler

3.6.3.1. Mikroorganizmalarin Uretilmesi
Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sisteminde onerildigi gibi, gazla ayristirma ile yag

asidi analizine gore tanimlama icin ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida
dubliniensis suslar1 28°C* de “Sabouraud DextroseAagar” da 24 saat inkiibe edildi (80).

3.6.3.2. Antifungal Agar Proporsiyon Uygulamasi
ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suslar1 ayr1 ayr1 24’ luk

hicre kiltir plaklarinda 128 — 4 mikrogram / mL flukonazol iceren SDA agarlara ekilecek ve
28 derecede 12 ve 24 saatlik araliklarla enkiibe edilmistir (81).

Islemin ilk basamagmda 6nce Flukonazol’ii 128 — 4 mikrogram /mL yogunluklarinda
RPMI 1640 igerisinde ¢ozindlrdukten sonra bu konsantrasyonlarda Flukonazol etken
maddesi eklenerek, 24’liikk hiicre kiiltliri plaklarina once SDA agar (her kuyucuga 3’er ml
olacak sekilde) ilave edilip azalan konsantrasyonlarda flukonazol eklendikten sonra
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Bu islem 3 kez yontemin gelistirilmesinde, sonra da 3 kez

olmak tiizere 6 kez tekrarlanmigtir (81).

3.6.3.3. Gazla Aynistirma ile Yag Asidi Profillerinin Analizi
Gazla ayristirma ile yag asiti profillerinin analizine gére ATCC 10231 Candida

albicans ve CD36 Candida dubliniensis suslariin tanimlama yonteminin baglangi¢ islemleri
Dokuz Eyliil Universitesi TipFakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 4044 No’ Iu
laboratuvarda Laminar Class 3(Biyogiivenlik Diizeyi 3 kabin kosullar1) olan giivenlik
kabininde calisilmistir. Yag asitlerin ayristirilmasi igin gerekli olan ayiraglari hazirlandi
(Tablo 2). Yag asitianalizine gore ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida
dubliniensis sus kullanilmistir. Tanimlama yontemi kiiltiirden 6rnekleri toplama, sabunlasma,

metilasyon, ekstraksiyon, yikama ve analiz olmak iizere alt1 islembasamagindan lugmaktadir

(80).
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Tablo 2: Gazla Ayristirma ile Yag Asiti Profillerinin Analizinde Kullanilan Ayiraclar

45 g Sodyum Hidroksit
150 mL Metanol (HPLC grade)

150 mL Deiyonize Distile Su

325 mL 6.00 N Hidroklorik Asit

275 mL Metanol (HPLC grade)

200 mL Methyl tert-butyl ether (HPLC Grade)

200 mL “Hexane (HPLC Grade)”

10.8 g Sodyum Hidroksit

900 mL Deiyonize Distile Su

Toplama: Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sisteminde onerildigi gibi tireme goriilen kiiltiir
plaklarinda {i¢iincii ekim ¢izgisindeki mikroorganizmalardan bir 6ze (40 mg) ornek tiipe alindi
Sabunlasma: 1.00 mL ayira¢ 1’den eklenerek 5- 10 saniye kadar vortekslenerek, 100°C’ deki

su banyosunda 5 dakika bekletildi. Bu asamadan sonra bakteri kiiltiiriinden alman 6rnek
canlilik- enfektif 6zelligini yitirdigi i¢in “Biyoguvenlik Diizeyi 1” 6rnege doniismektedir. Su
banyosundan alman tipler bes- 10 saniye vortekslendi ve 25 dakika 100°C’ deki

subanyosunda bekletildi.

Metilasyon: Oda isisinda sogutulan tiiplere 2.00 mL ayirag 2 eklenip, 5- 10 saniye
vortekslendi ve 80°C” de 10 dakika bekletildi.

Ekstraksiyon: Oda sisina gelen tiiplere 1.25 mL ayirag 3 eklenerek 10 dakika rotorda
karigmas1 saglandi. Rotasyondan sonra tiipte ayrilan iki faz ayrimi gozlendi, iist faz yeni tiipe

alindi.

Yikama: Ust fazin alindigi tiipe 3.00 mL ayirag 4’ den eklenerek, bes dakika rotorda

karigmasi saglandi. Rotasyondan sonra tist fazin 2/3” i amber viallere alinadu.
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Analiz: Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar: Mikrobiyal Konfirmasyon
Laboratuvarr’'ndaki “Gazla Ayristrma” cihazinda analiz edildi. Orneklerin piklerinin
yuksekliklerinden elde edilen ham kromatografik data, “ChemStation Software”
kullanarakiglemlendi ve “Sherlock Software” kullanilarak yorumlandi. “ToplamYag Asiti
Pikleri” (“Total Fatty Acid Peaks™) her sus icin belirlendi ve yag asiti profillerine gore
Olusturulmus olan suslardan olusan kiitiiphane ile karsilastirilarak tanimlama yapildi.

(Sherlock, 2012).

Sistemin kontroli: Sistemin ¢aligmasi yani analiz isleminin gerg¢eklesebilmesinde cihazin
analize baglamasi i¢in hazir olup olmadigir ve her 10 Grnekte bir cihazmn diizgiin ¢alisip
caligmadigmi kontrol etmek i¢in kalibrasyon materyali olarak “MID-1300-AA Rapid
Calibration Mix for Rapid and Sensi Libraries” kullanildi. Cihazin sartlanmis oldugu sistemde
kalibrasyon okumasi gerceklesmedigi kosullarda sistem kendini kapatti. Kapatma islemi

gerceklestigi durumlarda sistemin ¢caligma basamaklar1 ve kalibrasyon materyali kontrol edildi
(80).

Her tanimlama isleminde pozitif kontrol olarak: DSM 1117 Pseudomonas aeruginosasusu,

negatif kontrol olarak ayiraclar (“reagent blank”) kullanildi.
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Sekil 2: Gazla Aynistirma ile Yag Asidi Profillerinin Analizi (80)
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3.7. Arastirma Plam

PLANLANAN CALISMA

Ocak Haziran 2016 Literatiir arastirmas1 ve 6n hazirligin
yapilmasi

Haziran — Eyliil 2016 Dokuz Eyliil Universitesi Merkez
Laboratuvar1 S6zlesmesinin yapilmasi, , Etik
Kurul izninin ve Dokuz Eyliil Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitisu Yonetim Kurulu
izinin alinmasi

Kasim- Aralik 2016 Deneysel Arastirmanin Gergeklestirilmesi

Subat- Nisan 2017 Arastirma verilerinin analiz edilmesi ve
degerlendirilmesi

Nisan- Agustos 2017 Yiiksek Lisans Tezinin yazilmast

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Gazla ayristirma yontemine gore yag asidi profiline géore ATCC 10231 Candida albicans ve

CD36 Candida dubliniensis suslarin tanimlasinin yapilmasinda sistemin c¢aligmasi igin
egitimler 27- 29 Mart 2013 tarihleri arasinda alinmstur.

Gazla aynstirma yontemi ile yag asidi profillerine gore anaerop bakteritanimlamasi icin
FDA onay1: 50(k) Number: kO52485”Gazla ayristirma yontemi ile yag asidi profillerine
gore anaerop bakteritammlamasi icin “Association of Analytical Communities,
(AOAC)” onayr: 2004.11Gazla aynistirma yontemi ile yag asidi profillerine gore aerop
bakteritanimlamasi icin CDC onayr: “0801.Issuel: 15 January 1998.Methods:0801,
Issuel”

Sistemin kontrolii yontem i¢inde tanimhidir ve degerlendirme tanimli yOnteme

goreyapilmustir.
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3.9. Arastirmanin Sinwrhiliklar
Arastirmanin sinirliliklar: yoktur

3.10. Etik Kurul Onay
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik ve Laboratuar Arastrmali Etik Kurulu’
nun 28.07.2016 tarihli toplantisinda 2016/21-03karar numarasi ile arastirmanim etik kurul

onay1 alinmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Gazla Aynistirma ile Yag Asidi Profillerinin Analizi
Gazla ayristirma analiz yontemi sisteminin c¢aligmaya hazir olup-olmadigini

denetlemek ic¢in kullanilan “MID-1300-AA Rapid Calibration Mix for Rapid and Sensi

Libraries” sonucu sistemin ¢aligmaya hazir oldugunu gostermistir (Sekil 2).

FID1 A, FID1A, Front Signal (E14219.584\A0010001.D)
pA | g 3 5 3 ~
1 s & & - S
180 o N
] @
] —
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] S
i —
120
+ <
] @ B o S
100 & o ?
] o
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80 i
] [}
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] @ o o
40i H§ %
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4 — ©
L) BN
2 ‘ i ‘t‘l‘ ey “LJL ‘ ‘ deu/‘——‘
1 2 3 4 5 min
Library SimIndex  Entry Name
RCLING6 6.10 0.996 MIDI Calibration Mix 1

Sekil 5: Gazla Aynstirma Yonteminin “MID-1300-AA Rapid Calibration Mix for
Rapid and Sensi Libraries” sonucu

Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sisteminde Onerildigi gibi, kanli agarda iiretilen
pozitif kontrol susu DSM 1117 Pseudomonas aeruginosa ve negatif kontrol Ayira¢lar
(““reagent blank™) kromotografik sonuglar1 sistemin dogru ¢alistigin1 géstermektedir (Sekil
3).
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FID1 A, FID1A, Front Signal (E14219.584\A0033405.D)

1

—

*** |_ibrary match not attempted negatif kontrol sonucu (“reagent blank’)

Sekil 6: Gazla Aynistirma Yonteminin pozitif kontrol DSM 1117 Pseudomonas

aeruginosa ve negatif kontrol Ayiraclar (“reagent blank”) kromotografik sonuclari
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Tablo 3: ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis YST28 kiitiiphanesindeki karsilagtirmasi

STRAIN

C albicans
C.albicans
C.albicans
C albicans
C albicans
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C albicans
C dubliniensis
C dubliniensis
C dubliniensis
C.dubliniensis
C dubliniensis
C dubliniensis
C.dubliniensis
C.dubliniensis
C.dubliniensis

PASAGE

1 pasaj
1 pasa
1.pasa
2 pasaj
2 pasaj
2.pasaj
3.pasaj
3.pasaj
3.pasaj
1.pasaj
1 pasaj
1 pasa
2 pasaj
2 pasaj
2 pasaj
3.pasaj
3.pasaj
3.pasaj

TOTAL RESPONSE

126494 79.88%
59020 58.36%
88246 73.74%
59260 55.35%
54079 67.82%
73986 76.62%
78515 75.49%
71733 76.09%
44323 60.92%
60566 67.38%
52803 73.48%
54543 60.93%
49173 30.23%
75507 65.54%
32733 54.85%
76587 74.32%
91232 66.70%
84607 78.62%

PERCENT NAME

TOTAL NAME

101050
34444
65076
32800
36677
56691
59273
54578
27001
40811
38867
33234
14863
49480
17953
56916
60847
66599

METHOD
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE
SYEASTE

LIBRARY

COMPARISON CHART
YST28 C. albicans GC subgroup A

YST28 not matches found

YST28 C. albicans GC subgroup A

Y5T28 not matches found

YST28 Lipomyces- strakeyi

YST28 C. albicans GC subgroup A

YST28 C. albicans GC subgroup A

YST28 Lipomyces- strakeyi

YST28 not matches found

YST28 Kluyveromyces-maexianus var lactis
YST28 C. albicans GC subgroup A

YST28 Lipomyces- strakeyi

YST28 not matches found

Y5T28 not matches found

Y5T28 not matches found

YST28 Kluyveromyces-maexianus var.lactis
YST28 Kluyveromyces-maexianus var.lactis
YST28 Kluyveromyces-maexianus var.laclis

Tablo 4: ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis YSTCLING kiitiiphanesindeki karsilastirmasi

STRAIN
C.dubliniensis
C.dubliniensis
C.dubliniensis
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.dubliniensis
C.dubliniensis
C.dubliniensis
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.dubliniensis
C.dubliniensis

PASAGE

1 pasaj
1 pasa
1 pasa
1 pasa
1 pasa
1 pasa
2 pasaj
2. pasaj
2 pasaj
2 pasaj
2 pasaj
2.pasaj
3 pasaj
3 pasaj
3 pasaj
Jpasaj
3 pasaj

TOTAL RESPONSE

51062 56.15%
54373 61.14%
50038 54.13%
78938 80.44%
57547 56.96%
83064 79.55%
36091 52.13%
72268 48.73%
99202 60.66%
55729 55.75%
51694 74.63%
63932 58.00%
36804 77.14%
27698 104.10%
35015 54.17%
46182 56.06%
52901 48.61%

PERCENT NAME

28672 SYSTCLNG
33243 SYSTCLNG
27083 SYSTCLNG
63499 SYSTCLNG
32781 SYSTCLNG
66073 SYSTCLNG
29241 SYSTCLNG
35216 SYSTCLNG
60174 SYSTCLNG
31070 SYSTCLNG
38579 SYSTCLNG
37081 SYSTCLNG
28391 SYSTCLNG
28834 SYSTCLNG
29804 SYSTCLNG
25890 SYSTCLNG
25714 SYSTCLNG

METHOD

YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN
YSTCLN

COMPARISON CHART
C. albicans GC subgroup A
C.albicans GC subgroup B
not matches found
C. albicans GC subgroup A
not matches found
C.albicans GC subgroup B
not matches found
not matches found
C. albicans GC subgorup A
C keyfr
not matches found
C. albicans GC subgroup A
C. albicans GC subgroup A
C. albicans GC subgroup A
C. albicans GC subgroup A
C.albicans GC subgroup B
C. albicans GC subgroup A

LIBRARY

DISTANCE
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11557
15657

23332
12228
12084
20808

16318
16946
25664

10506
9.102
9.251

DISTANCE
19145
11828

13403

12823

23261
19967
20562
13443
24007
21067
15470
13139



4.2. Gazla Aynistirma ile Yag Asidi Profillerinin Analizi

S 775|256 mikrogran/nl flukonazol C. albicans
: 5337|128 miki an/mL Flukonazol C. albican
£330 |64 mikrogran/nl Flukonazol C. albi

5339 hexane _
534032 mikrogram/nL Flukonazoel C. albicans
5341 |16 mikrogran/nL flukonazol C. albicans
5342 |8 mikrogran/nl flukonazol G. albicans
5343 hexane

5344/256 mikrogran/ml Flukonazol C.dubliniens:
£345 128 mikrogramn/nL Flukonazol C.dubliniens:
5345 6 mikrogran/nl flukonazol £.dubliniensi:
5347 hexane
5347 32 mikrogran/nl flukonazol €.dubliniensi:
5743 16 mikrogran/nL Flukonazol C.dubliniensi:
£350 8 mikrogran/nl flukenazol C.dubliniensis
5351 hexane

£352 C.albicans plate kontrol

SYSTCLNG 5353 £35] C. dubliniensis plate kontrol

5354 hexane

Flukanozol Etkisinde ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis
suslarmin YSTCLING kiitiiphanesindeki karsilastirmast yapildiginda, flukanozol etkisindeki

Wi

Jaassasoe s

é

it

ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suslarmm YSTCLIN6

kiitiiphanesindeki karsilastirmasi sonucunda yag asiti piki tespit edilememistir.

Flukanozol etkisindeki ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis

mayalarmin sayisinin azlig1 nedeniyle tespit edilecek miktarda yag asiti elde edilememistir.
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5. TARTISMA

Mantar enfeksiyonlarmm siklifmmn ve Oneminin artmast antifungallerin  siklikla
kullanilmasma neden olmaktadir. Tedavideki yaklasimlarin diizenlenmesinde alternatif
ilaglarin arayisinda ve gozlenen direng sorunu nedeniyle standart antifungal duyarlilik

yontemlerinin 6nemi artmustir.

Antifungal duyarlilik testleri 6zellikle enfeksiyon ciddi boyutlarda ise ve tedaviye direngliyse,
daha oncesinde antifungal ilaclarla karsilagsmis bir hastada ortaya ¢ikmissa ya da nadir

g0Ozlenen bir tiir tarafindan olusturulmusgsa, bu hastaliga neden olan mantarlara uygulanir (82,

83).

Glinlimiizde 6zellikle Onkoloji ve AIDS hastalar1 basta olmak iizere diisiik immun dirence
sahip kisilerde hizla gelisen ve bazen de oliimciil enfeksiyonlara sebebiyet veren Candida
tiirlerine kars1 yeni antifungal ajan arayislari biiylik bir hizla siirmektedir. Bu hastalar uzun
stiren tedavi siireglerinde antifungal ilaglarla tedavi edilmeye calisilsa da  Candida

enfeksiyonlari tam olarak eradike edilememektedir (84).

Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS) kullamlarak yag asiti profilleri, klonal olarak
birbirine ¢ok yakin olan bu iki Candida susunun antifungal flukonazole karsi zamana bagl

yanitinin degerlendirilmesinde kanit saglayacaktir (80, 84).

ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensissuslarinin GC ile analiz
edilerek, olusan yag asidi piklerini, standart suslardan olusan kiitiiphanesi ile karsilastirarak,
benzerlik oranma gore tanimlama yapmaktadir. Giinler siiren klasik tanimlama islemlerine
karsilik ayni gin etkin, verimli ve guvenilir sonu¢ verilmesi hasta guvenligi kapsaminda

hastanin tanis1 yapilarak tedavi/ uygulama/ bakima zamaninda ulagimi saglanmis olacaktur.

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi, Merkez Laboratuvari, Mikrobiyal Konfirmasyon
Birimi’nde yer alan “Gas Chromatography” (GC) cihazi ile yag asiti profillerine gore
tanimlamahizli ve giivenilir sekilde yapilabilmektedir. Sonuglar “Benzerlik Cetveli” (BC,
“Similarity Index”) esasmna gore FDA tarafindan onaylanan bir Ornek hazirlama-
degerlendirme-tanimlama yontemi gerceklestirilerek degerlendirilir. GC cihazinda aerop-
anaerop bakterinin ve mayalarm “yag asidi dizilimleri” ilgili kuttphaneler kayithidir.

Bilinmeyen bakteri ve/veya maya kolonilerinden yag asitleri ayrildiktan sonra (ayristirmanin
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ilk basamagmdan itibaren degerlendirilen ornekler steril durumdadir ve biyogiivenlik riski
tagimazlar), ilgili cihazlarda analiz edilirler. Yag asidi profillerini belirten kromotografik
pikler, standart suslarm izleri ile karsilastirilarak, dokiimleri yapilir. Sistemin 6zii budur ve

FDA ve CDC tarafindan onaylanmaistur.

Laboratuvar giivenligi i¢in laboratuvarda karsilasilan risk ve tehlikelerin tanimlanip,
giivenlik programi olusturulmalidir. Biyogiivenlik Diizeyi 3 laboratuvar kosullarinda
caligmas1 gerek ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensisturlerinin
tanimlama islemi Mikrobiyal Konfirmasyon Laboratuvari’nda HEPA/ ULPA filitreli
Giivenlik Diizeyi Class 2 B2 olan giivenlik kabininde ¢aligilmaktadir. ATCC 10231 Candida
albicans ve CD36 Candida dubliniensis tanimlama yOnteminin ilk basamagindan
(sabunlagma) sonra calisilan 6rnekler enfeksiyoz 6zelliginin kaybetmektedir ve calisan igin
biyolojik tehlike kalmamaktadir. Yine ayni sekilde gecerli kilinan gazla ayrigtirma ile yag
asidi profillerine gore tanimlama yonteminin ilk basamagmdan sonra ornekler sterildir ve
biyolojik risk tasimazlar. Laboratuvar ¢alisanlar1 tiim laboratuvar hizmetlerini biyogiivenlik
kabininde gerceklestirmekte ve giivenlik Onlemi olarak maska, eldiven ve gozlik
kullanmaktadir. Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS) kullanilarak yag asiti profilleri,
klonal olarak birbirine ¢ok yakim olan bu iki Candida susunun antifungal flukonazole kars1

zamana bagli yanitinin degerlendirilmesinde kanit saglayacaktir (80, 84)

Mikrobiyal identifikasyon basamagmda Candida albicans ile Candida dubliniensis
aymrmmimin hizli, giivenilir ve glivenli bir yontemle gerceklestirilebilmesi, 6zellikle iki susun

flukonazole direnci agisindan 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hasta ve calisan giivenligi saglikta kalite gelistirme ve akreditasyonun temel
dayanaklarindan biridir. Hasta o6rneklerinin givenli bir sire¢ icinde laboratuvara kabuld,
laboratuvar i¢inde analizin giivenli kosullarda gergeklestirilmesi, analizin etkin, verimli, sz
verilen zamanda yapilmasi hastanin tany/ tedavi/ bakim siireglerinin baglamasinda birincil
Oneme sahiptir. Bu noktada analizin yapildig1 laboratuvarin uluslararas: standartlara uygun
olarak glvenilir sonu¢ vermesi siirecin dogru olarak baslamasinda etkilidir. Uluslar arasi
standart yontemlerle calisan laboratuvarin bu caligmalarmi siirdiiriirken belgelendirmesi

akreditasyonun gereklerinden biridir.

Yag asitleri mikroorganizmalarin duvar yapilarinda yer alirken, her bir yag asidi o
mikroorganizma icin fenotipik bir parmak izi olarak tanimlanabilir. Standart alimmis 6rnekler,
standart kosullarda getirildikleri laboratuvarda standart besiyerinde, standart kosul ve strede
enkiibe edildikten sonra eger ilireme varsa, olusan kolonilerden alinan Ornekler ile ilk
asamadan itibaren baglatilan sabunlastrma ve onu izleyen basamaklar sonunda hem
laboratuvar c¢alisanlar1 igin gilivenli bir ortamda ¢alisma saglanir, hem de elde edilecek

identifikasyon uluslararasi standartlara uygun bir sonug olarak karsimiza ¢ikar.

Yag asitleri mikroorganizmalarin duvar yapilarinda yer alirken, her bir yag asidi, o
mikroorganizma i¢in “fenotipik bir parmak izi” olarak tanimlanabilir. Bu noktadan hareketle,
tanis1 yag asidi profili ile konan bir mikroorganizmanin “antibiyogram:” da bu yontemle

calisilabilir sonucunu goriiyoruz.

Candida gurubu ve maya grubunun tiptaki diger onemli iiyeleri (Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus gattii,...gibi) i¢in, 6zgiin “yag asidi antibiyogram” c¢aligmalar1
yapilabilir. “Duyarlilik — direnglilik” noktasinda belirleyici olan yag asitlerinden ayr1 bir
standart kiitiiphane olusturulabilir. MIDI Sherlock Sistemi buna musaittir (“Research Use
Only”).

Standart alinmis Ornekler, standart kosullarda getirildikleri laboratuvarda standart

besiyerinde, standart kosul ve siirede enkiibe edildikten sonra eger iireme varsa,
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> Ureme gorilen kolonilerden alinan Ornekler ile ilk asamadan itibaren baslatilan

sabunlastirma ve onu izleyen basamaklar sonunda;
» Laboratuvar galisanlari igin giivenli bir ortamda ¢aligma saglanir,

» Sonugta da elde edilecek identifikasyon uluslar arasi standartlara uygun bir sonug

olarak karsimiza ¢ikar.

Caligmalarim, antibiyogram ¢aligmalarmi da icerek sekilde yeni kiiltlir maya tiirleri ile

calisiimasi bu tezdeki yontem uygulamalari ile daha ileri diizeye tasimabilir.
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