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ÖZET 

Candida dubliniensis, C. albicans’la yakın ilişkisi olan bir maya olarak belirlenmiştir. Her iki 

Candida türü de HIV-enfekte bireylerde görülen ağız kandidiyozunun etkeni olabilirler. 

Candida dubliniensis izolatları Candida albicans’ a göre genelde poliyen ve azollere daha 

yüsek duyarlılık gösterirler. Ancak Candida  dubliniensis flukonazole daha hızlı direnç 

geliştirir ve bu özellik de profilaktik ve tedaviyi gerektiren uygulamalarda önemlidir. Mantar 

enfeksiyonlarının sıklığının ve öneminin artması antifungallerin sıklıkla kullanılmasına neden 

olmaktadır. ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suşlarının 

flukonazol etkisinde olası yağ asiti değişimlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır 

 

Anahtar Kelimeler: ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis, yağ 

asiti, flukonozol 
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EVALUATION OF FATTY ACID PROFILES OF CANDIDA ALBICANS AND 
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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
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Mantarlar alemi (kingdom fungi) denilen kendilerine ait ayrı bir alem içinde yer 

almaktadırlar. Mantarlar ökaryotik mikroorganizmalardır. Ancak kitin ve glukandan oluşan 

sert bir hücre duvarına ve ana sterol içeriği olarak kolesterol yerine ergasterolün bulunduğu 

bir hücre zarına sahip olmaları ile diğer ökaryotlardan ayrılırlar (1). Mantarlar son yirmi yıllık 

sürede, özellikle immün yetmezlik veya altta ciddi bir hastalık nedeniyle hastanede yatan 

bireylerde, hastalıkların önemli etkenleri olarak kendilerini göstermektedirler (2). 

1987’de Berlin’ de 14. Ulusal Botanik kongresinde Dixon ve Fromling tarafından yapılan 

Fungus sınıflandırmasında Tıbbi önem gösteren fungusların bu sınıflandırmadaki yeri 

belirlenmiş olup Candidalar, Deuteromycetes (Fungi İmperfecti) sınıfı içinde yer alan üç 

takımdan Cryptococcales  takımı içinde yer almaktadır (3). 

Mantarların tanımlanmış en az 100 000 türü vardır. Bu sayıya her yıl yaklaşık 1000-1500 

türün katıldığı düşünülmektedir. Bu türler içinde yaklaşık 50 kadar mantarın normal 

bireylerde enfeksiyona yol açtığı bilinmektedir (4).  

Klasik mantar taksonomisi, ağırlıklı olarak morfolojiye ve spor oluşturma şekline dayanır. 

Bununla birlikte,ayrıntılı yapısal özelliklerin yanı sıra,biyokimyasal ve moleküler özellikler 

de sıklıkla tartışılmakta ve bunun sonucunda orijinal taksonomik isimlendirmede değişiklikler 

ortaya çıkmaktadır. Mantarlar tek hücreli veya çok hücreli olabilirler. Morfolojiye dayalı 

olarak en basit maya yada küf olarak gruplandırılırlar. Maya, morfolojik olarak, 

tomurcuklanma veya bölünme ile çoğalan bir hücre olarak tanımlanabilir. Burada progenitör 

ya da ana hücre, kendinden bir çıkıntı yaparak progeni ya da yavru hücreyi oluşturur. Yavru 

hücreler ana hücreden kopmaksızın uzayabilir ve sosise benzer yapılar olan yalancı hifleri 

(Psödohif) oluştururlar. Mayalar genellikle tek hücrelidir ve agar üzerinde yuvarlak, 

hamurumsu ya da mukoid koloniler yaparlar. Diğer taraftan küfler ise, hif olarak adlandırılan  

tübüler yapılardan oluşan iplik benzeri çok hücreli organizmalardır. Hifler, apikal uzama 

olarak bilinen bir olayla uçlarından doğru uzarlar. Hifler ya septumsuz (koenositik, oluk 

şeklinde ve çok çekirdekli ) ya da septumlu(ara bölmelerle veya çapraz duvarla bölünmüş) 

olabilir. Hifler bir araya gelerek miçelyum adı verilen karmaşık bir yığın oluştururlar. 

Küflerin oluşturduğu koloniler; genellikle filamentöz, tüylü ya da yünümsü olarak tanımlanır. 
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Tıbbi önemi olan bir çok mantar, hem maya  hem de küf formunda bulunabildiği için 

dimorfik olarak adlandırılır. 

 Mantarların çoğu aerobik solunum yaparlar, ancak bazıları fakültatif anaerop (fermentatif), 

diğer bir kısmı da zorunlu anaerop olabilir. Metabolik olarak mantarlar heterotroftur; 

biyokimyasal olarak ise çok değişken özellikler gösterirler. Bakterilere kıyasla mantarlar 

yavaş ürerler ve mantar hücrelerinin bölünme zamanları(“doubling time”) dakikalardan çok 

saatlerle ifade edilir.(5)  
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2. GENEL BİLGİLER 

Varlığı tahmin edilen birkaç yüz bin farklı mantardan yaklaşık 200 tanesinin insanlarda 

hastalık oluşturduğu bilinmekte ve bu sayı da giderek artmaktadır. 

Son yıllarda giderek karmaşık hale gelen mantar taksonomisi, özellikle basitleştirilmiş ve 

insanlarda hastalığa neden olan Mucormycetes, Basidiomycetes, Pneumocystidiomycetes, 

Hemiascomycetes ve Euascomycetes gibi ana mantar sınıflarının vurgulanması 

amaçlanmıştır. 

Mantarlar son yirmi yıllık sürede, özellikle immün yetmezlik veya altta yatan ciddi bir 

hastalık nedeniyle hastanede yatan bireylerde, hastalıkların önemli etkenleri olarak kendilerini 

göstermektedirler. Mantarlar, bu hasta grupları için fırsatçı patojenler olarak davranırlar ve 

önemli oranlarda morbidite ve mortaliteye neden olurlar. Mantar enfeksiyonlarındaki bu artış, 

immun yetmezliği olan hasta sayısının giderek artmasına bağlanabilir. Bunlar transplant 

hastaları, AIDS’li hastalar,kanserli ve kemoterapi alan hastalar ve altta yatan ciddi hastalık 

nedeniyle hastaneye yatırılarak çeşitli invazif uygulamaların yapıldığı hastalardır (5). 

Genel olarak, immün sistemi sağlıklı bireyler çevrelerindeki (ekzojen) veya normal 

kommensal floralarının parçası olan (endojen) çeşitli mantarların enfeksiyöz şekillerine 

devamlı olarak maruz kalmalarına karşın, mantar enfeksiyonlarına karşı yüksek doğal direnç 

gösterirler. Candida türleri, C.  neoformansve Aspergillus türleri gibi fırsatçı patojen 

mantarlar genellikle sadece deri ve mukozaların koruyucu bariyerinde bozulmalar olduğunda 

veya konağa girmelerine, kolonize olmalarına veya çoğalmalarına olanak verecek şekilde 

konak savunma sisteminde eksiklikler olması durumunda enfeksiyona neden olabilirler. Bu 

fırsatçılar için bile konaktan ziyade organizmanın kendisiyle ilişkili olan ve mantarın hastalık 

yapabilmesine katkıda bulunan faktörler vardır (6). 

 

Candida türleri, C. neoformansve Aspergillus türleri gibi fırsatçı mantarların patojenitelerini 

belirleyen primer faktör, konağın immün durumudur. Çoğu zaman bu organizmalar zararsız 

kolonizasyon oluştururlar ya da saprofitik olarak çevrede bulunur ve sadece konak savunması 

çöktüğünde ciddi enfeksiyonlara neden olurlar (7). 
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Candida türleri fırsatçı patojen mantarlar içerisinde en çok görülendir. Candida türlerinin 

gastrointestinal mukozada kolonize olduğu ve kan dolaşımına gastrointestinal sistemden 

translokasyonla veya kontamine vasküler kateterler aracılığıyla ulaştığı, konak savunması ile 

etkileştiği ve karaciğer, dalak, böbrekler, kalp ve beyin gibi hedef organların derin dokularını 

istila etmek üzere damar dışına çıktığı günümüzde iyi bir şekilde ortaya konmuştur (8). 

Candida türleri sosyoekonomik düzeyi yüksek ülkelerde hastanede yatan hastalarda en sık 

görülen invaziv mantar enfeksiyonlarından sorumlu mikroorganizmalardır.(9) 

2.1. Candida Türlerinin Özellikleri 

Heterojen bir cins olan Candida, askomiçetler içinde yer alan Candidaceae ailesinde yer 

almaktadır. Yaklaşık 200 kadar türü olduğu bilinmektedir. Yeni teknolojik gelişmeler 

taksonomiyi de sürekli etkileyip elimizdeki türlerin yeniden adlandırılmasına ve yeni türlerin 

bulunmasına yol açacaktır (10). 

Candida türleri yaygın görülen mayalar olup, birçok bitki üzerinde, memelilerin sindirim 

kanalı, insanın mukoza ve derisinde bulunur. Normal florada bulunan Candida türleri, hastalık 

veya sağaltım girişimleri nedeniyle bağışıklık savunması bozulmuş hastalarda, dokulara 

yayılarak yaşamı tehdit eden patolojilere yol açabilir. Candida albicans(C. albicans) çoğu 

kandidoz formlarındanen sık izole edilen tür olup, bunun nedeni normal florada yüksek 

prevalans göstermesidir (11). 

Candida türleri 3-6 mikrom büyüklüğünde, tek hücreli, kapsülsüz maya mantarlarıdır. Eşeysiz 

üremeleri multilateral tomurcuklanma yolu ile olmaktadır.Morfolojik olarak ana kök hücrenin 

bir bölümünün uzaması ile oluşan yuvarlak,oval veya uzamış şekildeki yapılar blastokonidya 

olarak adlandırılır.Tomurcuklanma esnasında hücre duvarının bir noktası lizise uğrar ve bu 

noktadan dışarıya doğru balonlaşan kısım şişerek genişler. Tomurcukların ana hücreden 

ayrılmayıp uzaması sonucu yalancı hifler meydana gelir. Bazı türler (C. albicans, 

C.dubliniensis (C. dubliniensis) gerçek hifler de oluşturabilir.Eşeyli üreme sonucu gelişen ve 

4-8 hücreden oluşan tipik askosporlar, gerçek taksonominin anlaşılmasını sağlar (11,12,13). 

Aerobik veya fakültatif anaerobik olabilen Candida türleri çok çeşitli besiyerlerinde 24-72 

saat arasında üreyebilmektedir. Genellikle beyaz-krem renginde, düzgün ve tereyağı 

kıvamında koloniler oluşturur. Koloniler eskidikçe düzgünlüklerini kaybetmeye başlar. 
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Bazıtürler başlangıçtan itibaren buruşuk koloniler oluşturabilir.C. albicans bazen kanlı 

agarda, ayaksı çıkıntıları(“colonies with feet”) olan koloniler yapar (11,12). 

Candida türleri klinik örneklerde blastokonidya, yalancı hif veya hif formunda bulunabilir. 

Yalancı hif; blastokonidyaların ana hücreden kopmadan uzayarak oluşturdukları bir hücre 

zinciridir. Duvarları birbirine paralel olmayıp hücreler arasında daralmalar nedeniyle boğumlu 

olarak görülürler. Gerçek hif ise boğumlanma göstermez; duvarları birbirine paraleldir ve 

septa oluşturur. Yalancı hiflerin görünümü ve bunlara blastokonidyaların bağlanma şekli, 

Candida türlerinin identifikasyonunda gözlenecek önemli özelliklerdir (14,15). 

Doğada çok sayıda Candida türü bulunmasına karşın, özellikle bazı türler insanda sık izole 

edilen fırsatçı patojenler olmaları bakımından önemlidir. Bunlar; C.albicans, Candida 

parapsilosis C.tropicalis, C.kefyr, C.glabrata, C.krusei, C.guilliermondii ve C.pelliculosida, 

C.lusitaniae, C.dubliniensis gibi son yıllarda güncelleşen türler olarak sıralanabilir (16). 

C.  albicans hemen hemen tüm Candidoz formlarından en sık izole edilen türdür.(17)Hastalık 

etkeni olarak sık görülme nedeni, normal florada yüksek prevalans göstermesidir.C. 

albicans’ın A ve B olarak adlandırılan iki serotipi vardır ve bunlar bağışıklığı sağlam 

bireylerde yaklaşık olarak eşit dağılım gösterirler. Ancak bağışıklığı bozulmuş hastalarda 

serotipB’nin prevalansı daha yüksektir (18). Serotip B kökenleri, daha fazla karyotip 

çerşitliliği göstermeleri ve 5-florositozine karşı direnç geliştirmeye daha eğilimli olmaları ile 

serotip A kökenlerinden fizyolojik olarak farklılık sergilerler (19,20). Bu iki serotipin, C. 

albicans’ın son zamanlarda tanımlanan ve coğrafik dağılım gösteren genetik soyları içinde 

nasıl bir dağılım gösterdiği henüz bilinmemektedir (21). 

Candida türlerinin blastokonidyum yapıları yuvarlak, oval veya uzamış şekildedir. Ender 

olarak bazı kökenler, özellikle antimikrobiyal ilaç kullanan hastalardan izole edilenler, ilk 

izolasyonlarında ileri derecede pleomorfik olabilirler. Eşeysiz üreme multilateral 

tomurcuklanma yoluyla olur ve gerçek miçel de bulunabilir. Eğer eşeyli üreme olursa, 

mayalar teleomorfik durumlarına göre sınıflandırılır.Yalancı hiflerin görünümü ve bunlara 

blastokonidyum bağlanma şekli, Candida türlerinin identifikasyonunda gözlenecek önemli 

özelliklerdir (22). 

C. dubliniensis, C.  albicans ile fenotipik olarak yakından ilişkilidir. C. dubliniensis fenotipik 

benzerliği nedeniyle C. albicans’tan oldukça güç ayırt edilmektedir (23). 
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Sağlıklı ve HIV infeksiyonlu kişilerden izole edilmesi nedeniyle normal ağız flora üyesi 

olması ile özellikle bağışıklık bozukluğu olanlarda ağız lezyonlarına yol açtığı 

düşünülmektedir. Koloni morfolojisi ve mikroskobik görünümü C. albicans ile aynıdır, ancak 

C. dubliniensis 45°C’de üreyemez ve klamidosporları daha çok sayıdadır.C. dubliniensis’in 

ksiloz kullanımı ve glukosidaz aktivitesi yoktur. C. albicans ile ayrımlarında moleküler 

çalışmaların yararlı olacağı bildirilmektedir. C. dubliniensis SDA’da üç günde beyazdan 

kreme değişen renklerde parlak, düz koloniler oluşturur. Mısır unlu Tween 80 agarda C. 

dubliniensis klamidosporlarının diğer türlerden farklı olması önemli bir fenotipik özelliktir.C. 

albicans genellikle gerçek ve pseudohiflerinucunda tek tek klamidosporlar üretir. Buna karşın 

C. dubliniensis türünde çok daha bol ve ekseri çiftler halinde veya üçlü hatta bazen 

pseudohifin ucundaki aynı bir taşıyıcı hücreye yapışmış kalın duvarlı birkaç klamidospordan 

oluşan kümeler veya salkımlar oluşturarak olağandışı düzen gösterirler (24,25). 

C. dubliniensis’e bağlı infeksiyonlarda flukanazol tedavisi sonrası ortaya çıkan direnç, 

tedavide güçlüklere neden olmaktadır (26). 

2.1.1. Candida Türlerinin Tanımlanması 
Candida türlerinin tanımlanmasında genotipik yöntemler esas alınmakla birlikte morfoloji ve 

biyokimyasal analize dayanan fenotipik yöntemler, rutin laboratuvarlarda daha yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Tanımlamada kullanılan klasik karbonhidrat asimilasyon ve fermantasyon 

testlerizaman alıcı ve aşırı yük getirici olduğundan ticari tanımlama testleri ön plana 

çıkmaktadır (27). 

Farklı antifungal direnç profillerine sahip olabilmeleri nedeniyle etkenlerin tür düzeyinde 

tanımlanması önemlidir (28). 

2.1.1.A.Koloni morfolojisi 
Candida türleri rutin mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi ürerler. Üreme genellikle 

48-72 saatte olurken, pasajları yapılmış ve laboratuvara adapte olmuş kökenler daha hızlı 

üreyebilirler. Candida türleri ile en çok kanlı agar ile SDA besiyerinde karşılaşılmaktadır. Her 

iki besiyerinden de koloni morfolojisi ile tanımlama yapmak mümkün değildir. Ancak bazı 

özellikler vurgulanabilir. C. albicans ve C. tropicalis 24 saatte koloni oluşturabilen türlerdir. 

Koloni görünümleri düzgün, beyaz-krem ve tereyağ kıvamında olup birbirlerinden farklı bir 

özellik göstermemektedirler (29). 
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Candida türlerine özgü kromojenik besiyerleri, pimer izolasyon besiyeri olarak kullanıldığı 

zaman, kolonilerin rengine göre erken tanımlama yapmak mümkündür. Ayrıca bu besiyerleri, 

karışık üremeleri göstermesi açısından da avantajlıdır (30). Koloni özelliklerine dayanarak bir 

veya iki maya türünün ön identifikasyonu kromojenik  agar besiyerleri ile yapılabilir. 

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 türlerinin izolasyon ve tanımlanmasına  yönelik kromojenik 

besiyerleridir. Bu besiyerlerinin içinde değişik kromojenik substratlar vardır. Bu 

besiyerlerinin çoğu C.albicans tanımlamasında başarılıdır. Kromojenik substratın özelliğine 

göre C.albicansyeşil veya mavi koloniler oluşturur. C.tropicalis, C.glabrata, C.krusei’nin 

oluşturduğu kolonilerinin renklerine göre tanımlamada yararlıdır (31,32). Diğer türler ise 

çoğunlukla pembe-beyaz koloniler oluşturara, bu besiyerlerinde tanımlanamazlar. 

2.1.1.B. Tanımlamada kullanılan hızlı testler(≤24 saat) 
İster genel amaçlı, ister kromojenik besiyeri olsun Candida türlerinin ayrımında koloni 

morfolojisi yeterli değildir ve farklı testlere ihtiyaç vardır. Bunlardan bir kısmı koloni 

oluşumu ile aynı gün içinde sonuçlanabilen hızlı testlerdir. Bu testlerden çimlenme borusu 

(germ tüp) hariç diğerleri, mantarların oluşturdukları ekzoenzimler aracılığı ile tanımlama 

yapan reaksiyonlardır. Testler çabuk sonuçlanmakla beraber enzimatik reaksiyonlarda her 

zaman hata mümkün olduğundan, tanımlama güvenilir testlerle doğrulanmalıdır (33). 

2.2. Tanı Testleri 

2.2.1.Germ tüp Testi 
C.albicans’ın hızlı ön identifikasyonu için kullanılan en değerli ve basit testlerden biri germ 

tüp testidir. Test ön identifikasyonu sağlar, çünkü tüm Candida kökenleri germ tüp pozitif 

değildirler. C. dubliniensis izolatlarının çoğunun ticari sentetik germinasyon  besiyerinde 

germ tüp oluşturmamalarına rağmen C.dalbicans  germ tüp pozitiftir (33). Testin 

sonuçlanması 3-4 saatlik bir süre gerektirir. Şüpheli koloni steril serum (koyun, sığır veya 

insan) içinde süspanse edilerek 37˚C’de üç saat tutulur ve gerçek hif başlangıcı olan çimlenme 

borusu mikroskop altında görüldüğünde, izolatın C. albicans ya da C.dubliniensis olduğuna 

karar verilir. Testin özgüllük ve duyarlılığı oldukça yüksektir ve C.albicans suşlarının %95-

97’si çimlenme borusu oluşturur. Bilinen bir C. albicans kültürünün pozitif olarak 

kullanılmasının yanısıra, C.tropicalis ve C. glabrata’nın kullanıldığı negatif kontroller de 

testte yer almalıdır. C. tropicalis germ tüpe benzer yapılar oluşturduğu zaman, hücrelerin 
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ancak %15’inden azı bunu yapar ve bazen yanlış değerlendirmeye neden olabilir. Ancak 

çimlenme borusuna benzeyen bu yalancı hiflerin, maya hücresinden çıktığı yerde bir daralma 

görülür. Oysa bu daralma C. albicans’ın çimlenme borusunda görülmemektedir.  

2.2.2. Trehaloz testi 
 Hızlı trehaloz testi ile C.glabrata’nın ön identifikasyonu 3 saat içinde yapılabilir. C. 

glabrata’nın hızlı tanımlanması, flukonazol ve diğer azollere dirençli olabilmesi açısından 

önemlidir. Trehaloz, diğer Candida türleri ve farklı mayalar tarafından da hidrolize edilebilen 

bir şeker olmakla beraber, C. glabrata tarafından hızlı bir şekilde yıkılır. Trehalozun hızlı 

yıkımı için geliştirilen çeşitli ticari kitler(Glabrata TTT=fumouze/France, 

GlabrataQuick=Hardy Lab/USA)bulunmaktadır. Oda ısısında 20 dakika bekledikten sonra 

trehaloz kuyucuğunda turuncu bir rengin olması durumunda izolatın C. glabrata olduğu 

anlaşılır (34). 

2.2.3. Hızlı Tanıda Diğer Sistemler 
Bu sistemler sadece C. albicans ya da C. glabrata’ya özgü olmayıp daha fazla türü 

kapsamaktadır. Bunlar daha çok enzimatik testler olduğu için ve de tür sayısı arttıkça 

özgüllük ve duyarlılığında sıkıntılar yaşanmaktadır. Bu sistemlerde mantarların salgıladığı 

aminopeptidaz, lipaz, fosfataz, esteraz, üreaz, beta- fukosidaz, alfa-galaktosidaz gibi 

enzimlerin etkilediği substratlar kullanılmaktadır. Özellikle flukonazol tedavisi alan hastada 

C.albicans’ın C. dubliniensis’ten ayırt edilmesi önemlidir. Çünkü azol baskısı altında olan C. 

dubliniensis’te azol direnci indüklenebilir. Bu iki türü birbirinden ayırmak için, tek başına 

uygulanabilecekbirkaç test önerilmiştir. Bunlar arasında 45˚C’de C. albicans üremesi; 2,3,5-

trifeniltetrazoliyum klorürün indirgenmesi (C. dubliniensis’te pozitif), β galaktosidaz 

oluşturma (C. albicans), CHROMagarda koyu yeşil renk oluşturma (C. dubliniensis), ve 

“Staib” agarda çok sayıda klamidokonidiyum oluşturma (C. dubliniensis) gibi testler yer alır 

(35,39). 

2.2.4.Tanımlamada kullanılan Diğer Morfolojik ve Fenotipik Testler(≥24 saat) 
Bu testler tanımlamada daha geç sonuç vermekle beraber, güvenirlilikleri fazla olup birçok 

hızlı testin bu testlerle doğrulanması gerekmektedir. Morfolojik inceleme bütün fenotipik tanı 

testleri ile her zaman birlikte yapılması gereken testlerdir. Kişisel deneyim gerektirmekle 

beraber, fenotipik testlere ek bilgi oluşturması açısından çok yararlıdır. Fenotipik testlerin bir 

kısmında karbonhidrat ve nitrat asimilasyonuna dayanan testler kullanılırken, bir kısmında 

bunlara ek olarak enzimatik reaksiyonlar da kullanılmaktadır (27,30,40). 
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2.2.5.Morfolojik İnceleme 
 Candida türleri oksijen saturasyonu az olan ortamlarda yalancı hif üretimi arttırmakta ve bazı 

özel sporlar oluşturmaktadır. Bu yapıların incelenmesi tür tanımlanmasında oldukça önemli 

olup, bu amaçla tanımlanacak olan izolat, pirinç izolat,/tween-80 agar veya mısırunu/tween-

80 agar gibi besiyerlerine “Dalmau tekniği” ile ekilir.Bu teknikte, bir öze dolusu maya 

kolonisinden besiyerinin ortasına çizgi şeklinde ekim yapılır.Daha sonra ilk çizgiye paralel 

ikinci ve üçüncü çizgiler çekilerek koloninin seyreltilmesi sağlanır ve ekim çizgileri üzerine 

steril bir lamel kapatılır. Plaklar 30˚C’de 48 saat inkübe edilir ve mikroskop altında 100/400 

büyütme ile ekim çizgileri incelenir. Kapatılan lamel ortamın oksijeninin azalmasını, tween-

80 ise yüzey geriliminin düşmesini sağlamaktadır. 

Bu şekilde yapılan inceleme ile Candida türleri ve diğer bazı mayaların tanımlanması için 

mikroskobik bulgular elde edilmektedir. Ancak en önemli yararı C.albicansve C. dubliniensis 

tarafından oluşturulan klamidospor yapısının saptanmasıdır. Bu sporlar büyük (8-12μm), 

yuvarlak ve sitoplazması yoğun sporlardır. Polisakkaritten yapılmış kalın bir dış duvarı; 

protein ve çok miktarda lipid taşıyan bir iç tabakası vardır. Hiflerin içinde (ara klamidospor), 

kenarında (yan klamidospor), veya uçlarında (uç klamidospor) gelişebilir. 1995 yılında 

C.dubliniensis’in tanımlanmasından önce sadece C. albicans’a özgü kabul edilen bu yapı, 

aynen çimlenme borusu gibi son derece özgüldür. Bu iki türün oluşturduğu klamidospor 

görünümünde bazı küçük farklılıklar bulunmakta ve özellikle tekrarlayan orofaringeyal 

lezyonlardan elde edilen izolatlarda bu küçük ayrıntılara dikkat etmek gerekmektedir. C. 

albicans genellikle gerçek veya psödohiflerin ucunda tek tek klamidosporlar üretir (Şekil 1).  

Buna karşın C. dubliniensis’in sporları çok daha bol ve çoğunlukla çiftler halinde veya üçlü, 

hatta bazen kümeler veya salkımlar oluşturarak farklı bir düzen gösterir (Şekil 2). Ancak 

buradan kesin ayrıma gitmek mümkün olmayıp, ileri testlere ihtiyaç duyulur (27,29,30,40). 
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Şekil 1: Candida albicans  

 

 

Şekil 2. Candida dubliniensis 

 Klamidospor dışında diğer Candida türlerinin tanımlanmasını sağlayan çok tipik mikroskobik 

bir bulgu yoktur. Klamidospor saptanmadığı zaman diğer testlerle ileri tanı testlerine 
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gereksinim duyulur. Ancak bazı özellikler tanımlamada yardımcı olur. C. glabrata hif 

oluşturmayan bir türdür. “Dalmau yöntemi” ile yapılmış ekimde, ekim çizgileri boyunca 

mikroskobik olarak hif yapısının olmaması C. glabrata lehine güçlü bir bulgudur. Ancak 

Cryptococcus neoformansve Saccharomyces cereviciae gibi diğer bazı maya morfolojisindeki 

mantarlar da hif oluşturmaz. Bununla beraber C. glabrata blastosporları tüm maya 

morfolojisindeki mantarlar arasında en küçük olanıdır. Sık rastlanan türlerden C. tropicalis’in 

tipik bir görüntüsü yoktur. C. parapsilosis ise mikroskobik olarak (10X) büyütmede, örümcek 

ağına benzeyen görüntüler oluşturabilir. Tanımlama da çok yardımcı olmakla beraber kesin 

değildir. Ayrıca C. parapsilosis’in dev hücreler (“giant cell”)denen iri blastospor ve hiflerini 

de görmek mümkün olabilir (29,30,40). C. krusei uzun blastosporlarla karakterize bir tür olup, 

görünümü ağaç dalına benzetilmiştir. 

 

2.2.6. Asimilasyon ve fermantasyon testleri 
Mayaların tür düzeyine kadarki identifikasyonunda esas dayanak noktası, karbonhidrat 

asimilasyon testidir. Bu test, bir mayanın oksijen varlığında belirli bir karbonhidratı tek 

karbon kaynağı olarak kullanabilme yeteneğini ölçer. Karbon ve nitrojen kaynağının 

kullanılması sonunda besiyerlerinde ya bulanıklılık oluşur ya da indikatör varlığında değişen 

pH’a bağlı besiyerinin rengi değişir.Oksijensiz olarak karbon hidratların kullanılması ise 

fermantasyon olup, gaz çıkışı karbonhidrat fermentasyonunun tek göstergesidir. Candida 

türleri tarafından fermente edilen bütün karbonhidratlar asimile edildiğinden, besiyerindeki 

indikatörün renk değiştirmesi fermantasyonu göstermez. Tersi geçerli olmayıp, asimile edilen 

karbonhidratların tümü fermente edilemediğinden asimilasyon testleri tanımlamada daha 

yararlıdır(12,27,29,30,40). 

 Günümüzde, rutin klinik izolatlar için klasik “Wickerman-Burton” yöntemi uygulanmaktadır. 

Yaklaşık 60 yıl önce ilk kez denenen bu yöntemde, esas olarak sıvı besiyerleri kullanılmakla 

beraber, petri kutularında oksanografik modifikasyonu da uygulanabilir (27). Karbonhidrat 

asimilasyonu için “Yeast Nitrojen Base” besiyerine değişik karbonhidratlar konularak 

hazırlanan tüplere, tanımlanacak olan izolat eklenir. Uygun inkübasyondan (7-14 gün 30-

37˚C) sonra kontrol tüpüne göre değişik karbonhidratların bulunduğu tüplerdeki bulanıklık 

incelenerek izolatınkarbonhidrat asimilasyon göstergesi olarak değerlendirilir. Nitrat 

asimilasyon testi ise karbonhidrat asimilasyon testine benzer. Bu test, bir mayanın nitratı tek 
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azot kaynağı olarak kullanabilme yeteneğini ölçer. Nitrat asimilasyonunda “Yeast Carbon 

Base” besiyerine KNO³konularak hazırlanan tüpler kullanılır. “Wickerman-Burton” yöntemi 

Adams ve Coopertarafından modifiye edilmiştir (41). Prensip aynı olmakla beraber, ortama 

indikatör olarak bromkresol moru eklenerek asimilasyon sonrası mor rengin sarıya dönmesi 

sağlanır. Böylece karbonhidratın kullanıldığı bulanıklılığa göre daha rahat anlaşılır. 

Klasik olarak maya fermantasyonunda kullanılan besiyeri “Yeast Ekstract”, pepton, indikatör 

olarak brom timol mavisi ve incelenecek karbonhidratları içerir. Ortama ters olarak “Durham” 

tüpü konur ve tüpün içinin besiyeri ile tamamen dolması sağlanır. Tanımlanacak suş 

eklendikten sonra 10-14 günlük inkübasyondan sonra “Durham” tüpünün içindeki gaz 

oluşumunun olup olmadığına bakılır. Söz edildiğigibi besiyerinin renginin değişmesi sadece 

karbonhidratın asimile edildiğini ve asit oluşturduğunu gösterir. Gaz oluşumu fermantasyonun 

bir göstergesidir (29). 

2.2.7. Ticari Tanımlama Panelleri (≥24 Saat) 
Klasik asimilasyon ve fermantasyon testleri, bahsedildiği gibi zaman alan ve laboratuvarlara 

aşırı iş yükü getiren testler olduğundan, çeşitli ticari tanımlama panelleri rutin 

laboratuvarlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak bunların hiçbirinin, klasik 

asimilasyon-fermantasyon testleriyle veya birbiriyle tamamen uyumlu olması beklenemez. 

Bunların bir kısmı  (API20C ve API ID 32C= BioMerieux/France) aynen klasik yöntem gibi 

asimilasyon temeline dayanır; bir kısmı ise (VITEKL 2 YST=bioMerieux/France, Phoenix 

yeast ID=Dickonson /USA) değişik karbonhidratların asimilasyonu yanı sıra bazı enzimatik 

reaksiyonları da içerir. Sadece asimilasyona dayanan sistemlerde sonuçlar genellikle en erken 

48 saat sonra alınırken, enzimatik reaksiyonları destek alan sistemlerde 24 saat içinde 

sonuçlar alınabilmektedir. Bu nedenle bu sistemlere ilgi giderek artmakta olup, rutin 

laboratuvarlarda daha çok kullanılması hedeflenmektedir. 

2.2.8. Moleküler Yöntemler 
Mayalar için geniş kapsamlı bir genetik identifikasyon sisteminin geliştirilebilmesi için 

kıyaslamada kullanılabilecek en tekrarlanabilir, özgül ve duyarlı sekansın belirlenmesi 

gerekmektedir. Son zamanlarda yapılan araştırmaların çoğu rRNA gen bölgeleri üzerine 

yoğunlaşmıştır.  
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Birçok laboratuvarda bu teknolojileri mikoloji için geliştirecek sekanslama ekipmanı veya 

olanakları yoktur; ancak identifikasyona yardımcı olabilecek başka DNA tabanlı yöntemler 

bulunmaktadır.  

2.3. Antifungaller 
Sistemik antifungallerin uygulama alanına girmesi 1950’li yıllarda başlamış, ancak sayıca 

artışları antibakteriyel maddelerin gerisinde kalmıştır. Bakteriler, prokaryotik yapıda 

olduğundan insan hücresinden farklı yapıda metabolik hedefleri vardır. Mantarlar, ökaryotik 

canlılar olduğundan dolayı mantara toksik olan insan hücresine de toksik olabilir(42,43). 

Antifungal tedavi son yıllarda büyük bir değişim göstermektedir. Mantar hastalıklarının 

tedavisinde, önceleri sadece, toksik etkileri fazla ve kullanımları zor olan amfoteresin B ve5-

florositozin (flusitozin,5-FC) kullanılmıştır.Günümüzde, daha az toksik ve daha geniş 

spektrumu olan yeni antifungal ilaçlara gereksinim duyulmuştur.1990’ların başında yeni 

triazol türevlerinin kullanılmaya başlanması ile yeni tedavi seçenekleri ortaya çıkmıştır.Son 

yıllarda bu ilaçlara karşı direnç gelişiminin gözlenmesi araştırmacıları mevcut ilaçlarda 

yeniliklere ve farklı mekanizmaları kullanan yeni antifungal ajanların keşfine 

yöneltmiştir.Tedavi seçeneklerinin bu denli genişlemiş olmasına karşın antifungal ajanlar5ın 

yaygın kullanımıile, bir veya birkaç ajana dirençli fungal patojenler ortaya çıkmıştır (44,45). 

Vorikonazol, posakonazol gibi yeni azol türevlerinin geliştirilmesi ve mantar hücre duvarına 

etkili olan ekinokandin grubu antifungallerin keşfi ile yeni antifungaller elde edilmiştir. Halen 

mevcut olan antifungal sayısı yeterli olmayıp kısıtlı sayıda antifungal vardır (46,48).  
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Şekil 3: Antifungal ilaçların etki bölgeleri.(48 ) 

Yeni jenerasyon antifungal ajanların geliştirilmesinde iki hedef vardır. Bir bu infeksiyonun 

patogenezini daha iyi anlayabilmek için potansiyel hedefleri belirlemek, diğeri ise insan 

hücrelerine zarar vermeden maya hücrelerini selektif olarak inhibe edebilen, intrinsik insan 

savunma mekanizmalarından (rekombinant antikor) yararlanmaktır (44-49). 

Sistemik fungal infeksiyonlar için kullanımda veya geliştirilmekte olan ilaçlar ve etki 

mekanizmaları tablo I  ‘de özetlenmiştir (48). 



 15 

Tablo 1: Kullanımda veya gelişim aşamasında olan sistemik etkili antifungaller 

 

Antifungal Ajan 
 

Etki mekanizması 

Poliyenler (amfoterisin B ve lipidli 

formülasyonları, lipozomal nistatin)  

 

Mantar hücre membran ergosterolüne 

bağlanarak direkt oksidatif membran hasarı 

oluşturur  

 

Antimetabolitler  

(5-florositozin)  

DNA ve RNA sentezinin inhibisyonu  

 

Azoller  

(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, 

posakonazol, ravukonazol, albakonazol, 

isavukonazol)  

Sitokrom P450 bağımlı 14 alfa lanosterol 

demetilaz enzimini inhibe ederek ergosterol 

sentezini durdururlar  

 

Ekinokandinler  

(kaspofungin, mikafangin, anidulafungin, 

aminokandin)  

1,3-β-D-glukan sentezini inhibe ederek hücre 

duvar yapımını bozarlar  

 

 

2.3.1 Amfoterisin B ve Lipit formulasyonları 
Polyen grubu antifungalolan amfoterisin B Gold ve arkadaşları tarafından 1955’de 

Streptomyces nodosus’dan üretilmiş ve 1960’da uygulama alanına girmiştir (46,50). AMB, 

hidrolik bir polihidroksil zinciri ile lipofilik bir poliyen hidroksikarbon zinciri içeren 

amfoterik bir bileşiktir (51). Amfoteresin B, fizyolojik pH’da ve suda iyi çözünmez. Ayrıca 

oral ve intramuskuler emilimi iyi değildir (48). 

Amfoteresin B,mantarın hücre yapısında bulunan ergesterole yüksek afinite ile bağlanması 

sonucunda mantarın hücre membranında iyon kanalları ya da porlar oluşturur. Bu yapılardan 

mantarın hücre içeriğinin dışarı sızması sonucunda hücrenin ölümü gerçekleşir (42,48,52). 

Amfoteresin B sistemik ve lokal kandidiaziste kullanılır.Sistemik kandidiazis ile aspergillozis, 

mukormikozis, kriptokokkozis, dissemine histoplazmozisde en sık tercih edilen ilaç olup 

fungisid etkilidir.Mantarların hücre membralarındaki ergesterol sentezini azaltarak, 
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Amfoteresin B’yedirençli hale geldikleri düşünülmektedir.Oral kullanımda emilimi iyi 

değildir, metabolize olmaz ve lipid den zengin dokularda birikir (44,53). 

Geniş spektrumlu ve fungisidal olmasından dolayı amfoterecin B yaşamı tehdit eden ciddi 

mikozların tedavisinde kullanılan bir antifungaldir.Amfoterecin B Candida türleri, C. 

neoformans, Aspergillus türleri, zigomiçetler, endemik dimorfik mantarların birçoğuna 

etkilidir. 

2.3.2. Azoller 
İlk kez 1944’de Wooleyn tarafından sentez edilmiş olup, 1981’de bir imidazololan 

ketokonazol; 1990’da flukonazol, 1992’de itrakonazol, 2002’de vorikonazol ve 2006’da 

posakonazol triazol bileşikleri olarak FDA’dan onay alarak uygulanım alanına girmişlerdir 

(50). Bu grup içerisinde imidazol(azol halkasına 2 nitrojen) ve triazol(azol halkasına 3 

nitrojen)olmak üzere iki grup vardır.İmidazoller arasında sadece ketokonazolün sistemik 

etkinliği varken triazol(flukonazol,itrakonazol,vorikonazol,posakonazol) grubunda bulunan 

tüm antifungallerin sistemik etkinliği vardır (48,51). 

Azollerin etki mekanizması lanosterolün ergasterole dönüşümünden sorumlu olan sitokrom 

P450’ye bağımlı olan C14 ∝ -demetilazı inhibe etmek yoluyla olur.Bu süreç fungal 

organizmalar için gerekli ergasterolü azaltır.Sterol birikmesine fungal hücre metabolizması 

dayanamaz(fungustatik). Ayrıca endojen respirasyonun inhibisyonu, membran fosfolipidleri 

ile toksik etkileşim, mayaların miçel forma dönüşümünün inhibisyonu diğer etki 

mekanizmalarını oluşturur. İnsan hücrelerindeki sitokrom P450 enzimi ile etkileşime girerek 

bazı metabolik olaylarda bozulmaya yol açarlar. Adrenal ve gonad steroid hormonlarının 

sentezini bozarlar(44,57).  

Mantar enfeksiyonlarının tedavi ve önlenmesinde azollerin, özellikle flukonazolün yaygın 

şekilde kullanımı, bu sınıftaki antifungal ilaçlara karşı ortaya çıkan direnç bildirimlerinin 

artmasına neden olmuştur. Candida türlerindeki azol direnci; ilacın hedefindeki enzimlerin 

miktar ve kalitesinde değişiklik, ilacın hedef bölgeye girişinin azalması ya da bu 

mekanizmaların çeşitli kombinasyonları sonucu gelişebilir. Bu şekilde, hedef enzim olan 

Lanosterol  14− ∝  -demetilazı kodlayan gendeki (ERG11) nokta mutasyonları, hedef 

değişikliğine yol açarak azollere olan afiniteyi azaltır.ERG11’in aşırı ekspresyonu , hedef 

enzimin aşırı üretimi ile sonuçlanır ve bu da, hedefteki enzim moleküllerinin tümünün inaktif 
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hale getirilmesi için hücre içinde ilacın daha yüksek konsantrasyonlarına ihtiyaç duyulmasına 

yol açar.(42,59) 

2.3.2.1. Flukonazol 
Flukonazol, özellikle kandidoz tedavisinde sıklıkla kulanılan bir antifungaldir. Flukonazol, 

suda çözünür,oral biyoyararlanımı yüksek olan birinci kuşak Triazol antifungaldir. Proteine 

bağlanması düşük olup santral sinir sistemi de dahil olmak üzere tüm organ ve dokulara 

yayılır. (48,51,52) Hem oral hem de intravevöz formunun olması, hepatik, gastrik ve 

endokronolojik yan etkilere düşük oranlarda yol açması ve BOS’a iyi geçmesi başlıca 

avantajlarını teşkil etmektedir (66). Uygulanmasının ardıdan hemen bütün organ ve dokulara 

dağılım gösterir. Bir önemli özelliği ise suda çözünürolması nedeniyle BOS’a kolayca 

geçebilmesidir (67). 

Lipofilik yapıdaki biyoyararlanımı bozuk olan ketokonazol ve itrakonazole göre nispeten 

daha küçük, suda eriyebilen bir moleküldür vehızla yüksek oranda absorbe olur (68). 

 

Şekil 4: Flukonazolun kimyasal yapısı (48) 

Fluconazol birçok Candida türüne ve C. neoformans’a karşı etkilidir.Candida türlerinden 

Candida krusei flukonazole dirençlidir (69). C. glabratasuşlarının flukonazole duyarlılığı ise 

önemli ölçüde değişkenlikler göstermektedir (70). C. tropicalis, C. norvegensis, C. 

dubliniensisve C.  inconspicua türlerinin bazı suşlarına karşı da yüksek flokonazol MİK 
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değerleri saptanmıştır(71,72). Bu türlerin dışında da her Candida türü içinde flukonazole 

dirençli suşların mevcut olması muhtemeldir. AIDS tanısı konmuş hastalarda uzun süreli 

flukonazol kullanımında izole edilen suşlarında dirençli paternler izole edilmektedir.(73) 

Flukonazol, kandidoz, kriptokokkoz ve koksidyoidomikoz tedavisinde kullanılmaktadır, öte 

yandan Histoplazmoz, blastomikozve sporotrikoz tedavisinde ise ikinci bir seçenek olarak 

kullanılmaktadır (74). Flukonazol, transplant hastalarında (75) ve kriptokokkal menenjit tanısı 

konmuş AIDS olguları gibi (76) yüksek risk grubundaki hastalarda, profilaksi ve kronik 

supresyon tedavisine yönelik yaygın kullanım mevcuttur. 

Flukonazol tedavisinde yan etkiler ve toksik reaksiyonlar nadir olarak gözlenmektedir. 

Flukanazol tedavisi esnasında alerjik reaksiyonlar, anjiyoödem trombositopeni ve 

alopesigelişebilir (77, 79). 

2.3.2.2. Ekinokandinler 

Ekinokandinler, bazı mantarların fermentasyonundan elde edilmiş olan semisentetik 

lipopeptid yapısında antifungallerdir. Ekinokandinler 1,3-β-D -glukan sentazi  hızlı ve geri 

dönüşümsüz bağlanıp mantar hücre duvarının temel bileşimi olan 1,3-β-D- glukan sentezini 

inhibe ederler. Mantar hücre duvarı sentezlenemediğinden dolayı mantara karşı fungisidal 

etkili antifungallerdir.1,3-β-d-glukan sadece mantar hücresinin yapısında bulunduğundan 

sadece mantar hücresine toksik etkisi olmaktadır (48,60). 

Fungusidal özellikte olan bu grup esas olarak diğer antifungallere dirençli suşlar da dahil 

olmak üzere Candida’ya etkilidir. C. parapsilosis, C. guilliermondii’ye etkinlikleri az, C. 

neuformans’a etkisizdirler. Aspergilluslar’ a etkinliği söz konusudur, fakat çoğalmakta olan 

hiflere etkisi sınırlıdır (61-62-63-64-65). 

Kaspofungin en çok klinik uygulaması olan ekinokandin türevidir. Proteine bağlanma oranları 

yüksek olup beyin omurilik sıvısındaki konsantrasyonları düşük olmakla beraber, tüm 

organlara yayılabilirler. Ekinokandinlerin tüm türevleri çok iyi tolere edilmektedir. Diğer 

ilaçlarla etkileşimi söz konusu değildir (52). 
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.3.GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1.Araştırma tipi 

 Deneysel model çalışmasıdır. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

 Yüksek Lisans tez araştırması Temmuz 2016- Ağustos 2017 tarihleri arasında, TS EN 

ISO 15189 Tıbbi Laboratuvarlar- Kalite ve Yeterlilik için Özel Şartlar Standardı’ na göre 

TÜRKAK tarafından akredite edilen Dokuz Eylül Üniversitesi Hatanesi Merkez Laboratuvarı 

bünyesinde bulunan Mikrobiyal Konfirmasyon Laboratuvarı ve Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 4044 No’ lu Laboratuvar’ da gerçekleştirilmiştir. 

3.3. Araştırmanın Çalışma Grupları 

3.3.1.Çalışmada Kullanılan Suşlar: 

ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suş kullanılmıştır. 

3.3.2. Gazla Ayrıştırma (GC) Kontrol Suşları 

Pozitif Kontrol Suşu: DSM 1117 Pseudomonas aeruginosa 

Negatif Kontrol Suşu: Ayıraçlar (“reagent blank”) 

3.3.3. Kalibrasyon Materyali 

Gazla Ayrıştırma için; “MID-1300-AA Rapid Calibration Mix for Rapid and Sensi 

Libraries”,  

3.4. Çalışma Materyali 
Dokuz Eylül Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 4044 No’ lu laboratuvarda 

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

suşları tez araştırmasında kullanılmıştır. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 
Araştırmanın değişkenleri yoktur 
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3.6. Veri Toplama Araçları 

3.6.1. Sarf Malzemeleri 
Tezde Kullanılan Sarf Malzemeler Kullanım Amacı 

Petri kabı Mikroorganizma kültürü için besiyeri 
hazırlamada 

Steril öze Mikroorganizmaları pasajlama, 
toplama işlemlerinde 

15 mL cam tüpler Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

Pastör pipeti Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

Mavi uçlu pipet Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

Amber vial Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

“insert” Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

Tezde Kullanılan Kimyasal Malzemeler Kullanım Amacı 

6.00N Hidrojen klorür (HCl) Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

“HPLC grade isopropyl alkol” Yağ asidi ayrıştırma işlemlerinde 

Sodyum hidroksit (certified  

ACS) 

Yağ asitlerinin ayrıştırılmasında 

% 50 Sülfirik Asit  Yağ asitlerinin ayrıştırılmasında 

“Hexane (HPLC Grade)”  Yağ asitlerinin ayrıştırılması ve 
analizinde 

“Methyl-tert-butyl ether (HPLC  

Grade)” 

Yağ asitlerinin ayrıştırılmasında 

Sodyum hidroksit (NaOH) Yağ asitlerinin ayrıştırılmasında 

Sodyum klorid (NaCl) Yağ asitlerinin ayrıştırılmasında 

Sabouraud Dextrose Agar Maya kültürlerinde 
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3.6.2. Cihazların Listesi 
 

Tezde Kullanılan Cihazlar Kullanım Amacı 

Laminar Class II B2 / Esco 
(HEPA/ULVA filitreli) 

Biyolojik örneklerin hazırlanması ve işlemlenmesi 

- 80 soğutucu / New Brunswick 
Scientific U410 

Biyolojik örneklerin uzun süreli stoklanması 

-20 soğutucu / Biyolojik örneklerin uzun süreli stoklanması 

+ 4 Buzdolabı / Ariston Biyolojik örneklerin kısa süreli saklanması 

Soğutmalı santrifüj /Sigma Biyolojik örneklerin hazırlanması ve işlemlenmesi 

Normal etüv /Heraus Biyolojik örneklerin inkübe edilmesi  

Otoklav / Hirayama Çalışmalarda kullanılacak malzemelerin 
sterilizasyonu, besiyerlerinin hazırlanması 

Gaz kromotografisi /MIDI sistem Yağ asiti profillerinin analizi 

Su banyosu / Memmert Moleküler örneklerin hazırlanması, biyolojik 
örneklerin yağ asiti incelemesi için hazırlanması 

Vorteks Moleküler örneklerin hazırlanması, biyolojik 
örneklerin yağ asiti ve mikolik asit incelemesi için 
hazırlanması 
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3.6.3. Çalışmada Kullanılan Yöntemler 

3.6.3.1. Mikroorganizmaların Üretilmesi 
 Sherlock Mikrobiyal Tanımlama Sisteminde önerildiği gibi, gazla ayrıştırma ile yağ 

asidi analizine göre tanımlama için ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida 

dubliniensis suşları 280C’ de “Sabouraud DextroseAagar” da 24 saat inkübe edildi (80). 

3.6.3.2. Antifungal Agar Proporsiyon Uygulaması 
ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suşları ayrı ayrı 24’ lük 

hücre kültür plaklarında 128 – 4 mikrogram / mL flukonazol içeren SDA agarlara ekilecek ve 

28 derecede 12 ve 24 saatlik aralıklarla enkübe edilmiştir (81). 

İşlemin ilk basamağında önce Flukonazol’ü 128 – 4 mikrogram /mL yoğunluklarında 

RPMI 1640 içerisinde çözündürdükten sonra bu konsantrasyonlarda Flukonazol etken 

maddesi eklenerek, 24’lük hücre kültürü plaklarına önce SDA agar (her kuyucuğa 3’er ml 

olacak şekilde) ilave edilip azalan konsantrasyonlarda flukonazol eklendikten sonra 

inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Bu işlem 3 kez yöntemin geliştirilmesinde, sonra da 3 kez 

olmak üzere 6 kez tekrarlanmıştır (81). 

3.6.3.3. Gazla Ayrıştırma ile Yağ Asidi Profillerinin Analizi 
Gazla ayrıştırma ile yağ asiti profillerinin analizine göre ATCC 10231 Candida 

albicans ve CD36 Candida dubliniensis suşlarının tanımlama yönteminin başlangıç işlemleri 

Dokuz Eylül Üniversitesi TıpFakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 4044 No’ lu 

laboratuvarda Laminar Class 3(Biyogüvenlik Düzeyi 3 kabin koşulları) olan güvenlik 

kabininde çalışılmıştır. Yağ asitlerin ayrıştırılması için gerekli olan ayıraçları hazırlandı 

(Tablo 2). Yağ asitianalizine göre ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida 

dubliniensis suş kullanılmıştır. Tanımlama yöntemi kültürden örnekleri toplama, sabunlaşma, 

metilasyon, ekstraksiyon, yıkama ve analiz olmak üzere altı işlembasamağından luşmaktadır 

(80). 
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Tablo 2: Gazla Ayrıştırma ile Yağ Asiti Profillerinin Analizinde Kullanılan Ayıraçlar 

Ayıraç 1  45 g Sodyum Hidroksit  

150 mL Metanol (HPLC grade)  

150 mL Deiyonize Distile Su 

Ayıraç 2  325 mL 6.00 N Hidroklorik Asit 

275 mL Metanol (HPLC grade)  

Ayıraç 3 200 mL Methyl tert-butyl ether (HPLC Grade)  

200 mL “Hexane (HPLC Grade)”  

Ayıraç 4 10.8 g  Sodyum Hidroksit 

900 mL Deiyonize Distile Su  

 

Toplama: Sherlock Mikrobiyal Tanımlama Sisteminde önerildiği gibi üreme görülen kültür 

plaklarında üçüncü ekim çizgisindeki mikroorganizmalardan bir öze (40 mg) örnek tüpe alındı 

Sabunlaşma: 1.00 mL ayıraç 1’den eklenerek 5- 10 saniye kadar vortekslenerek, 1000C’ deki 

su banyosunda 5 dakika bekletildi. Bu aşamadan sonra bakteri kültüründen alınan örnek 

canlılık- enfektif özelliğini yitirdiği için “Biyogüvenlik Düzeyi 1” örneğe dönüşmektedir. Su 

banyosundan alınan tüpler beş- 10 saniye vortekslendi ve 25 dakika 1000C’ deki 

subanyosunda bekletildi. 

Metilasyon: Oda ısısında soğutulan tüplere 2.00 mL ayıraç 2 eklenip, 5- 10 saniye 

vortekslendi ve 800C’ de 10 dakika bekletildi. 

Ekstraksiyon: Oda ısısına gelen tüplere 1.25 mL ayıraç 3 eklenerek 10 dakika rotorda 

karışması sağlandı. Rotasyondan sonra tüpte ayrılan iki faz ayrımı gözlendi, üst faz yeni tüpe 

alındı. 

Yıkama: Üst fazın alındığı tüpe 3.00 mL ayıraç 4’ den eklenerek, beş dakika rotorda 

karışması sağlandı. Rotasyondan sonra üst fazın 2/3’ ü amber viallere alınadı.  
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Analiz: Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı Mikrobiyal Konfirmasyon 

Laboratuvarı’ndaki “Gazla Ayrıştırma” cihazında analiz edildi. Örneklerin piklerinin 

yüksekliklerinden elde edilen ham kromatografik data, “ChemStation Software” 

kullanarakişlemlendi ve “Sherlock Software” kullanılarak yorumlandı. “ToplamYağ Asiti 

Pikleri” (“Total Fatty Acid Peaks”) her suş için belirlendi ve yağ asiti profillerine göre 

oluşturulmuş olan suşlardan oluşan kütüphane ile karşılaştırılarak tanımlama yapıldı. 

(Sherlock, 2012). 

Sistemin kontrolü: Sistemin çalışması yani analiz işleminin gerçekleşebilmesinde cihazın 

analize başlaması için hazır olup olmadığı ve her 10 örnekte bir cihazın düzgün çalışıp 

çalışmadığını kontrol etmek için kalibrasyon materyali olarak “MID-1300-AA Rapid 

Calibration Mix for Rapid and Sensi Libraries” kullanıldı. Cihazın şartlanmış olduğu sistemde 

kalibrasyon okuması gerçekleşmediği koşullarda sistem kendini kapattı. Kapatma işlemi 

gerçekleştiği durumlarda sistemin çalışma basamakları ve kalibrasyon materyali kontrol edildi 

(80). 

Her tanımlama işleminde pozitif kontrol olarak: DSM 1117 Pseudomonas aeruginosasuşu, 

negatif kontrol olarak ayıraçlar (“reagent blank”) kullanıldı. 
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Şekil 2: Gazla Ayrıştırma ile Yağ Asidi Profillerinin Analizi (80) 
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3.7. Araştırma Planı 
 

 

TARİH 

 

PLANLANAN ÇALIŞMA 

Ocak Haziran 2016 Literatür araştırması ve ön hazırlığın 
yapılması 

Haziran – Eylül 2016 Dokuz Eylül Üniversitesi Merkez 
Laboratuvarı Sözleşmesinin yapılması, , Etik 
Kurul izninin ve Dokuz Eylül Üniversitesi 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü Yönetim Kurulu 
izinin alınması   

Kasım- Aralık 2016 Deneysel Araştırmanın Gerçekleştirilmesi 

Şubat- Nisan 2017 Araştırma verilerinin analiz edilmesi ve 
değerlendirilmesi  

Nisan- Ağustos 2017 Yüksek Lisans Tezinin yazılması 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 
Gazla ayrıştırma yöntemine göre yağ asidi profiline göre ATCC 10231 Candida albicans ve 

CD36 Candida dubliniensis suşların tanımlasının yapılmasında sistemin çalışması için 

eğitimler 27- 29 Mart 2013 tarihleri arasında alınmıştır.  

Gazla ayrıştırma yöntemi ile yağ asidi profillerine göre anaerop bakteritanımlaması için 

FDA onayı: 50(k) Number: kO52485”Gazla ayrıştırma yöntemi ile yağ asidi profillerine 

göre anaerop bakteritanımlaması için “Association of Analytical Communities, 

(AOAC)” onayı: 2004.11Gazla ayrıştırma yöntemi ile yağ asidi profillerine göre aerop 

bakteritanımlaması için CDC onayı: “0801.Issue1: 15 January 1998.Methods:0801, 

Issue1” 

Sistemin kontrolü yöntem içinde tanımlıdır ve değerlendirme tanımlı yönteme 

göreyapılmıştır. 
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3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 
Araştırmanın sınırlılıkları yoktur 

3.10. Etik Kurul Onayı 

 Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik ve Laboratuar Araştırmalı Etik Kurulu’ 

nun 28.07.2016 tarihli toplantısında 2016/21-03karar numarası  ile araştırmanın etik kurul 

onayı alınmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Gazla Ayrıştırma ile Yağ Asidi Profillerinin Analizi 
Gazla ayrıştırma analiz yöntemi sisteminin çalışmaya hazır olup-olmadığını 

denetlemek için kullanılan “MID-1300-AA Rapid Calibration Mix for Rapid and Sensi 

Libraries” sonucu sistemin çalışmaya hazır olduğunu göstermiştir (Şekil 2). 

 

Library Sim Index Entry Name 

RCLIN6 6.10 0.996 MIDI Calibration Mix 1  
 

Şekil 5:  Gazla Ayrıştırma Yönteminin “MID-1300-AA Rapid Calibration Mix for 
Rapid and Sensi Libraries” sonucu 

Sherlock Mikrobiyal Tanımlama Sisteminde önerildiği gibi, kanlı agarda üretilen 

pozitif kontrol suşu DSM 1117 Pseudomonas aeruginosa ve negatif kontrol Ayıraçlar 

(“reagent blank”) kromotografik sonuçları sistemin doğru çalıştığını göstermektedir (Şekil 

3). 
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Library Sim Index Entry Name 

RCLIN6 6.10 0.944 Pseudomonas-aeruginosa  
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*** Library match not attempted negatif kontrol sonucu (“reagent blank”) 

Şekil 6: Gazla Ayrıştırma Yönteminin pozitif kontrol DSM 1117 Pseudomonas 

aeruginosa ve negatif kontrol Ayıraçlar (“reagent blank”) kromotografik sonuçları 
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Tablo 3: ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis YST28 kütüphanesindeki karşılaştırması 

 

Tablo 4: ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis YSTCLIN6 kütüphanesindeki karşılaştırması 
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4.2. Gazla Ayrıştırma ile Yağ Asidi Profillerinin Analizi 

 

Flukanozol Etkisinde ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis 

suşlarının YSTCLIN6 kütüphanesindeki karşılaştırması yapıldığında, flukanozol etkisindeki 

ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis suşlarının YSTCLIN6 

kütüphanesindeki karşılaştırması sonucunda yağ asiti piki tespit edilememiştir. 

Flukanozol etkisindeki ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensis 

mayalarının sayısının azlığı nedeniyle tespit edilecek miktarda yağ asiti elde edilememiştir. 
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5. TARTIŞMA 
 

Mantar enfeksiyonlarının sıklığının ve öneminin artması antifungallerin sıklıkla 

kullanılmasına neden olmaktadır. Tedavideki yaklaşımların düzenlenmesinde alternatif 

ilaçların arayışında ve gözlenen direnç sorunu nedeniyle standart antifungal duyarlılık 

yöntemlerinin önemi artmıştır. 

Antifungal duyarlılık testleri özellikle enfeksiyon ciddi boyutlarda ise ve tedaviye dirençliyse, 

daha öncesinde antifungal ilaçlarla karşılaşmış bir hastada ortaya çıkmışsa ya da nadir 

gözlenen bir tür tarafından oluşturulmuşsa, bu hastalığa neden olan mantarlara uygulanır (82, 

83).  

Günümüzde özellikle Onkoloji ve AIDS hastaları başta olmak üzere düşük immun dirence 

sahip kişilerde hızla gelişen ve bazen de ölümcül enfeksiyonlara sebebiyet veren Candida 

türlerine karşı yeni antifungal ajan arayışları büyük bir hızla sürmektedir. Bu hastalar uzun 

süren tedavi süreçlerinde antifungal ilaçlarla tedavi edilmeye çalışılsa da  Candida 

enfeksiyonları tam olarak eradike edilememektedir (84).  

Mikrobiyal İdentifikasyon Sistemi (MIS) kullanılarak yağ asiti profilleri, klonal olarak 

birbirine çok yakın olan bu iki Candida suşunun antifungal flukonazole karşı zamana bağlı 

yanıtının değerlendirilmesinde kanıt sağlayacaktır (80, 84). 

ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensissuşlarının GC ile analiz 

edilerek, oluşan yağ asidi piklerini, standart suşlardan oluşan kütüphanesi ile karşılaştırarak, 

benzerlik oranına göre tanımlama yapmaktadır. Günler süren klasik tanımlama işlemlerine 

karşılık aynı gün etkin, verimli ve güvenilir sonuç verilmesi hasta güvenliği kapsamında 

hastanın tanısı yapılarak tedavi/ uygulama/ bakıma zamanında ulaşımı sağlanmış olacaktır.  

Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi, Merkez Laboratuvarı, Mikrobiyal Konfirmasyon 

Birimi’nde yer alan “Gas Chromatography” (GC) cihazı ile yağ asiti profillerine göre 

tanımlamahızlı ve güvenilir şekilde yapılabilmektedir. Sonuçlar “Benzerlik Cetveli” (BC, 

“Similarity Index”) esasına göre FDA tarafından onaylanan bir örnek hazırlama-

değerlendirme-tanımlama yöntemi gerçekleştirilerek değerlendirilir. GC cihazında aerop-

anaerop bakterinin ve mayaların “yağ asidi dizilimleri” ilgili kütüphaneler kayıtlıdır. 

Bilinmeyen bakteri ve/veya maya kolonilerinden yağ asitleri ayrıldıktan sonra (ayrıştırmanın 
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ilk basamağından itibaren değerlendirilen örnekler steril durumdadır ve biyogüvenlik riski 

taşımazlar), ilgili cihazlarda analiz edilirler. Yağ asidi profillerini belirten kromotografik 

pikler, standart suşların izleri ile karşılaştırılarak, dökümleri yapılır. Sistemin özü budur ve 

FDA ve CDC tarafından onaylanmıştır. 

 Laboratuvar güvenliği için laboratuvarda karşılaşılan risk ve tehlikelerin tanımlanıp, 

güvenlik programı oluşturulmalıdır. Biyogüvenlik Düzeyi 3 laboratuvar koşullarında 

çalışması gerek ATCC 10231 Candida albicans ve CD36 Candida dubliniensistürlerinin 

tanımlama işlemi Mikrobiyal Konfirmasyon Laboratuvarı’nda HEPA/ ULPA filitreli 

Güvenlik Düzeyi Class 2 B2 olan güvenlik kabininde çalışılmaktadır. ATCC 10231 Candida 

albicans ve CD36 Candida dubliniensis tanımlama yönteminin ilk basamağından 

(sabunlaşma) sonra çalışılan örnekler enfeksiyöz özelliğinin kaybetmektedir ve çalışan için 

biyolojik tehlike kalmamaktadır. Yine aynı şekilde geçerli kılınan gazla ayrıştırma ile yağ 

asidi profillerine göre tanımlama yönteminin ilk basamağından sonra örnekler sterildir ve 

biyolojik risk taşımazlar. Laboratuvar çalışanları tüm laboratuvar hizmetlerini biyogüvenlik 

kabininde gerçekleştirmekte ve güvenlik önlemi olarak maska, eldiven ve gözlük 

kullanmaktadır. Mikrobiyal İdentifikasyon Sistemi (MIS) kullanılarak yağ asiti profilleri, 

klonal olarak birbirine çok yakın olan bu iki Candida suşunun antifungal flukonazole karşı 

zamana bağlı yanıtının değerlendirilmesinde kanıt sağlayacaktır (80, 84)  

 Mikrobiyal identifikasyon basamağında Candida albicans ile Candida dubliniensis 

ayırımının hızlı, güvenilir ve güvenli bir yöntemle gerçekleştirilebilmesi, özellikle iki suşun 

flukonazole direnci açısından önemlidir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Hasta ve çalışan güvenliği sağlıkta kalite geliştirme ve akreditasyonun temel 

dayanaklarından biridir. Hasta örneklerinin güvenli bir süreç içinde laboratuvara kabulü, 

laboratuvar içinde analizin güvenli koşullarda gerçekleştirilmesi, analizin etkin, verimli, söz 

verilen zamanda yapılması hastanın tanı/ tedavi/ bakım süreçlerinin başlamasında birincil 

öneme sahiptir. Bu noktada analizin yapıldığı laboratuvarın uluslararası standartlara uygun 

olarak güvenilir sonuç vermesi sürecin doğru olarak başlamasında etkilidir. Uluslar arası 

standart yöntemlerle çalışan laboratuvarın bu çalışmalarını sürdürürken belgelendirmesi 

akreditasyonun gereklerinden biridir.  

Yağ asitleri mikroorganizmaların duvar yapılarında yer alırken, her bir yağ asidi o 

mikroorganizma için fenotipik bir parmak izi olarak tanımlanabilir. Standart alınmış örnekler, 

standart koşullarda getirildikleri laboratuvarda standart besiyerinde, standart koşul ve sürede 

enkübe edildikten sonra eğer üreme varsa, oluşan kolonilerden alınan örnekler ile ilk 

aşamadan itibaren başlatılan sabunlaştırma ve onu izleyen basamaklar sonunda hem 

laboratuvar çalışanları için güvenli bir ortamda çalışma sağlanır, hem de elde edilecek 

identifikasyon uluslararası standartlara uygun bir sonuç olarak karşımıza çıkar.  

Yağ asitleri mikroorganizmaların duvar yapılarında yer alırken, her bir yağ asidi, o 

mikroorganizma için “fenotipik bir parmak izi” olarak tanımlanabilir. Bu noktadan hareketle, 

tanısı yağ asidi profili ile konan bir mikroorganizmanın “antibiyogramı” da bu yöntemle 

çalışılabilir sonucunu görüyoruz.  

Candida gurubu ve maya grubunun tıptaki diğer önemli üyeleri (Cryptococcus 

neoformans, Cryptococcus gattii,…gibi) için, özgün “yağ asidi antibiyogram” çalışmaları 

yapılabilir. “Duyarlılık – dirençlilik” noktasında belirleyici olan yağ asitlerinden ayrı bir 

standart kütüphane oluşturulabilir. MIDI Sherlock Sistemi buna müsaittir (“Research Use 

Only”).   

Standart alınmış örnekler, standart koşullarda getirildikleri laboratuvarda standart 

besiyerinde, standart koşul ve sürede enkübe edildikten sonra eğer üreme varsa,  
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 Üreme görülen kolonilerden alınan örnekler ile ilk aşamadan itibaren başlatılan 

sabunlaştırma ve onu izleyen basamaklar sonunda; 

 Laboratuvar çalışanları için güvenli bir ortamda çalışma sağlanır,  

 Sonuçta da elde edilecek identifikasyon uluslar arası standartlara uygun bir sonuç 

olarak karşımıza çıkar. 

Çalışmaların, antibiyogram çalışmalarını da içerek şekilde yeni kültür maya türleri ile 

çalışılması bu tezdeki yöntem uygulamaları ile daha ileri düzeye taşınabilir.  
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