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OZET

Cig siitiln mikrobiyal kalitesi, kaliteli ve saghkh siit ve siit iiriinlerinin iiretimi
icin onemlidir. Siit endiistrisinde maya kontaminasyonu kaliteyi, fonksiyonelligi
ve lretilen iiriinlerin giivenlig¢ini olumsuz yonde etkilemektedir. Biyofilmler
hem endiistriye, hem de saghk iizerine olan etkileri nedeniyle gida sanayinde
oldukca onemlidir. Biyofilm iiriine kontamine olabilmekte ve isletmede borular
korozyona  ugrayabilmektedir. Aym1 zamanda  Biyofilm olusturan
mikroorganizmalar kullanilan biyomateryaller ile kolonize olmakta ve
biyofilmden ayrilan mikroorganizmalar septisemiye yol acabilmektedirler.
Cahsmamizda 100 ¢ig siit 6rneginden 73 maya izole edildi. izole edilen tiirlerin
12’si C. kefyr, 11’i C. lipolytica, 5’i C.guiliermondii, 4’ii C.rugosa, 3’ii
C.intermedia, 2’si C.lusitaniae, 10’u Tri.beigelii, 7’si Tri.capitatum, 8’i
S.cerevisiae, 6’s1 Cr.neoformans, 1’i Cr.albidus, 1’i Cr.neoformans var
uniguttulatus, 3’ii de Rho.rubra tiirlerinde biyofilm varhgi, slime olusumu ve

fosfolipaz enzimi olusumu arastirilmistir.

Arastirmamizda, Kristal viyole kullamlarak yapilan biyofilm ¢alismasinda, 48
saatlik olciimlerde; 19 Candida, 9 Trichosporon, 7 Saccharomyces, 5
Cryptococcus ve 2 Rhodotorula’da; 72 saatlik ol¢iimlerde; 22 Candida, 12

Trichosporon, 7 Saccharomyces, 5 Cryptococcus ve 3 Rhodotorula izolatinda



biyofilm varhg tespit edilmistir. Slime faktor varh@: arastirmasi Standart Cam
Tiip Yontemi ve Kongo Kirmizih Agar Yontemi kullamlarak arastirilmistir.
Arastirmamizda, Standart cam tiip yontemi ile yapilan slime faktor
calismasinda, 13 Candida, 6 Trichosporon, 3 Cryptococcus, 4
Sachharomyces’de; Kongo kirmizih agar yontemi ile yapilan ¢ahsmada 15
Candida, 7 Trichosporon, 3 Cryptococcus, 5 Sachharomyces ve 1 Rhodotorula
izolatinda slime faktor olusumu tespit edilmistir. Yumurta sarihh agar yontemi
ile calisilan 73 maya izolatimn 20’sinde fosfolipaz enzimi tespit edilmistir.
Fosfolipaz aktivitesi gosteren 20 mikroorganizmanmin; 4’ii Candida, 3’ii
Trichosporon, 5’i Sachharomyces, 5’i Cryptococcus ve 3’ii Rhodotorula’dir.
Sonuc olarak cig siitlerden izole edilen maya ve maya benzerlerinde biyofilm,
slime ve fosfolipaz enziminin varhgi, siitte maya kontaminasyonu isletme ve
insan saghgi acisindan onemini ve isletmelerde yeterli sanitasyon islemleri

iizerinde durulmasi gerekliligini ortaya cikarmaktadir.

Bilim kodu :203.1.010
Anahtar kelimeler :Cig siit, maya, biyofilm, slime, fosfolipaz
Sayfa adedi :153
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ABSTRACT
Microbial quality of raw milk is important for the production of high quality
and healthy milk and milk products. Yeast contamination in dairyadversely
affects quality, functionality, and safety of the products produced. Biofilm is
very important because of the effects as well as industry and on health in the
food industry. Biofilm should be contamination of the product and subject to
corrosion pipes in operation. At the same time biofilm forming microorganisms
can be become colonized with used in thebiomaterials and lead to septicemia
microorganisms. In our study 73 yeasts were isolated from 100 samples of raw
milk. The isolated species have been as 12 C. kefyr, 11 C. lipolytica, 5
C.guiliermondii, 4 C.rugosa, 3 C.intermedia, 2 C.lusitaniae, 10 Tri.beigelii, 7
Tri.capitatum, 8 S.cerevisiae, 6’s1 Cr.neoformans, 1 Cr.albidus, 1 Cr.neoformans
var uniguttulatus, 3 Rho.rubra. This isolates have investigated the presence of
biofilms, slime formation and the formation of the enzyme phospholipase.
Biofilm study that used crystal violet, after 48 hours, biofilm formation was
determined in 19 Candida, 9 Trichosporon, 7 Saccharomyces, 5 Cryptococcus
and 2 Rhodotorula. After 48 hours, biofilm formation was determined in 22
Candida, 12 Trichosporon, 7 Saccharomyces, 5 Cryptococcus ve 3 Rhodotorula.
Study of slime factor formation was in used Standart Glass Tube Method and
Kongo Red Agar method. In our study, slime factor that used method of a
standard glass tube method was determined in 13 Candida, 6 Trichosporon, 3

Cryptococcus, 4 Sachharomyces; in the study slime factor with method of



vil

Kongo red agar was determined in 15 Candida, 7 Trichosporon, 3
Cryptococcus, 5 Sachharomyces ve 1 Rhodotorula. Egg yolk containing agar
method of working enzyme phospholipase was identified in 20 isolates of 73
yeasts. Showing the phospholipase activity of 20 microorganisms are 4 Candida,
3 Trichosporon, 5 Sachharomyces, 5 Cryptococcus and 3 Rhodotorula. As a
result, yeasts isolated from raw milk indicates that contamination of milk and
milk operations. Yeast’s presence of biofilm, slime and phospholipase reveals its

importance in human health and operation.
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1. GIRIS

Siit ve siit iirlinleri insan beslenmesinin en vazgecilmez {irlinlerinden biri olmast
dolayisiyla gida tedarik zincirinin en 6nemli ve gerekli tirlinleridir. Siit, mayalarin da
dahil oldugu pek ¢ok mikroorganizma i¢in miikemmel bir besi ortamidir. Cig siit,
hijyenik uygulamalara ve elde edilme sekline bagli olarak cesitli maya

populasyonlari igerir [Deak ve Beuchat, 1996].

Siit, hijyenik kosullarda iiretilmedigi, saklanmadigi, islenmedigi, gerekli
kontrollerinin yapilmadigi durumlarda ¢esitli yollarla siite mikroorganizmalar
bulasir. Son yillarda siit ve siit iiriinlerindeki ki bozulmalarda bakteriler kadar
mayalarin da etkili oldugu kesfedilmistir. Mayalar diger gida sanayi dallarinda
onemli olmakla beraber siit teknolojisinde genellikle arzu edilmeyen
mikroorganizmalardir. Mayalar siit sagimindan itibaren ahir ve c¢evresi, siit

isletmelerinin ¢evresi ve isletme i¢inde bulasirlar [Metin 1996].

Siitlere iiretim asamasindan tiiketiciye sunulana kadar, cesitli yollarla bulasan maya
ve maya benzeri mikroorganizmalar siit igletmelerinde ekonomik zarara yol

acmaktadir [Santoz, 2005].

Ayn1 zamanda mikroorganizmalarin siit ve siit iiriinlerine olas1 kontaminasyonundan
dolay1 diinyada pek ¢ok kisinin bu risklere maruz kaldigi oldukga agiktir [Papademas
ve Bintsis, 2010]. Bu yiizden,siitlin ciftlikten catala kadarki gegen siirecinde yeterli
kalite ve gida giivenligi uygulamalari, siit endiistrisinde gida giivenligi i¢in dnemli

olmaktadir [Payne ve ark., 1999; Khan ve ark., 2000].

Siitte mikroorganizma kontaminasyonlar siit tiretimi sirasindaki kosullara baghdir.
Siitiin sagim yapilan ciftliklerde uzun siire diisiik sicakliklarda bekletilmesi veya
sogutulmasi, isletmelere getirilen tanklarin temizligi ve sicaklig siitiin bakteriyolojik
ozelliklerini belirler [Rowe ve ark. 1985]. Islemeye getirilen ¢ig siitler {izerinde
gergeklestirilen mikrobiyolojik analizlerde tankerden alinan 6rneklerde toplam kiif-

maya miktar1 7,591 log cfu/ml, bulunmustur. Alisarli ve ark. [2003] ¢ig siitte kiif



maya sayisini 0,14 log cfu/ml, Yeniayvaz ve Oysun [2003] ise 5,43 log cfu/ml olarak
belirlemistir. Depolama siiresince maya-kiif sayisinda o6nemli bir degisiklik
gorlilmemistir. Az sayida da olsa bekletme esnasinda maya ve kif sayisi artig

gostermistir.

Carrasco ve ark.larinin yaptig1 ¢alismada ¢ig siit ve peynir drneklerinden 116 maya
izole etmisler ve peynirde en ¢ok maya 4.5x10° cfu/g, siitte ise 5x10° and 2x10*
cfu/mL. Izole edilen cinsler (50%), Candida (42.2%), Cryptococcus (21%) ve
Trichosporon (36.8%) olarak tespit edilmistir [Carrasco ve ark., 2006].

Topgu’nun yaptigi ¢alismada 50 sokak siitii ve 50 peynir 6rneginden 66 Candida,6
Geotrichum, 7 Cryptococcus, 8 Saccaromyces ,4 Trichosporon olmak iizere 91 maya

ve maya benzeri mikroorganizma izole etmislerdir [Topgu, 2006].

Italya> da PCR-DGGE analiz yontemi ile ¢ig siitteki maya populasyonunu
belirlemislerdir ve bu yontemle topladiklar1 6rneklerde Candida catenulata, Candida
pararugosa, Candida parapsilosis, Candida zeylanoides, Candida pseudointermedia,
Candida rugosa, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Saccharromyces
cerevisiae, Pichia guilliermondii, Trichosporon mucoides ve Cryptococcus curvatus

tiirlerini adlandirmislardir [Cocolin ve ark., 2002].

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada, 37 degisik siit isletmesinden alinan 160 siit 6rnegi
calisilmig ve 45 ornekten Candida tiirleri izole edilmistir. Bunlar C. krusei (44,5%),

C. rugosa (24,5%), C. albicans (8,9%), C. guilliermondii (8,9%)’ dir [Santos, 2005].

Tiirkyilmaz ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada 339 ¢ig siit orneginden 41 maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar izole etmislerdir. izole ettikleri tiirler 15 (36.6%) C.
krusei, 12 (29.4) C. kefyr, 3 (7.3%) C. guilliermondii, 2 (4.9%) C. famata, 1 (2.4%)
C. utilis ve C. rugosa, 2 (4.9%) T. mucoides, 1 (2.4%) T. asahii, 2 (4.9%) C.
laurentii, 1 (2.4%) Cr. neoformans, 1 (2.4%) S.cerevisiae olarak tespit etmiglerdir

[Tiirkyi1lmaz, 2010].



Moretti ve ark., mastitisli ineklerden aldiklar siit 6rneklerinin 4.9%’unda maya ve
maya benzeri izole etmislerdir. Izole ettikleri tiirler Trichosporon capitatum (31.2%),
T.beigelii (18.72%), Candida albicans (12.48%), C.guillermondii (12.48%), C.
tropicalis (12.48%) olarak tespit etmislerdir [Moretti ve ark.,2000].

Cécile ve ark.arimin yaptigi caligmada ¢ig siit peynirlerinde PCR finger print
yontemi ile Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces
cerevisiae, Candida zeylanoides ve Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis,
Candida silvae, Candida intermedia, Candida rugosa, Saccharomyces unisporus ve
Pichia guilliermondii tiirii maya ve maya benzerlerini izole etmislerdir [Cecile ve

ark., 2005].

Siit endiistrisinde maya kontaminasyonu kaliteyi, fonksiyonelligi ve f{iretilen
tirtinlerin giivenligini olumsuz yonde etkilemektedir. Siit iiriinlerinde herhangi bir
kontaminasyon meydana geldiginde onemli sebep olarak siitiin islendigi alet ve

ekipmanin yiizeyinde olusan biyofilm &ne siiriilmektedir [Olmez, 2010].

Ciftlikten catala gida giivenligi prensipleri uygulanirken, elde edilen saglikli ham
maddenin gida isletmesinde meydana gelen biyofilm mikroorganizmalar1 ile
bulagsmasinin raf omriinii kisaltabilecegi ve bunun yani sira icerdigi gida patojenleri

ile halk saglig1 riski olusturacagi bildirilmektedir [Reinemann,1993; Wong, 1994].

Biyofilm bir ylizeye yapisarak kendi {iirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka
icinde yasayan mikroorganizmalarin ousturdugu topluluk olarak tanimlanir. Bu jelsi
tabaka bakteri hiicreleri tarafindan dretilen terminolojide’hiicre dis1 polimerik
yap1’’ekzopolisakkarit’ ya da ‘ekzopolimer(EPS) adi verilen polisakkarit bazli bir ag
yapisidir. Bir baska tanimlamaya gore biyofilm, birbirine ya da bir yiizeye yapisik

bakterinin organik bir polimer matris igerisine gomiilmesidir [Donlan, 2002].

Mikroorganizmalar i¢in biyofilm igerisinde yasamak ve varligimi siirdiirmek bir
avantajdir. Cilinkii biyofilmin matriks yapis1 hem fiziksel giicler hem de hidrojen

peroksit, klorin gibi kimyasallara karst koruyucu kalkan olusturur. Biyofilmler



bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki degisimlerin ve
ultraviyole 1s18a maruz kalmanin doguracagi zararlardan korur. Besinlerin
depolanmasmin ve atiklarin uzaklagtirlmasinin  kolaylastirilmasi da biyofilm
olusumunun getirdigi diger avantajlardir. Bakterilerin kiimeler halinde ve
ekzopolisakkarit matriks icerisinde bulunmalar1 sonucu fagosite edilmeleri gii¢lesir

ve hiimoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulasmalar1 engellenmis olur.

Biyofilmler hem endiistriye, hem de saglik {izerine olan etkileri nedeniyle gida
sanayinde olduk¢a 6nemlidir. Siit ve diger gida sanayilerinde boru hatlarinda olusan
biyofilm, boru hatti boyunca akisin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica biyofilm
olusan borularda 1s1 taginimi azalabilmekte, biyofilm {iriine kontamine olabilmekte
ve biyofilm i¢indeki asit olusumu nedeniyle borular korozyona ugrayabilmektedir
[Mattila, 1992]. Aym1 zamanda biyofilm olusturan mikroorganizmalar kullanilan
biyomateryaller ile kolonize olmakta ve biyofilmden ayrilan mikroorganizmalar
septisemiye yol acabilmektedirler. Infeksiyonlarin olusumu acisindan siirekli bir
kaynak olusturan biyofilmler énemli bir viriilans 6zellik olarak kabul edilmektedir

[Jessen, 2003].

Unal yaptig1 calismada gesitli klinik &rneklerden 10 Pseudomonas, 20 Klebsiella, 55
Staphylococcus ve 15 Candida kokeninde biyofilm varlig1 ve slime faktor olusumu
aragtirtlmigtir. kristal viyole kullanilarak yapilan biyofilm caligmasinda, 24 saatlik
Olctimlerde; 7 Pseudomonas, 8 Klebsiella, 52 Staphylococcus ve 12 Candida’ da; 48
saatlik dl¢limlerde; 6 Pseudomonas, 7 Klebsiella, 42 Staphylococcus ve 12 Candida
izolatinda biyofilm varlig1 tespit edilmistir [Unal,2011].

Shin ve ark., kan digindaki viicut bolgelerinden izole ettikleri 259 Candida cinsinde,
mikroplate yontemi kullanarak biyofilm varligimi arastirmislardir. Toplam 259

izolatin 219’unda biyofilm varlig1 tespit etmislerdir [Shin ve ark., 2002].

Tumbarello ve ark. 6liim riski tastyan kandidemili 294 hastadan izole ettikleri 168
C.albicans, 64 C.parapsilopsis, 28 C.tropicalis ve 26 C.glabrata izolatlarinda,

mikroplate yontemi kullanarak biyofilm varligmni arastirmistir. 20 C.tropicalis, 6



C.glabrata, 38 C.albicans ve 14 C.parapsilopsis izolatinda biyofilm varlig1 tespit
etmislerdir [Tumbarello, 2007]

Choi ve ark. kan orneklerinden izole ettikleri 12 C.albicans, 12 C.parapsilopsis, 10
C. Tropicalis ve 9 C.glabrata izolatinda, mikroplate kullanarak biyofilm varligim

aragtirmislardir. Toplam 34 izolatta biyofilm varlig1 tespit etmislerdir [Choi, 2007].

Ramage ve ark. yaptiklar1 calismada Cr.neoformans’m C.albicans’dan sonra en
yuksek biyofilm pozitifligi verdigini ve biyofilmle iliskili enfeksiyonlarda 6énemli rol

aldigini tespit etmislerdir[Ramage ve ark., 2009].

Slime faktor, plastik ve metal yilizeylere yapismay1 saglayan, bakterilere antifagositik
0zellik kazandiran ayrica, antimikrobik maddelerin hiicre i¢ine girisini engelleyen
enstraselliiler bir polisakkarittir [Cevahir ve ark., 2003]. Bircok literatlirde “‘slime
faktor” ve “biyofilm” kavramlari ayn1 anlamlarda kullanilsa da aslinda “slime faktor”
olusumu biyofilm olusumunun ilk asamalarindan biridir [Koluman, 2006]. Slime
faktoriin Candida kokenlerinde ciddi enfeksiyonlara yol agtigi son yillardaki bazi

yayinlarda tartisilmaktadir [Yakopogullari, 2004].

Tiirkyllmaz ve ark. siit oOrneklerinden izole ettikleri C.krusei, C.kefyr,
C.guilliermondii, C.famata, C.rugosa, C.utulis. Trichosporon mucoides, T. asahii,
Cryptococcus laurentii, Cr. neoformans ve Saccharomyces cerevisiae tiirlerinde
kongo red yontemi ile slime faktdr calismislar ve bu izolatlardan 7 C. krusei, 4 C.
kefyr, 1 C. guilliermondii, 1 C. famata, 1 T. asahii, ve 1 Cr.laurentii olmak iizere

15’inde slime faktor varligi tespit etmislerdir [ Tlirky1lmaz, 2010].

Siitte bulunan maya ve kiiflerin ¢ogu sicaklikla yok edilebilmekte ancak
olusturduklar1 zararli maddeler aktivitelerini devam ettirmektedir. Son yillarda siit ve
siit drlinlerindeki bozulmalarda bakteriler kadar mayalarin da etkili oldugu
kesfedilmistir. Siit ve siit iirlinlerinin maya floralar1 calisilarak hangi tiirlerin daha

baskin oldugu saptanmaya calisilmistir [Topgu, 2006].



Pastorizasyonun amaglarindan biri de siit kokenli ve mikrobiyal kaynakli enzimleri
kismen veya tamamen inaktif hale getirmektir [Metin, 1998]. Psikrotrofik bakteri
¢ogunlugunun pastérizasyonla yok edilmesine ragmen sadece bozulmaya yol agan
termodurik flora yasamaya devam eder ve psikrotrofik bakterilerden kaynaklanan
ekstraseliiler proteaz, lipaz ve fosfolipaz C enzimler faaliyet gosterebilirler
[Robinson, 1990]. Son yilarda maya kokenli enzimlerin Onemi iizerinde
durulmaktadir. Biz de bu diisiinceden yola ¢ikarak calismamizda maya ve maya

benzerlerinin fosfolipaz enzim varligini aragtirdik.

Ekstraselliiler fosfolipazlar bircok mikroorganizma tarafindan {iretilen ve
fosfolipitleri parcalayan enzimlerdir. Bu enzimlerin konak hiicre membranlarinda
hasara yol agarak bazi bakteri ve mantarlarin patogenezinde viriilans faktorii olarak

rol oynamaktadir [Ghannoum, 1998].

Fosfolipazlarin, patojenitede rol oynadigi pek ¢ok g¢alismada gosterilmektedir. Son
zamanlarda, C.tropicalis, C.parapsilosis, C.glabrata, C.lusitaniae, C.krusei tiirlerinin

fosfolipaz salgiladig1 gosterilmistir [Schaller ve ark., 2005].

Priscilla ve ark. siitten izole ettikleri Aureobasidium sp.,Candidaspp., Geotrichum
spp., Irichosporon spp. ve Rhodotorula spp. tirlerinin fosfolipaz aktivitesini
calismuslar ve 37°C’de fosfolipaz enzimi aktivitesi gosterdiklerini tespit etmislerdir

[Priscilla ve ark., 2011].

Bu calismada, siitiin maya ve maya benzerleri ile kontaminasyonunun aragtirtlmasi
ile siite gecen bu mikroorganizmalarin biyofilm, slime ve fosfolipaz gibi isletmeye

ve insan sagligina negatif etkileri olan faktorlerin tespiti amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyofilm Nedir?

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik igerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami icin gerekli islevlerin
yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir organizasyondur

[Ciftci, 2005].

Biyofilmler canli veya cansiz bir¢ok yiizeylerde olusabilirler. Bu ylizeyler arasinda
canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya i¢gme suyu sistemlerinin borulari,
stit isletmelerinde kullanilan borularda veya dogal akuatik sistemler yer alir.
Bakteriler bir yiizeye yapistiktan ve biyofilm olusturduktan sonra o ylizeyden, hafif
durulama ile uzaklastirllamazlar. Biyofilm matrikslerinin icerisinde hiicresel
olmayan mineral kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya ¢amur pargalar1 ya da kan
bilesenleri bulunabilir [Donlan, 2002]. Yapilan aragtirmalar, biyofilmlerin sadece
ylzeye yapismis durumda bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu
homojen bir tabakadan ibaret olmadigini, mikroorganizmalarin belirli bir yapiya
sahip, koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel topluluklarin olusturdugu
biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur. Biyofilmler, matriksleri icerisinde
yasamlarini siirdiiren hiicrelere esansiyel besinlerin ve oksijenin tasinmasina imkan
tantyan 'su kanallarina' sahip, ¢ok tabakali heterojen bir yapiya sahiptirler. Tam
hidrate ve canl1 biyofilm voliimlerinin %15 hiicre, % 85 matriks materyali tarafindan
olusturuldugu ve hiicrelerin matrikslerinin ¢evreledigi farkli yiiksekliklerdeki
'kuleler' veya 'mantarlar’ igerisinde bulunduklar1 anlagilmistir [Donlan ve Casterton,

2002].

Biyofilm igerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan  sentezlenen
polisakkaridler biyofilmin ana ekstraseliiler komponentini olusturur. Igerisinde
yasayan organizmaya bagli olarak biyofilm matriksi farkli ozellikler tasiyabilir

[Ciftci, 2005].



Biyofilm mikroorganizmalar1 ¢evre kosullarina, serbest bulunan planktonik
mikroorganizmalardan daha direnclidir. Biyofilm yapisi, inhibitdr etkisi olan
antibiyotik, dezenfektan ve 1stya karst koruyucu ozellik gosterir fakat bu direncin

mekanizmasi ortaya konamamistir [Ciftci, 2005].

Donlan ve Casterton biyofilm tanimini biraz daha gelistirmis ve biyofilmleri
asagidaki Ozelliklere sahip mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk

olarak tanimamuglardir:

1) Hiicreler irreversibl olarak bir substrata, ara ylizeye veya birbirlerine
tutunmusglardir.

2) Hiicreler kendi {irettikleri ekstraselliiler polimerik maddeden olugan bir matriks
icerisinde gomiiliidiirler.

3) Biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan tiirdesleri ile

aralarinda farkliliklar vardir.

Bu tanim ¢ok 6nemlidir ¢iinkii bir ylizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan bazi
mikroorganizmalarin olusturdugu her tabakaya “biyofilm” denilmemelidir. Gergekte
biyofilm olmayan bu topluluklar, bulunduklar1 yiizeyde planktonik hiicre davranisi
sergilemeye devam ederler. Higbirinde biyofilm igerisindeki bakterilerde izlenen
diren¢ ve irreversible yapisma gibi 6zellikler izlenmez. Bununla beraber, biyofilm
igerisindeki hiicrelerin zamanla matriksten koparak ayrildiklar1 ve dolasimagectikleri
unutulmamalidir. Dolagima gecen bu hiicreler, planktonik formda olmalarina karsin,

ayrildiklar1 toplulugun tiim rezistans karakterilerini tagimaktadir [Cift¢i, 2005].

Biyofilmin plaktonik bakterilerden tistiinliikleri Donlan tarafindan dért madde altinda

toplanmistir. Bunlar sirasiyla:

* EPS, ¢evreden besin maddelerini konsantre ederek bakterilerin kullanimina sunar.
*Biyofilm olusumunda bulunan bakteriler, antimikrobiyal maddeler, yiizey gerilimini
degistiren ajanlar, sicaklik, konakg¢iya ait fagositler ve oksijen radikalleri, proteazlar

gibi ¢esitli kosullara ve maddelere direng gosterir. Bu direng, gelisimin durdurulup



canliligin korunmasinda, genetik diizenleme ile yukar1 ya da asagiya dogru
diizenleme ile modifikasyona kadar degisen reaksiyonlar halinde gdzlemlenir.

*Tabakali dizilim sonucu ylizeyde bulunan cesitli bakteriler mekanik kalkan
etkilerinin yan1 sira, katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitorleri salgilayarak
antimikrobiyallere karsi, i¢ yiizeyde bulunan bakterileri korur. Biyofilm pargalar
koparak yeni ylizeylere yayilir ve planktonik bir hiicrenin tutunmasinda daha uygun

bir ylizey olusturur [Donlan, 2002].

1973 yilinda Caracklis, endiistriyel su sistemlerindeki mikrobiyal topluluklari
incelemis ve bunlarin sadece ylizeye kuvvetle tutunmadiklarini, ayn1 zamanda klor

gibi dezenfektanlara karsi ¢ok direngli olduklarini da géstermistir [Donlan, 2002].

2.2. Biyofilmin Yapisi

3 boyutlu perspektiften bakildiginda biyofilm, bakterinin ylizeyinde diizensiz bir
sekilde dagilmis polisakkarit dogasinda bir matrikstir. Yapilan c¢alismalarda
matriksin yogunlugu ve genisligi sadece hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar
arasinda degil ayn1 zamanda mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da degismektedir.
Tiim biyofilmlerin biiytlik boliimii (%73-98) hidrate seklindedir. Mikroskobik olarak
incelendiginde biyofilm, arasindan kanallarin gectigi mercan kayaliklar {izerindeki,
piramit veya mantar sekilli uzantilardan olusan bir olusum goriiniimiindedir

[Sakarya, 2005].

Biyofilmin mercan kayalik goriintimlii yogun ve kompleks yapisi, ortamdaki organik
ve inorganik molekiillerin ekstraselliiler yapisinda toplanmasiyla olusur. Biyofilmin
gelisme potansiyeli yakin c¢evredeki besinlerin kullanimi ve hiicre igine alimi,
atiklarin uzaklastirilmasi ile yakin iligkili olup, bunlarin disinda besin kisitlanmasi
sonucu eksprese olan Quorum-sensing molekiillerinin salinimi, ortam pH’1, O2
perfiizyonu, karbon kaynagi ve ozmolarite de gelisimde ¢ok etkilidir. Son yillarda
baz1 Okaryot ve prokaryot hiicreler tarafindan saliman ve hiicreler arasi sinyal

iletimini saglayarak bakterinin gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiller araciligi
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ile biyofilm yapiminin diizenlenebileceginin gosterilmesi biyofilmin patojenite ve

cevreye adaptasyonunda dnemini artirmigtir [Sakarya, 2005].

2.3. Mikroorganizmalar Neden Biyofilm Olusturur?

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturan formlar1 ile serbest yasayan formlari
arasinda ciddi farkliliklar goriilmesine ve mikroorganizmanin biyofilm olugturmasini
gerektiren durumlar ile ilgili farkli goriisler olmasina karsin, biyofilm olusumunun

nedenleri Donlan (2002) tarafindan dort madde altinda toplanmistir. Bunlar:

2.3.1. Savunma

Strese cevap olarak gelisir. Biyofilmin kan akimi ve tiikiiriiglin yikama giicii gibi
bir¢ok fiziksel giice kars1 dayanikliligi vardir. Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar
besin yoklugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve
antibiyotiklere karsi, serbest yasayan hiicrelerden daha direnclidir [Oztiirk ve ark.,

2008].

2.3.2. Adezyon ve kolonizasyon

Viicudun en azindan bir bdliimii mikroorganizmanin yasama ve gelismesi i¢in
besinden zengin ve su igerigi, O, olanagi ve 1s1 gibi ortamda devamli bulunan bir
takim faktorlerle sabit bir yapi olusturur. Tiim bunlarin sonucu viicudun immiin
sistemi ile mikroorganizma arasinda, mikroorganizmanin viicudu istila etmesine
kars1 amansiz bir yarig siirmektedir. Bazi durumda uzlagma olarak belli bolgelerde
bliyiik miktarlarda ve bu bakterilerin yasamasina izin verilmektedir ve bu bakterilerin
cogu biyofilm olusturmaktadir. Viicut, bilindigi gibi mikroorganizmalarin yagamasi
icin ¢ekici bir ortam olup, bakterilerin bu bolgede biyofilm olusturarak yasamasi i¢in
primer bir motivasyon olusturmaktadir. Mikroorganizmalarin viicudun herhangi bir
bolgesinde sabit kalabilmeyi saglamasi i¢in birtakim stratejisi  vardir.
Mikroorganizma yiizey proteinleri, konak¢inin fibronektin, fibrinojen, vitronektin,

elastin gibi ekstraseliiler maktiks proteinlerine yapisir [Oztiirk ve ark., 2008].
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2.3.3. Yasanabilir cevre gelistirmek

Ozellikle ortamdaki glikozun bakteri tarafindan kullamlabilir olmasimin
pseudomonas, vibrio cholerae, escherichia coli ve stafilokoklar:t EPS ekspresyonu ve
biyofilm olusturmalarim1 belirgin sekilde artirdign gosterilmistir [Oztiirk ve

ark.,2008].

2.3.4. Topluluk olusturmak

Mikroorganizmanin ortama adaptasyonundaki beraberlik biyofilm olusturmada
siklikla goriilmektedir. Tiim mikroorganizmalarin ¢evre faktorlerine ayni yaniti
vermis olmasi ve fenotipik degisiklikler sergilemesi toplu halde yasamalarinin en

onemli gostergesidir [Oztiirk ve ark., 2008].

2.4. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunmalari ile baslayan dinamik
bir prosestir. Bu tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan
bir dizi genetik islem baglatilir. Mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunabilmesi i¢in,
kendinin bir yilizey ile ne zaman temas kurdugunu anlamasi gerekir.
Mikroorganizmalar bu ¢evresel stimuslart fenotipik degisikliklere c¢evirebilmek
amaciyla, bir verici ve bir alicidan olusan diizenleyici bir sisteme sahiptir. Tutunma
isleminden sonra biyofilm olusturmak yoniinde farklilasma isleminin baglamasi,
quorum-sensing sistemi denilen bagka bir haberlesme sisteminden gelen yanita
baglidir. Bu sistem ile mikroorganizmalar ¢evresindeki —mikroorganizma
populasyonunun yogunlugunu belirler. Bir yiizeye tutunan her mikroorganizma,
ortama “ben buradayim” mesaji veren bir molekiil saglar. Yiizeye tutunan
mikroorganizma sayisi arttik¢a, bir sinyalin lokal konsantrasyonlar1 artmaktadir. Bir
sinyal molekdiliiniin konsantrasyonundaki artig ile birlikte, biyofilm olusumuna
yonelik bir dizi islem baglatilmis olur. Yani biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar
intraselliiler, diisiik molekiill agirliklarina  sahip  haberciler araciligiyla

haberlesmektedir [Oztiirk, 2008].
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Ikinci basamak ise mikroorganizmalar yiizeye yapisma veya kuvvetli bir sekilde
tutunma islemidir. Ugiincii evrede ise mikroorganizmalar mikrokoloniler haline
doniistir. Dordiincii evrede ise mikrokoloniler biiyiir ve kompleks, mantar seklinde
yapilara veya kulelere doniislir. Cesitli  yiikseklikte kuleler olusturan
mikrolokonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmasi ve metabolik atik {iriinlerin
uzaklastirilmast icin primitif bir dolasim sistemi olarak goérev yapan su kanallari

bulunmaktadir.

Biyofilm gelisiminin besinci evresi ise kopma veya ayrilma evresidir. Bu evrede tek
bir mikroorganizma veya mikroorganizma kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak
ortama yayilir. Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm
olusum prosesinin bir parcasi olarak tek bir hiicrenin veya multipleks hiicrelerin

emboli seklinde kopmasinin bir sonucudur [Oztiirk, 2008].

Yapilan caligmalar sonucu yapisal olarak planktonik hiicreden koken alan biyofilmin
olusum asamalari1 belirlenmistir. Bunlar:

1.Tutunma yiizeyinin olusumu

2.0ncii mikroorganizmani tutunmasi

3.Slime (mukoz) tabakanin olusumu

4.Sekonder kolonizasyon

5.0lgun biyofilm [Koluman, 2006].

2.5. Biyofilm Sistemleri

Mikroorganizmalarin ubiquiter 6zellikleri gerek in vivo olarak canlilarin biinyesinde,
gerekse in vitro olarak cansiz yiizeylerde biyofilm olusturmalari sonucunu dogurur.
In vivo sistemlerde genellikle iatrojenik olarak bulasma séz konusudur. In vitro
sistemler ise daha ¢ok gida hijyeni ve aritma sistemleri ile ilgilidir [Boothe ve ark,

1999].

Bu nedenle biyofilm olusumu siit isletmelerinde olduk¢a dnemli bir kriter olmaya

baslamistir.
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2.5.1. in vitro sistemler

Gida isletmelerinde biyofilm problemi ana ugras kaynagi haline gelmistir. Gidanin
catalin ucuna gelene kadar gecirdigi tiim siirecte; liretim, depolama, isleme yiizeyleri
gibi ana kontaminasyon kaynaklar1 olarak kritik kontrol noktalarini teskil ettikleri
bildirilmistir. Siit isletmelerinde en ideal ¢alisan CIP sisteminin varliginda bile alet
ve ekipman yiizeylerinde mikroorganizma varligi ortaya konmustur. Bu
mikroorganizmalarin kalinti miktarina, sicakliga, relatif neme bagl olarak uzun siire
kiltiire edilemedigi ancak canli halde kalabildigi bildirilmistir [Wong ve Rabotski,
1993].

Mikroorganizmalarin {iremeleri igin belirli rutubet, sicaklik, besin maddesi
konsantrasyonu, oksijen ve diger atmosferik gazlarin konsantrasyonu ile pH
degerlerine ihtiya¢c duyduklari bilinmektedir. Mikroorganizmalarin mikroskobik
canlilar oldugu diisiiniiliirse, gelismeleri i¢in ¢ok biiyiik alanlara ihtiya¢ duymadiklar
aciktir. Gida igletmelerinde, gelisme faktorleri her yerde benzer oldugu i¢in, gelisme
alanlar1 herhangi bir yer olabilir. Gida isletmelerinde su giderleri, iiretim
teknelerindeki catlaklar ve cizikler, sisteme bagli bir sonu olmayan borular, tezgah
ylizeyleri, pastorizatorler, sulu ya da glikol ile ¢alisan sogutma sistemleri, fayans
duvarlar, tagima hatti, musluk yiizeyleri, salamura tanklari, sogutma odalarinin
tavanlari, sogutma ve haslama tanklar1 gibi siv1 ile kapl yiizeylerin biyofilm geligimi

i¢cin uygun oldugu bildirilmistir [Zottola, 2001].

Hastalik Kontrol Merkezi’in (Centers for Disease Control — CDC) 1998 yilina ait
kayitlarinda yer alan ve 1965 yilinda meydana gelmis, pastorize siit kokenli
Salmonella salgininda, ana kaynagin higbir sekilde ortaya konamadigi
bildirilmektedir. Zottola, bu salginda biyofilmin rol oynadigimi diisiindiigiinii
bildirmis ve pastorizasyon hattinda Sa/monella igeren biyofilmin, meydana gelen bir
catlaktan su sizmasina bagli olarak, pastorizatordeki siite karigmis oldugunu
bildirmistir. Ayn1 salgimi takiben, diizenli araliklarla yeniden siitten Salmonella izole
edilmesi biyofilmden kopmalara bagli bir kontaminasyonu diislindiirmiistiir [Zottola,

2001].
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Petran ve Zottola (1988) laboratuvar kosullarinda pastorizatorlerden izole ettikleri L.
monocytogenes ile yaptiklar1 ¢alismada biyofilm olusturma yeteneklerinin yiiksek

oldugunu ortaya koymuslardir.

2.6. Siit Isletmelerinde Biyofilmin Onemi

Siit isletmelerinde borularin baglantist i¢in kullanilan plastik contalarin biyofilm
olusumuna etkisini arastiran bir ¢calismada Chechowski, contalarin kullanim siiresine
bagl olarak izole edilen bakteri sayisinin arttigini, bitisi olmayan borular, ek yerleri
ve vanalarin oldugu noktalarda tiirbiilansin azalmasiyla siitiin durgunlagmasina bagh

olarak biyofilm olusumunun hizlandigini bildirmistir [Chechowski, 1990].

Siit isletmelerinde, boru hatlarinda, contalarda, pastérizasyon ve buharlagsmanin
yapildig1 iiretim alanlarindaki biyofilm varligi, {iriin kontaminasyonu i¢in oldukca
onemli bir kaynaktir. Siit {iretim tesislerinde, biyofilm genellikle sicak, soguk ve pH,
tuz gibi faktorlere adapte olabilen tiirlerde olusmaktadir. Biyofilm olusumu, isleme
tesisleri karmasikligi arttikga mikrobiyal biiyiime i¢in daha fazla olanak saglar,
liretim zamanini uzatir ve hiicre bilylimesine daha fazla zaman saglayarak daha
sorunlu hale gelmektedir. Yiizeylere tutunan bakterileri dldiirmek serbest yasayan
bakterilerden daha zordur ve biyofilm kontaminasyonu mikrobiyal yiikii arttirarak siit
tiriinlerinde kalite ve giiveni azaltir. Biyofilm olusumu ve artisini en aza indirmek siit
ve siit Uriinleri iireticileri i¢in giderek artan bir sorundur. Mikrobiyal kontaminasyonu
en aza indirmek, CIP  kimyasallari,  kolonizasyonu  azaltabilecek
bazi1 girisimler,mikrobiyal kolonizasyona kars1 modifiye malzemeleri kullanarak ve
tiretim alanlarinda {iremeyi azaltabilecek uygun kosullar1 olusturmakla miimkiindiir

[Flint ve ark., 2011]

Olmez’in yaptig1i calismada 7 farkli isletmeden swap ile toplanan biyofilm
orneklerinde bakteri sayimi yapmistir. Koliform grubu, Listeria grubu ve
Satphylococcus grubu mikroorganizmalar1 6nemli diizeyde izole etmistir ve temizlik

islemlerine onemin verilmesi konusuna dikkate ¢ekmistir [Olmez, 2009].
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2.7. Fosfolipaz Enzimi Nedir?

Mikrobiyal patojenler, konak hiicrelere saldirmak ve infeksiyona yol agmak iizere
cesitli stratejiler kullanirlar. Fosfolipaz enzimi (PL) patojenik mantarlarin yanisira
bazi bakteri ve parazit infeksiyonlarinda da patojenite faktorii olarak gdsterilmistir.
Fosfolipazlar, gliserofosfolipitlerdeki bir veya daha fazla ester bagini hidrolize etme
yetenegine sahip enzimler grubunu kapsamaktadir. Tiim fosfolipazlar substrat olarak
fosfolipitleri hedeflese de her bir enzim, spesifik bir ester bagini parcalama
yetenegine sahiptir. Fosfolipaz A (PLA), Fosfolipaz B (PLB), fosfolipaz C (PLC) ve
fosfolipaz D (PLD) olmak iizere 4 ¢esit fosfolipaz enzimi, ayrica daha ileri bir
basamak olan lizofosfolipitleri de parcalayan lizofosfolipaz enzimi farkli oranlarda
ve farkl islevleri gormek iizere cesitli hiicrelerde bulunmaktadir. Tiim fosfolipaz
aktivitelerinin, hiicrelerin micelyal formunda maya formuna oranla daha diisiik

oldugu belirlenmistir [Ghannoum, 2000].

C.albicans i¢in en 6nemli viriilans faktorlerinden biri olan fosfolipaz enzimi, konak
hiicre zarfinin baslica kimyasal bilesenleri olan fosfolipitleri hidrolize ederek konak
hiicreyi lizize ugratmakta ve hiicrenin yiizey ozelliklerini degistirerek aderensi ve
penetrasyonu kolaylastirdigi  ve viriilansa katki sagladigi diigiiniilmektedir
[Ghannoum, 2000]. Fosfolipazlar ve konak hiicre zarfindaki proteinleri parcalayan
proteinaz enzimleri biiylik olasilikla, konak hiicre invazyonu sirasinda olusan

membran hasar1 siirecinde rol oynamaktadirlar [ Arslan, 2003; Ghannoum, 2000].

Fosfolipazlarin, patojenitede rol oynadigi pek cok c¢alismada kanitlanmastir.
C.albicans’m ekstraselliiler fosfolipaz enzimi salgiladigi ilk kez 1968 yilinda Costa
ve arkadaslar1 tarafindan yumurta sarisi igeren besiyerinde belirlenmis, daha
sonralar1 lesitinli ve koyun eritrositi igeren besiyerlerinde de bu aktivasyon
gosterilebilmis ancak diger Candida tiirlerinde tespit edilememistir. Yumurta sarili
besiyeri baslica fosfolipaz B aktivitesini ortaya c¢ikarmaktadir [Ghannoum,
2000].Son zamanlarda, C.tropicalis, C.parapsilosis, C.glabrata, C.lusitaniae,

C.krusei tiirlerinin fosfolipaz salgiladigi gosterilmistir [Schaller, 2005].
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Yumurta saril1 besiyerinde ve kolorimetrik metod kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarda,
albicans dig1 Candida tiirlerinde fosfolipaz aktivitesinin C.albicans’a oranla daha az
oldugunu gozlemlemislerdir. Fosfolipaz enziminin varligi kadar miktar1 da viriilans

acisindan 6nem tagimaktadir [Ghannoum, 2000].

1985 yilinda yapilan bir ¢alismada, Candida hiicre ekstraktlarinda fosfolipaz ve
lizofosfolipaz aktivitesinin varlig1 saptanmistir. Barrett ve arkadaslar1 sican modeli
kullanarak, hiicre dis1 Candida fosfolipazinin viriilansdaki roliinii degerlendirmisler,
fosfolipaz aktivitesi, patojenite ve yanak epitel hiicrelerine adezyon arasinda bir
korelasyon oldugu saptamistirlar, keza en patojen tiir olan ve yanak epitellerine giiglii
tutunan C.albicans kokenlerinin, yiiksek fosfolipaz aktivitesine sahip olduklarini,
buna karsilik ayni ¢calismada diisiik fosfolipaz aktivitesi gosteren ve daha az patojen
olan S.cerevisiae ve C.parapsilosis tiirlerinin disiik aderans sergiledikleri

gosterilmistir [Barret ve ark., 1985]

Fosfolipaz ve lizofosfolipazin sitokimya bakimindan yerlesimi de incelenmis; hizli
gelisen kiiltiirlerde enzim etkinliginin tomurcuk olusturma ile ilgili oldugu, daha
yaslt kiiltiirlerde ise hiicre c¢eperinde bulundugu ve besiyerine salgilandigi;
lizofosfolipazin da fosfolipaz ile hiicrenin ayni kisminda bulundugu gosterilmistir.
Bu etkinligin blastokonidyumlardan gelisen hiflerde ve epitel hiicrelerine giren
hiicrelerdeki varligi da arastirilmis; tek tek blastokonidilerde miktar olarak ¢ok
degisiklik gosterdigi, enzim salgilanmasinin hiflerin biiyiime noktalariyla sinirh
oldugu anlasilmistir. Hiflerin yash kisimlarinda fosfolipaz etkinligi hiicre igine
yoneliktir ve otoliz yapar. Boylece mayalarin iirettigi fosfolipazin iki 6nemi vardir,
bir taraftan mayanin gelismesinin kontrolu ve parazit hiicre zarinin
bicimlendirilmesi, diger yandan kandidiyaz lezyonlarinda konak dokusuna yayilma
ile ilgilidir ve bu ikincinin birinciden daha Onemli oldugu, ileri caligmalar

yapilmasinin gerekliligi vurgulanmaktadir.
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2.8. Slime Faktor Nedir?

Slime faktor; amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat
ve %27 proteinden olugsmaktadir. Slime faktdr plastik ve metal yiizeylere yapismayi
saglayan, bakterilere antifagositer 6zellik kazandiran, ayrica antimikrobik maddelerin
bakteri hiicresine girisini engelleyen ekstraselliiler bir polisakkarittir Slime faktor
tiretimi Ozellikle koagulaz-negatif stafilokok infeksiyonlarinda ayrintili bigimde
incelenmis ve mikroorganizmanin virulansini artirdigr saptanmistir. Slime faktor,
mikroorganizmay1 konagin savunma mekanizmalarindan korur. Bu nedenle yapisma
veya slime yapimi 6nemli bir virulans faktor. olarak kabul edilmektedir [Christensen
ve ark., 1992]. Candidalar i¢in de slime iiretiminin bir patojenite faktor olabilecegi;
slime faktor varliginda Candidalarin konak hiicresine, protez ve kateterlere tutunup
daha kolay kolonizasyon ve infeksiyonlara yol agtig1 bildirilmektedir [Yiice ve ark,

1996].

Gileng ve ark. Cesitli klinik orneklerden izole edilen C. glabrata, C. kefyr,C.
parapsilosis, C. famata, Trichosporon cutaneum, C. tropicalis, C. krusei, C.
lipolytica tirlerinin slime faktorii calismus ve 13" (% 48.1) zayif pozitif ve 14'6(%
51.8) kuvvetli pozitif olarak saptamislardir [Giileng ve ark., 1999].

Unal yaptign calismada cesitli klinik &rneklerden izole ettigi 10 Pseudomonas, 20
Klebsiella, 55 Staphylococcus ve 15 Candida kokeninde slime varligir ¢alismis ve

toplam 15 Candida izolatinin 12’sinde Slime Faktér varligi tespit etmistir [Unal,
2011].

2.9. Mayalar

2.9.1. Morfolojik ve fizyolojik ozellikler

Mayalar pratikte, tomurcuklanma (budding) yoluyla aseksiiel bi¢cimde iireyen tek

hiicreli mantarlar olarak agiklanabilirler. Mantarlar i¢in hazirlanmis terminolojide

tomurcuklanma, bir tip konidiasyon ve tomurcuklar da blastoconidia olarak
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adlandirnilmistir [Deak ve Beuchat 1996]. Bazi istisnalar ise ortadan boliinerek
(fission) veya kisa saplardan tomurcuklar olusturarak iirerler [Smith ve ark. 2000].
Tomurcuklanma, hiicrenin duvarinda bir yumrunun olusmasi ile meydana gelir ve
biiylimeye baslar. Tomurcuk, anne hiicreden ¢ok kiigiik boyutlardayken ayrilir veya
iki hiicre de yaklasik ayni1 boyuta gelene kadar ayrilmaz. Bazen ¢esitli tomurcuklar
veya tomurcuk nesilleri hiicrenin diger bir formu olan kiime ya da zincirine baglh
kalirlar. Bu tomurcuklar hiicrenin herhangi bir yerinde olabilirler (Sekil 2-1a) [Smith
ve ark. 2000]. Mayalarin c¢ogunda, Saccharomyces tiirlerinde goriildiigii gibi,
multilateral tomurcuklanma goriiliir. Bu iiremede tomurcuklarin ana hiicre ylizeyinin
lizerinde genis bir alan isgal ettigi 6zel bir tip hiicre boliinmesi goriiliir (Sekil 2-1b).
Bipolar tomurcuklanmada ise, tomurcuklar ana hiicrenin sadece kutup noktalarinda
olusur (annelloconidiation) ve karakteristik limon sekilli hiicreler meydana gelir

(Sekil 2-1c). Hanseniaspora tiirleri bu tip lireme gosterirler [Deak ve Beuchat 1996].

Ortadan boliinme (fission), bir hiicrenin bir veya daha fazla capraz duvarla
boliinmesi ve ayri hiicreler haline gelmek iizere segmentler ile pargalara ayrilmasi ile

olusur (Sekil 2-1d) [Smith ve ark. 2000].

Tomurcuklar bazen kisa saplar iizerinde olusurlar (Sekil 2-1e). Bu tomurcuklar,
mayanin cinsine gore degismekle birlikte, saplar tomurcugun ortasindan veya
tomurcuga yakin kismindan koptuklar1 zaman hiicreden ayrilirlar [Samson ve ark.

2000].

Bazi maya hiicreleri ise hem tomurcuklanma, hem de ortadan bdliinerek iireme
yetenegine sahiplerdir. Bu mayalara 6rnek olarak Trichosporon tiirleri verilebilir

[Deak ve Beuchat 1996].
Mayalar basitce tek hiicreli olarak bilinmekle birlikte bazilari, ¢evre kosullarina bagl
olarak hyphae ve pseudohyphae adi verilen filamentler olusturabilirler [Deak ve

Beuchat 1996]. Bu filamentler iki tiptir:

1) Gergek (septate) hyphae
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2) Pseudohyphae

Gergek hyphae, septum olarak da bilinen ¢apraz bir duvarin olusmasini takiben bu
duvardan uzayarak olusur [Smith ve ark. 2000]. Maya hiicresi ger¢ek hyphae
irettiginde, tomurcuklar ondan olusur veya bazen hyphae arthroconidialara ayrilir
[Deak ve Beuchat 1996]. Arthroconidialar, boliimlerin diizglin sekilde biraraya
geldigi gergek hyphae’lerde, ilk basta gevsek zincirler halinde cesitli acilarla

birbirine eklenmis hiicreler serisidir (Sekil 2-1f).

Arthroconidia’lar Geotrichum ve Trichosporon genuslarinda goriiliir. Pseudohyphae,
ana hiicreden ayrilmamis, uzamis hiicrelerin tomurcuklanmasi ile olusan filament
formudur [Smith ve ark. 2000]. Bu filamentdz formlar, maya benzeri organizmalar
olarak ifade edilirler ve hyphal kiifler ile tek hiicreli mayalar arasinda ayrim sinir1
teskil ederler [Deak ve Beuchat 1996]. Ballistoconidia, maya hiicresinden kisa bir
uzant1 seklinde uzanan, neredeyse yuvarlagimsi, oval veya bdbrek seklinde,
hiicrelerdir (Sekil 2-1g) ve bir turgor mekanizmasi ile olgunlastiklarinda hiicreden
uzaklagtirilirlar. Ballistoconidia’lar Sporobolomyces ve Bullera tiirleri i¢in spesifiktir

[Samson ve ark. 2000].

Sekil 2.1. Mayalarda vejetatif tireme [Samson ve ark., 2000]
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a) Tomurcuklanma, b) Multilateral tomurcuklanma c) Bipolar tomurcuklanma d)
Ortadan bolinme e) Kisa saplardan tomurcuklanma f) Arthroconidia g)

Ballistoconidia

Mayalar vejetatif olarak liremekle birlikte, seksiiel lireme kabiliyetleri de vardir.
Cogu bunu bir ascus igerisinde ascosporlar yardimiyla yaparlar ve “ascomycetous
mayalar” olarak bilinirler. Spor olusturarak seksiiel lireme gosteren ve ascospor
olusturan mayalar gercek mayalar olarak adlandirilirlar ve taksonomide daha yiiksek
bir sinifta yer alirlar. Bu mayalar fungal boliimlemede Ascomycota ve sinif olarak da

Hemiascomycetes sinifi i¢inde gruplandirilmislardir [Deak ve Beuchat 1996].

Seksiiel tireme ii¢ sekilde olur:

1-Vejetatif hiicrenin direkt transformasyonu (konjuge olmamais ascus, (Sekil 2-2a)
2-“Anne-tomurcuk” konjugasyonu (Sekil 2-2b)

3-Bagimsiz tekil hiicreler arasinda konjugasyon (Sekil 2-2c¢)

a) Tomurcuklanma

b) Multilateral tomurcuklanma

¢) Bipolar tomurcuklanma

d) Ortadan boliinme

e) Kisa saplardan tomurcuklanma

f) Arthroconidia

g) Ballistoconidia

Ascosporlar ascuslarin iginde olusurlar. Sekil ve yapilan ¢esitlidir. Diizgiin veya
pitirli kenarli duvarlari; kiiremsi, sapka seklinde veya bobrek bigimli olabilirler

(Sekil 2-2d,e) [Smith ve ark. 2000].
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Sekil 2.2. Mayalarda seksiiel iireme [Samson ve ark.,2000]

a) Konjuge olmamis ascus b) Anne-tomurcuk konjugasyonu c) Tekil hiicreler

arasinda konjugasyon d-e) Ascospor tiirleri

Basidiomycetous mayalar seksiiel olarak teliosporlar vasitasiyla, az bir kismi ise
basidialar ile iirerler. Bu gruba giren mayalara gida isolatlarinda nadiren rastlanir.
Mayalarin smiflandirilmasi genellikle hiicrelerin seksiiel durumlarina goére yapilir.
Fizyolojik testler, vejetatif hiicrelerin mikroskobik olarak gozlemlenmesi ile
baglantili olarak tiir identifikasyonu i¢in gereklidir. Tiirlerin taninmasinda cesitli
karbon ve nitrojen bilesenlerinde biiyiime ve fermentasyon oOzellikleri onemlidir.
Mayalarin sekerleri fermente etme yetenegi, karbon dioksit iiretimi Olgiilerek

belirlenir.

Bazi tiirler kuvvetli fermentasyon yetenegine sahipken (Saccharomyces), baz tiirler
ise zayif fermentasyon yetenegine sahiptir veya fermentasyon yetenekleri yoktur
(Rhodotorula). Seker ve diger karbon bilesenleri ayirict testlerde kullanilir. Diger
testler nitrata yamit verme, vitamin yoklugunda iireme, yiliksek seker

konsantrasyonuna, cycloheximide veya koruyuculara inkubasyon sicakligi
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gereksinimlerine tolerans olarak Ozetlenebilir [Deak ve Beuchat 1996]. Cizelge 2-
1’de mayalarin karakterizasyonunda geleneksel olarak kullamilan &zellikler

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Mayalarin karakterizasyonunda geleneksel olarak kullanilan 6zellikler
[Deak ve Beuchat, 1996].

Morfolojik Fizyolojik
Biyokimyasal
Sekstiel lireme Sekerlerin fermantasyonu Diazonium blue B
reaksiyonu
Konjugasyon sekli Karbon kaynaklarinin asimilasyonu Ureaz
reaksiyonu
Spor ve sporangio formu Azot kaynaklarinin asimilasyonu Coenzim Q tipi
Basidiospor formu Vitamin gereksinmesi DNA baz
kompozisyonu
Vejetatif lireme Gelisme sicakligi DNA dizilim
homolojisi
Tomurcuklanma Diistik su aktivitesinde gelisme
Ortadan boliinme Cycloheximide’e dayaniklilik
Arthroconidia Nisasta olusumu
Ballistoconidia Asetik asit liretimi
Mikroskobik gelisme
Hiicre sekli ve blytikligi
Hyphae ve pseudohyphae
Chlamydospor
Makroskobik gelisme

Kat1 besiyerinde koloniler
Sivi kiiltiirler

2.9.2. Biyokimyasal ve molekiiler 6zellikler

Mayalarin geleneksel karakterizasyonunda kullanilan morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin giivenilirligi sik¢a sorgulanmaktadir. Biyokimyasal testler yillardir

mayalarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir [Deak ve Beuchat 1996].



23

Cizelge 2-2’de mayalarin siniflandirilmasinda kullanilan biyokimyasal ve molekiiler

ozellikler gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Mayalarin siiflandirilmasinda kullanilan biyokimyasal ve molekiiler
ozellikler [Deak ve Beuchat, 1996]

Bilesik Ol¢iim
Karbonhidratlar Hiicre duvar1 kompozisyonu
Tiim hiicre karbonhidrat kompozisyonu
Lipidler Uzun zincirli ugucu yag asidi modeli
Proteinler Protein elektroforetik model

Izoenzimler
Niikleik asitler Guanin + Sitozin molekiil orani
DNA-DNA homolojisi
DNA simirlama
fragmentleri
rRNA dizilimi

Gen arastirmast
Kromozom karyotiplemesi

2.9.3. Mayalarin siniflandiriimasi

Mayalar fungilerin filogenetik olarak farkli bir grubudur. Seksiiel durumlar
(telemorph) iki ana fungal sinifta gruplandirilabilir. Bunlar Ascomycetes ve
Basidiomycetes’tir. Bununla birlikte seksiiel durumlar1 tam olarak bilinemeyen bazi
cins ve tiirler de vardir ki bunlar da Deuteromycetes veya Fungi Imperfecti sinifi
icinde gruplandirilirlar [Deak ve Beuchat 1996]. Cizelge 2.3’te Ascomycetes ve
Basidiomycetes gruplari arasindaki 6nemli morfolojik ve kemotaksonomik farklar

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Ascomycetes ve Basidiomycetes gruplar1 arasindaki énemli morfolojik
ve kemotaksonomik farklar [Deak ve Beuchat, 1996]

Karakterler Ascomycetous Basidiomycetous
Morfolojik
Muké6z koloniler -! +2
Karotenoid pigmentler - +
Ballistoconidia - v?
Hiicre duvari yapist iki katmanli Cok katmanli
Tomurcuklanma Holoblastik Enteroblastik
Septal porlar Yok veya basit Mikro veya Doli
Biyokimyasal
Hiicre duvar1 kompozisyonu Glukan, mannan Glukan, mannan, chitin
Diazonium blue B reaksiyonu - +
Ureaz reaksiyonu - +
Nisasta iiretimi - \%
Koenzim Q tipi 6,7,8,(09) (8),9,10
G+C molekiil orani(%) <50 >50

! Negatif, 2 Pozitif, * Degisken

Mayalarin geleneksel ve filogenetik siniflandirmalari mevcut olmakla birlikte, son

yillarda molekiiler biyolojinin de siniflandirma tizerine etkileri goriilmektedir [Deak

ve Beuchat 1996].

agiklanmustir.

Cizelge

2.4’te mayalarin

siiflandirilmalart  6rneklerle
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Cizelge 2.4. Giinlimiizde mayalarin siiflandirilmalari [Deak ve Beuchat, 1996]

Sinif, takim, aile Cins'
Endomycetes
Endomycetales
Saccharomycetaceae Saccharomyces
Endomycetaceae Pichia
Saccharomycopsidaceae
Saccharomycopsis
Lipomycetaceae Lipomyces
Dipodascaceae Lodderomyces
Metschnikowiaceae Metschnikowia
Saccharomycodaceae Hanseniaspora
Schizosaccharomycetales
Schizosaccharomycetaceae
Schizosaccharomyces
Ustomycetes
Ustilaginales
Sporidiaceae Leucosporodium
Basidiomycetes
Filobasidiales
Filobasidiaceae Filobasidium
Tremellales
Tremellaceae Tremella
Deuteromycetes
Blastomycetales
Candidaceae Candida
Cryptococcaceae Cryptococcus
Sporobolomycetaceae Rhodotorula

'Tiirler 6rnek olarak verilmistir

2.10. Candida Cinsi

Candida tiirleri insanlar1 etkileyen en yaygm fungal patojenlerdir. Insan deri ve

mukozasinda normal florada bulunur. Dogum sirasinda veya dogumdan kisa bir siire

sonra yenidogana bulasarak s6z konusu flora igerisindeki yerlerini alirlar. Normal

bireylerin % 30 — 50’sinin agzinda ve gastrointestinal kanalda yer alir. Bu
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organizmalar, bazi hazirlayic1 faktorlerin varliginda invaziv olmayan yiizeyel ve

/veya derin dokulari tutan enfeksiyonlara neden olur [Yildiz, 2008].

Kandidalar, Deuteromycota’da Blastomycetes smifinin Crytococcales takiminda
Cryptococcaceae familyasinda siniflandirilan, blostosporlarla ¢ogalan, yalanci hif
yapan ve eseyli sekilleri Hemiascomycetes sinifinda bulunan bir grup maya
formunda mantarlardir. Eseyli ve eseysiz sporlar1 araciligiyla iirer ve tireme sekilleri

baz alinarak siiflandirilir. Bugiin i¢in kabul edilmis 200 kadar tiirii bulunmaktadir.

Candida cinsinin i¢inde bulundugu tiirlerin taksonomik iligkileri tam
tanimlanmamustir. Bu cins igerisinde en sik karsilasilan patojen tiir C.albicanstir.
diger en sik etkenler C.tropicalis, C.glabrata, C.parapsilopsis, C.krusei ve
C.guillermondiidir. Diger hastalik etkeni olan baslica tiirler; C.cutenula, C.
Cifererrii, C.haemulonii, C.pelliculosa, C.pulcherrima, C.rugosa, C.utilis,
C.viswanathii ve C.zeylanoidestir. Bu say1 ve siralama giin gectikce degisebilir.
Eseyli spor olusturan Candida tiirlerinin bazilart Claispora, Debaryomyces,
Issatchenka, Kuyveromyces, Pichia gibi farkli tiirler olarak tanimlanmaktadir.
C.stellatoidea, C.claussenii ve  C.langeronii tiirleri  C.albicans iginde

siniflandirilmistir [Y1ildiz, 2008].

Candida tiirleri tek hiicreli, hiicre duvarinda kitin ve /veya seliiloz igeren dkaryotik
kemoheterotrop organizmalardir. Tomucuklanma (blastospor) veya ortadan ikiye
boliinme ile ¢ogalilar. Candida tiirleri genellikle caplari 4 — 6 um arasinda degisen
yuvarlak veya yuvarlagimsi tomurcuklanan maya mantarlaridir. Candida tiirlerinde
olusan blaktokonidiyumlar ana hiicreden ayrilmadan pesi sira uzayarak yalanct hif
(pseudohif), hiicre duvarlar1 birbirine paralel gergek hif ve bir hifin ucunda veya
arada bulunan tek hiicreli, kalin duvarli, oval genis yap1 olan konidiospor, germ tiip
olusumu ve askospor olusumu tiir taniminda 6nemlidir. Gram ile boyandiklarinda
tiim Candida tiirleri Gram pozitiftir. Maya elemanlarinin 6rnekler i¢cinde aranmasinda
Potasyum hidroksit — kalkofor beyazi floresan boyama kullanilir. Maya hiicre
duvarindaki kitin ve seliilozlka nonspesifik baglann kalkoflor bayazi floresan boyasi

yesilden maviye degisen renklerde floresan verir [Y1ldiz, 2008].
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Candida tiirlerinin blastokonidium yapilar1 yuvarlak, oval veya uzamis sekildedir.
Ender olarak bazi kokenler, 6zellikle antimikrobiyal ila¢ kullanan hastalardan izole
edilenler, ilk izolasyonlarinda ileri derecede pleomorfik olabilir. Eseysiz iireme
multilateral tomurcuklanma yoluyla olur ve ger¢ek migel de bulunabilir. Eger eseyli
iireme olursa, mayalar teleomorfik durumlarina gore siniflandirilir. Yalanci
goriiniimlii ve bunlara blastokonidiumlarin baglanma sekli, Candida tiirlerinin
identifikasyonunda gozlenecek dnemli 6zelliklerdir. Germ tiip ve klamidosporlarin
goriilmesi Candida albicans indentifikasyonunda yardimci olur [Ozcan, 2007]. Bu
mikroorganizmalarin izolasyonu oldukea kolaydir. Igerisinde antifungal bulunmayan
neredeyse her besiyerinde iireyebilir. Sabouraud Agar’da, misir unlu agarda, patatesli
nisastali dekstroz agarda en iyi iliremeyi gosterir. Mantar besiyerlerinde iireme 24
saat gibi erken bir siirede saptanabilmekle birlikte koloniler genellikle 48 — 72 saatte
goriliniir hale gelir, ancak pasajlar1 yapilmis ve laboratuvara adapte olmus kokenler
daha hizl {ireyebilir. Koloniler beyazdan kreme kadar degisen renklerde veya acik
kahverengidir; baslangigta krema goriiniimiinde olup zamanla zarims1 veya girintili
cikintili bir hal alir. Bazen Candida albicans kolonileri Sabouraud Glikoz Agar’daki
ilk izolasyonlarinda burusuk veya piiriizlii olabilse de daha sonraki pasajlarinda
diizgiin kolonilere doniisilir. Bir klinik 6rnekte mayadan kuskulanilan bir izolasyon
oldugunda, ilk yapilacak sey koloniden bir direk preparat hazirlayip incelemek
olmalidir. Inceleme yapilirken mayanm sekli, yalanci hif, gercek hif veya

artrokonidiumlarin bulunup bulunmadig1 goézlenir.

Inokulumda hif/yalanci hif hiicrelerinin bulunmasi nedeniyle bu koloniler germ tiip
testinde kullanilmamalidir. Candida tiirlerinin ¢ogu, aerobik kosullarda 25 — 30 °C’de
iyi lireme gosterir, birgcogu da 370C ve iistiindeki sicakliklarda iireyebilir. Mayalarin
37 °C’de iireyebilmeleri ¢ok énemli bir zelliktir. Patojen tiirlerin ¢ogu 25 ve 37
%C>de iirerken, saprofit olanlar yiiksek 1sida genelde iireyemezler. Tiirleri ayirt etmek
icin karbon asimilasyon ve ender olarak fermentasyon testlerine ihtiya¢ duyulur,
ancak gilinlimiizde belirli tiirler i¢in hizli dogrulama testleri de gelistirilmistir. Klinik
orneklerden genel olarak izole edilen Candida tiirleri arasinda, Candida guillermondi
dulsitolii (galaktitolii), Candida kefyr ise laktozu asimile eden tek tiirdiir. Candida

parapsilopsis, arabinozu kolaylikla asimile ederken Candida tropicalis kiikkenlerinin
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cogu etmez. Candida tiirleri genellikle lireaz olusturmaz ve KNO3 asimilasyonu

yapmazken Candida krusei’ in baz tiirleri {ireaz pozitiftir [Ozcan, 2007].

Kandida albikansin hizli 6n identifikasyonu i¢in kullanilan en degerli ve basit
testlerden biri germ tiip testidir. Test 6n identifikasyonu saglar, ¢iinkii tiim Candida
kokenleri germ tiip pozitif degildir. Candida dubliniensis izolatlarinin ¢ogu ticari
sentetik besiyerlerinde germ tiip olusturmamalarina karsin, Candida dubliniensis de
germ tlip pozitiftir. Germ tiip preparatlarinin mikroskobik incelemesinde, Candida
albicansin olusturdugu kisa hiflerin bas tarafinin, blastokonidiyum ile germ tiipiin
kesistigi yerde bogumlanma olugmadigi goriliir. Siklikla, ¢ok sayidaki Candida
albicans blastokonidiyumunun germ tiip olusturdugu ve inkiibasyonun 3 saatten fazla
siirdiigli durumlarda, germ tiliplerin birbirlerine dolanarak kiimeler olusturdugu

gorilir [Yildiz, 2008].

Candida tiirlerinin hepsi glikozu asimile ederken, inositolii asimile edemez. Diger
karbonhidratlarla yapilan asimilasyon testlerinin sonuglar1 kokenler gore degisiklik
gostermektedir. Karbonhidrat asimilasyon testine benzer sekilde mayalarin nitrojen
kaynag1 olarak nitrat1 kullanma yeteneklerini belirlemek i¢in nitrat asimilasyon testi
uygulanir. Candida tiirlerininin higbiri KNO3’#i karbon kaynagi olarak kullanmaz.
Fermentatif mayalar karbondioksit ve alkol olusturur. Gaz olusumu ve pH’ta
degisiklik olmamas1 fermentasyonu gosterir. Karbonhidrat fermentasyon testi degisik
Candida tiirlerini Cryptococcus ve Rhodotorula tiirlerinden ayirt etmek icin
kullanilir. Ureaz tesi ile mantarlarin iireaz enzimi iiretebilme yetenekleri gosterilir.
Uygun substrat varliginda iire, ilireazla pargalanarak amonyak olusturulur. Olusan
amonyak ph’1 yiikseltir ve fenol red indikatorii pH artigina bagl olarak kehribar
renginden pembemsi bir renge doniisiir. Candida krusei ve Candida lipolytica tiirleri

hari¢ diger Candida tiirlerinde tireaz enzimi bulunmaz [ Y1ldiz, 2008].

Candida tiirlerinin viriilans faktorleri; ¢imlenme borusu olusturmasi, “slime” faktorii,
ekstraselller matriks proteinlerine adezyonu saglayan ylizey integrin benzeri
molekiiller, sideoforlar1 kullanabilme o6zelligi, proteaz, fosfolipaz, hyaluronidaz,

kondroidin fosfataz, kitinaz, esteraz ve lipaz enzimleri, endotoksin benzeri aktivite,
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morfolojik dimorfizm, antijenik ¢esitlilik, fenotipik degisim ve hiicre duvar
bilesenleridir. Bu viriilans faktorleri Candida enfeksiyonlarinin olusmasinda
onemlidir. Ancak firsat¢i mantar enfeksiyonlarinda konaga ait faktorler daha 6n

plana ¢ikmaktadir [ Y1ldiz, 2008].

Kandidalarin oral ve vajinal epitel hiicrelerine, fibronektine, endotele, trombost fibrin
pihtilarina ve plastik materyale adezyonu patogenezde Onemlidir. Adezyon,
hiicrelerin yiizey 6zellikleri ile iligkilidir ve mukokutan6z kandidozun bu yapisma ile
basladig1 kabul edilmektedir. Kandidalarin mukoza epitel ve endotek hiicrelerine
yapismasi kolonizasyonun ilk asamasidir. Kandidalar igerisinde en sik goriilen tiir
olan c.albicansin 6nemli 6zelliklerinin basinda da mukoza yiizeylerine yapismay1

saglayan adezyon yetenegi gelir [Y1ldiz, 2008].

2.11. Trichosporon Cinsi

Trichosporon tiirleri normal toprak florasinin bir pargasidir ve bazen insanda deri,
tirnaklar, orofarinks ve gastro-intestinal sistemde kolonize olabilirler.
Mikroorganizma Onceleri ylizeyel deri ve killarda infeksiyonlara neden olurken,
giiniimiizde 06zellikle hematolojik maligniteler, solit organ tiimorleri veya
transplantasyonu yapilan immiinsuprese kisilerde sikligi giderek artan oranlarda
invazif hastaliklara yol agabilmektedir [Watson ve ark., 1970]. Yine de Trichosporon
tiirleriyle olusan invazifv mantar infeksiyonlar1 nadirdir ve literatiirde genellikle olgu

bildirimleri seklinde yer almaktadirlar [Rastogi, 2007].

Trichosporon tiirleri ¢ogu besiyerinde kolayca iirerler, ancak kan kiiltiirlerinin
pozitiflesmesi zaman alir. Kat1 besiyerlerinde maya benzeri, hizli biiyliyen, piiriizsiiz,
burusuk, zeminden kabarik, kadifemsi, kirilgan, mat, mumsu, beyaz, sarimtrak beyaz
veya krem rengi koloniler olustururlar. Koloninin burusuklugu zamanla daha da
belirginlesir. Ureaz enzim iiretimi bu tiirler icin tipiktir. Trichosporon tiirleri musir
unu-Tween 80 agarda 25° C’de 72 saat inkiibasyondan sonra bol miktarda psddohifa
ve hifa olustururlar. Blastokonidiyumlar: tek hiicreli ve degisken sekildedir. En tipik

mikroskobik 6zellikleri tek hiicreli ve genellikle kiibik, figims1 veya uzun goriiniimlii
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artrokonidiyum  olusturmalaridir.  Bu  oOzellikleriyle  kandidalardan ~ ve
blastokonidiyumlartyla Geotrichum tiirlerinden ayirt edilirler. Pleomorfik maya

benzeri veya septali hifalar seklindedirler ve artrokonidiyumlar nadiren goriiliir.

Trichosporon beigelii (sinonimi 7. cutaneum) Trichosporon cinsi i¢inde en patojen
tiirdiir ve onceleri 7. beigelii’nin bu cinse ait tek patojen tiir oldugu sanilmaktaydi.
Glinlimiizde tiirler arasinda biyokimyasal ve morfolojik farkliliklarin ortaya
konmasiyla T. beigelii’nin insanda hastalik yapan en az sekiz farkl tiirden olustugu
saptanmustir: 7. asahii, T. inkin, T. asteroides, T. cutaneum, T. mucoides, T. ovoides,
T. pullulans ve T. loubieri. Trichosporon asahii trikosporonoz olarak ta adlandirilan
invazif infeksiyonlarin c¢ogundan sorumludur [Molnar ve ark., 2004]. Bu
infeksiyonlar i¢in en 6nemli risk faktorleri hematolojik maligniteler, kortikosteroit
kullanimi, hemokromatoz, graniilosit fonksiyon bozuklugu, son donem bobrek
yetmezligidir. Trichosporon inkin ise beyaz piedranin etkenidir ve dermatomikoz,
onikomikoz ve otomikoz gibi ylizeyel mikozlara neden olmaktadir. 7Trichosporon
asahii ve T. mucoides gibi bazi tiirler Japonya gibi yaygin olarak bulundugu

tilkelerde asir1 duyarlilik pndmonilerine yol agmaktadir [Y1ildiz, 2008].

2.12. Saccharomyces Cinsi

Saccharomyces'lerin  tipik  Ozellikleri arasinda nitrat kullanamamalar1  ve
karbonhidratlar1 fermente edebilmeleridir. Bu cinsin {iyeleri gida sanayisinde ¢ok
onemlidirler. Bir 6rnek, ekmek, bira ve sarap yapiminda kullanilan Saccharomyces
cerevisiae'dir. 30-35 kadar tiirii vardir.glukoz, maltoz, siikrozu fermente ederler.
Grubun diger iiyeler arasinda sarapgilikta kullanilan Saccharomyces bayanus ve ilag
yapiminda kullanilan Saccharomyces boulardii sayilabilir. Yakin zamanda
Saccharomyces boulardii'nin Saccharomyces cerevisiae'nin bir alt tiirii oldugu

gosterilmistir [Barnett, 2003].

S.delbrueckii sadece glikoz ve maltozu fermente eder. Diger saccharomyces’lerden

ayirt edilmesini saglar [Barnett, 2003].
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S.cerevisiae Misirunu-Tween 80 agarda 26°C’de 72 saat icinde birka¢ yerinden
tomurcuklsnsn degisik bigimde blastospor yapar. Bazen az sayida ve ¢ok kisa, giidiik
yalanci hifler olusturabilir.askopor boyasi veya Kinyoun ydntemi ile boyanmis

preparasyonlarda her askus i¢inde 1-4 askospor gérmek olasidir [Barnett, 2003].

Askospor yapan bu mayalar oval, yuvarlak ve uzun hiicreler olustururlar.
Cogalmalar1 ¢ok yonlii tomurcuklanma ve iginde 1 ile 4 adet spor bulunan
askosporlarla olur. Bu cins endiistride biiylik 6nem tasiyan mayalar1 icermektedir.
Dogada basta {iziim olmak iizere meyve ve sebzeler {lizerinde c¢ok yaygindir.
Sekerleri fermente ederek alkol ve CO2 olustururlar. Saccharomyces cerevisiae basta
bira olmak {iizere tiitsiilenmis kuru salam, sarap, sampanya, ekmek ve alkol
tiretiminde de kullanilmaktadir. S. bisporus ve S. rouxii; Zygosaccharomyces cinsi, S.
rosei ise Torulaspora cinsi i¢ine aktarilmiglardir. S. cerevisiae gidalarda nadiren
bozulmaya neden olur. S. bailli mayonez, salata soslari, alkolsiiz ickiler, meyve
sular1 ve sarapta bozulma yapar. Benzoat ve sorbat gibi kimyasal koruyuculara
direnclidir Saccharomyces cerevisiae biyofilmin olusumu gerceklestirir [Barnett,

2003].

Saccharomyces fragilis laktozu fermente ettidi i¢in siit Uriinleri sanayinde ¢ok

Onemlidir.

2.13. Rhodotorula Cinsi

Misirunu-Tween 80 agarda 26°C’de 72 saat iginde yuvarlak veya oval,
tomurcuklanan gozeler goriiliir.bazen giidiilk kalmis yalanci hiflerde saptanabilir.
Askospor yapmaz. Bazen gozeler ¢evresinde ince bir kaplak bulunabilir [Barnett,

2003].

Uremeleri hizli olup 4 giin iginde iyi iireme gosterir. Kolonileri pembe, koyu pembe,
al, sar1 veya portakal rengi koloni yaparlar. Kolonileri S bi¢im, mayams1 ve yumusak

kivamdadir [Barnett, 2003].
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Spor olusturmazlar, ender olarak ilkel yalanci misel yaptiklari saptanmistir.
Cogalmalar1 ¢ok yonlii tomurcuklanmayla olur. Bir ¢ogu kiiltlir ortamlarinda ve
gidalar iizerinde kirmizi pigment olustururlar. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bu
mayalar hava ve toz ile bulastiklar1 i¢in laboratuarlardaki en biiyiikk kontaminasyon
kaynagini olustururlar. Cok yiiksek oranda yag icerdiklerinden R. glutinis ve R.
mucilaginosa gidalarda bulunan en 6nemli iki tiirdiir. Pembe, kirmizi, turuncu ve
somon rengi pigment olustururlar. Rhodotorula glutinis susu karotenoid sentezler.
Psikrotrof tiirleri de vardir. Taze kanath etleri, balik, karides ve sigir kiymasinda

bozulmalara neden olur. Tereyaginin ylizeyinde kolaylikla gelisirler [Barnett, 2003].

2.14. Cryptococcus Cinsi

Bu grup fungi imperfecti grubudur. Bu tiirler oval,yuvarlak maya benzeri
mantarlardir. Tomurcuklanma ile iirerler genelde 26°C’de iyi tirerler. Nadiren
pseudohif olustururlar. Kolonileri krem renginde, diizgiindiir. Candida’lara benzer
koloni olustururlar. Ureyi parcalar iireaz pozitiftir. Sekerleri ancak asimile ederler

[Kantarcioglu, 2003].

C.neoformans’in viriilens faktorleri; kapsiil, kriptokoklara 6zgili {riinler, melanin
tiretimi, mannitol iiretimi ile heniiz spekiilatif sayilan potansiyel faktorler (siiperoksit
dismutaz, proteazlar, fosfolipaz B ve lizofosfolipaz).dir. Polisakkarit kapsiil ve
C.neoformans’in ¢ozilebilir hiicre dis1 bilesikleri olan ‘kriptokoklara 6zgii liriinler’

genellikle dominant viriilens faktorleridir [Kantarcioglu, 2003].

C.neoformans’m kapsiilii baglica yliksek molekiil agirlikli polisakkaritlerden olusur.
Bu polisakkarit glukuronoksilomannan (GKM) adimi alir ve dort serotipi
bulunmaktadir; C.neoformans var.neoformansn trettigi A ve D ile C.neoformans
var.gattii’nin Urettigi B ve C. Bu kapsiiliin C.neoformans igin anahtar viriilens
faktorii oldugu gosterilmistir; kapsiillii kokenler degisen derecelerde viriilense sahip

olup kapsiilsiiz mutantlar tipik olarak aviriilandir [Kantarcioglu, 2003].
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C.neoformans’in patojen kokenlerini apatojen olanlardan ve bu cinsin diger
tiirlerinden ayirt edici bir karakteristik bunlarin (Guizotia abyssinica tohumu 6ziitii
veya kafeik asit iceren gibi) difenollii belirli besiyerlerinde siyaha yakin kahverengi
bir pigment gelistirebilmeleridir. Bu pigment ilk kez Staib (1962) tarafindan
tanimlanmis olup C.neoformans kokenlerinin fenol oksidaz aktivitesi ile iirettigi
melanine benzer bir bilesiktir. Melaninin mantar ve memelilerin ¢esitli proteinlerini
baglayabildigi belirlenmistir. Melanin protein iliskisi, ¢6zeltinin pHsina, proteinin ve
melaninin miktarina baglidir. Melanin {iretiminin C.neoformans’in viriilensindeki
onemi 1980.lerin basinda gosterilmis; fakat infeksiyonun patogenezindeki rolii tam

acikliga kavusturulamamistir [Kantarcioglu, 2003].

Biyokimya analizleri C.neoformans’da melanogenez;3,4-dihidroksifenilalanin
(DOPA) gibi dihroksifenollerin dopakinona g¢evrilmesi ile gergeklesir. Bu doniisiimii
fenoloksidaz katalize eder. C.neoformans’in dihidroksifenollerin endojen olarak
tiretimi i¢in gerekli olan tirozinaz enziminin bulunmadig1 gdsterilmistir. Dolayisiyla
C.neoformans kokenleri melanin iiretmek igin difenol bilesiklerini gelisme
ortamindan almak ve bu bilesiklerin melanine doniisiimiinii katalizlemek igin

fenoloksidaz enzimine sahip olmak zorundadirlar [Kantarcioglu, 2003].

Bu mayanin kiiltiirde {retildiginde bir proteaz {retebildigi ve insan plazma
proteinlerini sindirebilecegi; kazeini sindirebilen bir proteazda iirettigi bildirilmis
ancak proteazlarin in vivo tretilip iretilmedigi belirlenmemistir. C.neoformans
proteazlarinin  olasilikla, konak dokusuna invazyonu baslatarak viriilens

mekanizmasina katildig1 izerinde durulmaktadir [Kantarcioglu, 2003].

C.neoformans’in yumurta sarili agarda tretildiginde fosfolipaz,39 lizofosfolipaz ve
lizofosfolipaz- transagilaz aktivitesi gosterdigi belirlenmis; Vidotto V.’nin yaptigi
caligmaya alinan 50 kdkenin 49.unun fosfolipaz pozitif oldugu bildirilmistir [Vidotto,
2003].

Wang ve ark. insan kaynakli 12 C.neoformans kokeni incelemisler, bunlarin

timiiniin  gelisme sirasinda  besiyerinde D-mannitol iireterek salgiladigini
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bildirmisler; ayrica bir tavsan kriptokok meninjiti modelinde de C.neoformans’n in

vivo D-mannitol {iretebildigini gostermislerdir [Wang ve ark., 1994].

Cryptococcus neoformans iireaz anzimine sahiptir.lireli besiyerine ekildiginde lireaz
enzimini kullanarak iireyi pargalar. Besi yerinin rengi pembeden sariya doner

[Kantarcioglu, 2003].

Calismamizdan izole edilen tiirler,
C.kefyr

C.lipolytica

C.guiliermondii

C. Rugosa

C.intermedia

C. lusitaniae

Tri.beigelii

Tri. capitatum

Sac.cerevisiae

Cr. neoformans

Cr.albidus

Cr.neoformans var uniguttulatus

Rho.rubra
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Mataryel

Aragtirmada 20.09.2009-08.06.2010 tarihleri arasinda ¢esitli siit isletmelerine gelen
100 adet ¢ig siit 6rnegi toplanmistir. 100 ¢ig siit drneginden , 35’1 Candida, 17’si
Trichosporon, 8’1 Saccharomyces, 8’1 Cryptococcus, 3’ii Rhodotorula cinsine ait
tiirler olmak tizere toplam 71 maya izole edilmistir. Toplanan ¢ig siit 0rneklerinden
maya ve maya benzeri mikroorganizmalar morfolojik goriiniimleri ve fizyolojik
karakteristikleri ¢aligilarak ve RapID™ YEAST PLUS System (Oxoid) kullanilarak

tiplendirilmistir.
3.2. Metod
3.2.1. Ornek alma ve orneklerin analize hazirlanmasi

Aragtirmada ¢ig stit 6rnekleri Tiirk Standartlar1 Enstitlisiinde belirtilen esaslara gore
200 ml’lik steril siselere alinmis ve analiz i¢in dogrudan laboratuara getirilmistir.
Siitlerin temin edildigi yorelere gore dagilimi ¢izelge 3.1°de gosterilmistir.Ringer
cozeltisi 1/4-BR52 kullanilarak ¢ig siit 6rneklerinin 10", 102, 107'liik desimal
diliisyonlar1 hazirlanmstir. Tk olarak Ringer ¢ozeltisi steril tiiplere 9’ar ml olacak
sekilde dagitilmistir. Cig siit 6rneginden steril pipetle Iml alinarak 1 numaral tiipe
aktarilmistir. Bu 10" desimal seyreltmedir. Bu tiipten de sirayla 10-%, 10-"'lik
seyreltmeleri hazirlanmgtir. 10™liik seyreltmeden 0,1 ml alinarak SDA(Saboraud

dextrose agar) besiyerine yayma yontemi ile ekimler yapilmistir.
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Cizelge 3.1. Siitlerin temin edildigi yorelere gore dagilimi

Siitlerin alindig1 sehirler Ornek sayist Toplam maya ve maya benzeri
mikroorganizma izolasyonu
gergeklestirilen 6rnek sayisi

Burdur 34 26

Ankara 21 16

Antalya 15 11

Kizilcahamam 12 9

Kirikkale 11 8

Kayseri 4 2

Konya 3 1

TOPLAM 100 73

3.2.2. Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin sayimi

Normal kosullarda bir petride 30-300 maya kolonisi sayilabilirken, ayni petri
icerisinda mayalar ile birlikte kiiflerin de bulunmasi durumunda sayim araligi
degistirilmelidir. 10 mm’lik petrilerde 10-100, 14 mm’lik petrilerde ise 20-200
koloni sayilabilecek dilusyonlar tercih edilmelidir. [Deak ve Beuchat 1996, Clark ve
ark.; 1978] Isletmelerden alinan ¢ig siit 6rneklerinin 10 3 ik diliisyonundan 0,1 ml
almmarak SDA (Saboraud dextrose agar) besiyerine yayma yontemi ile ekimler
yapilmustir. Petriler 37 C°’de 48 saat inkiibasyona birakilarak degerlendirilmislerdir.
20-200 arasinda koloni igeren besiyerinden sayim yapilmis ve seyreltme orani
dikkate alinarak 1ml 6rnekteki toplam maya ve maya benzeri mikroorganizma sayisi

belirlenmistir.
3.2.3. Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin izolasyonu

Arastirmada maya ve maya benzerlerinin izolasyonu i¢in SDA(Saboraud Dextrose
Agar-Oxoid CM41) besiyeri kullanilmigtir. Bu besiyerinin kullanim sebebi, besiyeri
bilesimindeki Siklohekzimid ve Kloramfenikol sayesinde kontamine materyalden

maya ve benzeri mikrooganizmalarin se¢ilmesini saglamaktir.

Siit 6rneklerinin 107 diliisyonundan SDA besiyerine ekimleri yapilarak 37 0C’de 48-
72 saat inkiibasyona birakilmistir. Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid CM0041)’da
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krem rengi, beyaz, yuvarlak, diizgiin kenarli koloniler maya ve maya benzeri
mikroorganizma olarak degerlendirilmistir (Resim 3.1.). Bu kolonilere metilen
mavisi ile boyama yapilarak da izolatlarin safliklar1 kontrol edilmistir. Saf kiiltiiriin
elde edilebilmesi amaciyla lireyen maya kolonileri tekrar SDA besiyerine ekimleri
yapilmustir. Ekim yapilan petriler 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilir. Bu tani
testleri yapilana dek her iki ayda bir tekrar yatik SDA’ ya ekim yapildi [Deak ve
Beuchat, 1988; Kurtzman ve Fell, 2000; Moreira ve ark, 2001; Apan, 2007].

Resim 3.1. Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin Sabouraud Dextrose
Agar’da saf kiiltiiriin gériiniimii (Sus no.7)

3.2.4. Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin identifikasyonu

Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin tiirlerin belirlenmesinde genel yaklasim
germ tip testi, musir unlu agarda morfoloji, oloni morfolojisi, karbonhidrat
asimilasyon ve fermentasyon testleri, iireaz, nitrat ve askospor testleri gibi morfolojik
karakterlerin ve biyokimyasal 6zelliklerin degerlendirilmesi ile yapilir. Sekil 3.1°de

izlenecek yol kisaca gosterilmistir.

[zolatlarin adlandirilabilmesi amaciyla ilk olarak germ tube testi yapilmistir. Germ
tip olusturmayan izolatlar Misir Unu Tween 80 agara ekilerek mikroskopta lamel
kenarinda olusturduklar1 mikroskobik morfolojilerine bakilmistir. Bu ortamda

gelistirilen maya ve maya benzerleri hif, blastospor, klamidospor ya da artrospor
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varlig1 acisindan incelenmistir. Maya izolatlar1 bu ortamda mikroskobik morfoloji
temel alinarak genellikle cins seviyesine kadar simiflandirilmistir (Sekil 3.1.).
Izolatlara karbonhidrat asimilasyon ve fermentasyon testleri, iireaz, nitrat ve
askospor testleri uygulanarak tiir seviyesinde identifikasyonlar1 yapilmistir

[Kurtzman ve Fell, 2000].
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SDA Besi yeri

Germ Tiip Testi

() )
Candida albicans — Misir unu Tween 80 agarda
morfoloji

Candida stellatoidea

Ureaz testi
Nitrat testi

Askospor testi

l

Karbonhidrat asimilasyon testi

l

Karbonhidrat fermentasyon testi

Candida spp., Cryptococcus spp.,

Saccharomyces spp., Trichosporon spp, Rhodotorula

Spp.

Sekil 3.1. Mayalarin adlandirilmasi
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3.3. Izole Edilen izolatlara Uygulanan Morfolojik Tam Testleri

3.3.1. Germ tiip testi

Kandidalarin identifikasyonunda ilk adimdir. Hizli sonu¢ veren uygulamasi kolay
C.albicans’m diger kandidalardan ayrilmasini saglayan degerli bir testtir. C.albicans
kokenlerinin %95-97si germ tiip olusturur. C.albicans disinda C.stellaoide da germ
tip dretir. Bu iki tlir birbirinden siikroz asimilasyon testi ile ayirt edilmektedir.
C.dubliensis’de germ tlip pozitif tlrdir. 1995 yilinda kesfedilen bu tiirtin C.
albicans’dan ayirrmi PCR ile yapilabilmektedir [Oncii, 2006] C.tropicalis, C.kefyr ve
C.krusei’de de pseudo germ tiip olusumu goriilebilir [Buckley ve ark.,1989; Warren
ve ark.,1995]. Germ tiip blastospordan orjin alan, baslangis noktasinda hi¢ daralma

olmayan ve uzunlugu boyunca hig¢ kabariklik yapmayan bir flament olarak gozlenir.

Bu test igin gerekli olan insan serumu Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvarindan temin edilmistir. Germ tiip testi, steril bir tiipte bulunan 1 ml insan
serumu i¢ine bir 6ze dolusu maya kolonisi inokule edilmistir ve 37 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra 1 damlasi alinarak lam-lamel arasi
preparatlar 40x biiyiitmede mikroskopta incelenmistir. Incelemede ana hiicreden
orjin alan baslangi¢c noktasinda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu boyunca hig
kabariklik yapmayan bir flament seklinde uzantilar gésteren yapilar germ tiip olarak

degerlendirildi.

3.3.2. Misirunu Tween 80 agar testi

Izolatlarin klamidospor, blastospor, artsospor , hif, pseudohif iiretme ozellikleri
mikrokobik olarak degerlendirilir. bunun i¢in arastirmamizda Misir unu
(Cornmeal)Tween 80 agar kullandik. Izolatlar Misir Unu Tween 80 agara ¢izgi
seklinde ekildi, ekimler 25°C' lik etuvde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra iizerlerine steril lamel kapatilarak mikroskopta 40x biiyiitmede
lamel kenarinda olusturduklari mikroskobik morfolojilerine bakilmistir. Bu ortamda

gelistirilen maya ve maya benzerleri hif, blastospor, klamidospor ya da artrospor
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varligi i¢in incelenmistir. Eger hif varsa, bunu tomurcuklanma yoluyla olusan hiicre
zincirleri olan pseudohif mi; yoksa hifin parcalanarak olusturdugu artrosporlardan
olusan gercek hif mi oldugu saptanmistir (Resim 3.2) (Resim 3.3). Pseudohif

olusumu gozlenmigse bunlarin diizenli araliklarla olup olmadigina da bakilmgtir.

Resim 3.2. Cornmeal-Tween 80 agar’da yalanci hif olusumunun
gbriinlimii(sus no 44)

Resim 3.3. Cornmeal-Tween 80 agar’da yalanci hif olusumunun
goriinlimii(sus no 15)
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3.4. izole Edilen izolatlara Uygulanan Biyokimyasal Tam Testleri

3.4.1. Karbonhidrat fermentasyon testi

Izolatlar daha sonra farkli karbonhidratlardan gaz olusturma yeteneklerinin
belirlenebilmesi amaciyla karbonhidrat fermentasyon testine tabi tutulmustur. Bu
amagla, glukoz, maltoz, siikroz, laktoz ve galaktoz karbonhidratlar1 kullanilmistir.
Besiyerine inokiile edilen maya kolonileri 37°C’de 10-14 giin inkiibe edilmislerdir.
Karbonhidrat fermentasyonu durham tiiplerindeki gaz olusumu ile belirlenmistir.

Sar1 renk ise asit olusumunu gostermistir [Kurtzman ve Fell, 2000].

3.4.2. Karbonhidrat asimilasyon testi

Izolatlar ayrica tek bir karbonhidrat substratinda iireme yeteneklerinin test edildigi
karbonhidrat asimilasyon besiyerine inokiile edilmislerdir. 25°C'de 7 -14 giin
inkiibasyondan sonra mikroorganizmalar, bu ortamda gelismeleri ve sari renk

olusturmalar1 bakimindan degerlendirilmislerdir [Kurtzman ve Fell, 2000].

3.4.3. Ureaz testi

Maya izolatlar1 {ireyi parcalama yetenegine sahip olan iireaz enziminin varliginin
belirlenebilmesi amaciyla iireaz testine tabi tutulmuslardir. Ureaz enzimine sahip
mikroorganizmalar, iireyi amonyak ve karbondioksite parcalarlar. Olusan amonyak
pH’y1 yiikseltir ve renk degisimine neden olur.Calismada iireaz liretim yetenegi
Christensen's metodu kullanilarak test edilmistir. Besiyerine inokiile edilen izolatlar
25°C'de 4 giin inkiibasyona birakilmistir. San renkten, pembe yada kirmiziya

degisim pozitif reaksiyon olarak tanimlanmistir (Resim 3.5) [Hazen ve ark., 2003].



43

Resim 3.5. Ureaz testi (A) Pozitif reaksiyon (B)Negatif Reaksiyon (C) Degisken
reaksiyon

3.4.4. Nitrat testi

Mayalar, nitrojen kaynagi o olarak yalnizca nitrati kullanma yeteneklerinin test
edilebilmesi amaciyla potasyum nitrat testine alinmiglardir. Bu amagla nitrat besiyeri
iceren iki ayr tiibe inokiile edilen izolatlar 30°C'de 3-7 giin inkiibe edilmislerdir.
Tiiplerden biri kontrol amaciyla kullanilmis ve ekimden sonra parafinlerek
kapatilmistir. Inkiibasyon sonrasi parafinlenmemis tiibe belli oranlarda a-naftalamin
ve siilfanilik asit iceren asetik asit soliisyonlarindan damlatilmistir. Tiipte koyu
pembe-kirmizi renk goriilmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Maya
izolatlar1 daha sonra sivi ortamlarin yiizeyindeki zar olusumlarinin belirlenebilmesi
amaciyla Bacto Sabouraud Dextrose Broth (Difco)'a alinmiglardir. Sivi besiyerine
inokiile edilen koloniler 37°C'de 48-72 saat inkiibe edilerek, tiibiin yilizeyinde
olusturduklari zarlar bakimindan degerlendirilmistir [Kurtzman ve Fell, 2000].
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3.5. Askospor Testi

Bazi maya tiirlerinde bulunan askospor olusumunun test edilmesi amaciyla izolatlar
Gorodkowa Medium'a aliarak, 37°C'de 7-10 giin inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon
sonras1t yapilan gram boyamada askuslar icinde 1-4 askospor gozlenmistir.
Blastosporlar, gram pozitif ve askosporlar gram negatif olarak goriilmiistiir [Larone

1976].
3.6. Kandida’larin Adlandirilmasi

Arastirmada ¢esitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rnekleri SDA besiyerine ekimleri
yapilarak 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. SDA’da krem rengi, beyaz,
yuvarlak, diizgiin kenarli koloniler maya ve maya benzeri mikroorganizma olarak
degerlendirilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar ilk olarak Germ tiip testine tabi
tutulmuglardir. Germ tiip olusturan maya izolatlart ya C.albicans yada
C.stellotaideae veya C.dubliensis tiirlerine aittir. C.albicans yada C.stellotaideae
birbirinden siikroz asimilasyon testiyle ayirt edilmislerdir. C.albicans siikrozu
asimile eder, C.stellotaideae etmez [Larone, 1976; Tiimbay, 1982]. C.albicans
olusturduklar tipik klamidosporlarla ve de PCR ile C.dubliensis’den ayirt edilir
[Khan ve ark. 2004].

Maya izolatlar1 Misirunu-Tween 80 agara alinarak, 25°C’de 48-72 saat inkiibasyona
birakilmiglardir. Misirunu-Tween 80 agardaki iliremede pseudohif ve blastospor
gbzlenmigse, bilinmeyen mayalarin Candida cinsine ait oldugu anlagilmistir. Ayrica
pseudohiflerin terminal uglarinda bulunan klamidospor olusumlar1 da C.albicans igin
ayirdedici  bir kriter olarak incelenmistir. Candida cinsine ait tiirlerin
adlandirilabilmeleri amaciyla karbonhidrat fermantasyonu ve asimilasyon testleri
yapilmistir. Karbonhidrat fermantasyonu testleri i¢in glukoz, maltoz, siikroz, laktoz
ve galaktoz karbonhidratlari; asimilasyon testleri i¢inde glikoz, maltoz, siikroz,
laktoz, galaktoz, rafinoz ve ksiloz karbonhidratlar1 kullanilmistir. Ayrica iireaz testi,
nitrat ve askospor testleride yapilarak Kandida’lar adlandirilmiglardir [Lodder 1970,
Kreger-Van-Rij, 1987; Barnett ve ark,1990; Kurtzman ve Fell, 2000].
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Sekil 3.2. Aragtirmada Candida’larin adlandirilmasinda uygulanan testler
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Cizelge:3.2.Candida tiirlerine ait 6zellikler [Kurtzman and Fell, 2000]
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3.7. Trichosporon’larin Adlandirilmasi

Arastirmada ¢esitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rnekleri SDA besiyerine ekimleri
yapilarak 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. SDA’da krem rengi, beyaz,
yuvarlak, diizglin kenarli koloniler maya ve maya benzeri mikroorganizma olarak
degerlendirilmistir. izole edilen mikroorganizmalar ilk olarak Germ tiip testine tabi
tutulmuslardir. Germ tiip olusturmayan maya izolatlari, Misir-Tween 80 agarda 25
°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmis ve hif icerip icermemeleri bakimindan
incelenmiglerdir. Hif igeren mayalarin blastospor ve artospor bakimindan
incelenmislerdir. Artospor iceren mayalar ya Trichosporon yada Geotrichum
cinslerine aittir. Trichosporonlar hif boyunca blastospor icermeleri ve lireaz (+)
olmalar1 ile Geotrichum cinsinden ayirdedilmislerdir. Karbonhidrat fermantasyon

testleri i¢in glukoz, maltoz, siikroz, laktoz,galaktoz; karbonhidrat asimilasyon testleri

icin glukoz, maltoz, siikroz, laktoz, galaktoz, rafinoz ve ksiloz karbonhidratlar
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kullanmistir. Ayrica nitrat ve askospor testleri de yapilarak Trichosporon’larin tiir
adlandirmalan gergeklestirilmistir (Sekil 3.3) [ Lodder 1970; Larone, 1976; Tiimbay
1982; Kreger-Van-Rij, 1987].
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Sekil 3.3.Arastirmada Trichosporon’larin adlandirilmasinda uygulanan testler
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Cizelge 3.3. Trichosporon tiirlerine ait 6zellikler [Kurtzman and Fell, 2000]
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3.8. Cryptococcus’larin Adlandirilmasi

Arastirmada ¢esitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rnekleri SDA besiyerine ekimleri
yapilarak 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. SDA’da krem rengi, beyaz,
yuvarlak, diizglin kenarli koloniler maya ve maya benzeri mikroorganizma olarak
degerlendirilmistir. izole edilen mikroorganizmalar ilk olarak Germ tiip testine tabi
tutulmuslardir. Germ tiip olusturmayan maya izolatlar1 Misirunu-Tween 80 agarda
25°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildiktan sonra hif icerip igermemelerine gore
degerlendirilmislerdir. Hif icermeyen maya izolatlar1 iireaz testine tabi tutulmustur.
Ureaz (+) maya izolatlar nitrat testine almmislardir. Nitrat (-) ya da nitrat (+)
olabilen Cryptococcus’larin karbonhidrat ve asimilasyon testleri yapilmustir.
Karbonhidrat asimilasyon testleri i¢in glukoz, maltoz, siikroz, laktoz, galaktoz,
rafinoz ve ksiloz karbonhidratlar1 kullanmistir. Ayrica Sabouraud besiyerinde zar
de yapilarak

olusumu,siklohekzimitli ortamda gelisim ve askospor testleri

Cryptococcus’larin tiir adlandirmalart gerceklestirilmistir (Sekil 3.4) [Larone, 1976;

Tiimbay, 1982; Sandven, 1990 ].
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Cizelge 3.4. Cryptococcus tiirlerine ait 6zellikler [Kurtzman and Fell, 2010]
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3.9. Saccharomyces’lerin Adlandirilmasi

Arastirmada ¢esitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rnekleri SDA besiyerine ekimleri
yapilarak 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. SDA’da krem rengi, beyaz,
yuvarlak, diizgiin kenarli koloniler maya ve maya benzeri mikroorganizma olarak
degerlendirilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar ilk olarak Germ tiip testine tabi
tutulmuslardir. Germ tiip olusturmayan maya izolatlart Misirunu-Tween 80 agarda
25°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmiglardir. Hif igermeyen izolatlar iireaz
testine tabi tutulmuslardir. Ureaz (-) maya izolatlar Saccharomyces ve Torulopsis
cinslerine ait olarak bulunmustur. izolatlar daha sonra karbonhidrat fermentasyon ve
asimilasyon testine tabi tutulmuslardir. Karbonhidrat fermentasyon testleri icin
glukoz, maltoz, siikroz, laktoz ve galaktoz; karbonhidrat asimilasyon testleri i¢in
glukoz, maltoz, silikroz, laktoz, galaktoz, rafinoz ve ksiloz karbonhidratlari
kullanilmistir. Ayrica askospor testi, Siklohekzimitli ortamda gelisim testi ve
Sabouraud besiyerinde zar olusumu, testleri de yapilarak Saccharomyces’lerin tiir

adlandirmalar1 gergeklestirilmistir [Larone, 1976; Timbay, 1982; Sandven, 1990]
(Sekil 3.5).
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Cizelge 3.5. Saccharomyces tiirlerine ait 6zellikler [Kurtzman and Fell, 2000]
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3.10. Rhodotorula’larin Adlandirilmasi

Arastirmada ¢esitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rnekleri SDA besiyerine ekimleri
yapilarak 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. SDA’da krem rengi, beyaz,
yuvarlak, diizgiin kenarli koloniler maya ve maya benzeri mikroorganizma olarak
degerlendirilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar ilk olarak Germ tiip testine tabi
tutulmuslardir. Germ tiip testi (-) olup, kirmizi yada pembe pigmentasyona sahip

maya kolonileri, iireaz testine tabi tutulmuslardir. Ureaz pozitif maya izolatlari

Rhodotorula cinsine ait olarak bulunmustur. Sekerleri fermente etmeyen

Rhodotorula’lar karbonhidrat asimilasyon testi ile ayirt edilirler. Bu amagla glukoz,
maltoz, siikroz, laktoz, galaktoz, rafinoz ve ksiloz karbonhidratlar1 kullanilmistir.

Sabouraud besiyerinde zar olusumu, siklohekzimitli ortamda gelisim, nitrat ve

askospor testleri de yapilarak Rhodotorula’lar adlandirilmistir (Sekil 3.5) [Larone,

1976; Tiimbay, 1982; Sandven, 1990].
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Cizelge 3.6.Rhodotorula tiirlerine ait 6zellikler [Kurtzman and Fell, 2000]
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Tiim testlerin degerlendirilmesi sonucunda izole edilen maya izolatlatlarinin

identifikasyon islemine RapID™ YEAST PLUS System(Oxoid) ticari Kkiti

kullanilarak devam edilmistir.

3.11. Maya Izolatlarinin RapID™ YEAST PLUS System Kullamlarak Tiir
Seviyesinde Adlandirilmasi

Biyokimyasal testlerle cins seviyesinde adlandirilmasi yapilan maya izolatlarinin tiir
seviyesinde adlandirilmasi i¢in RapID™ YEAST PLUS System kullanilmistir
(Resim 3.6) Bu hizli identifikasyon sistemi, Karbonhidrat kullanimu testleri (Glukoz,
Maltoz, Siikroz, Trealoz, Raffinoz), Yag asidi esteri hidrolizi testi, p-nitrofenil-
Nasetil-B,D-galaktozamid;  p-nitrofenil-a,D-glukozid;  p-nitrofenil-B,D-glukozid;
onitrofenil-f,D-galaktozid, p-nitrofenil-a,D-galaktozid, p-nitrofenil- B,D-fukozid,
pnitrofenil fosfat, p-nitrofenil fosforilkolin, {ire, prolin B-naftilamid, histidin B-

naftilamid ve 16silglisil B-naftilamid kullanim testlerini iceren 18 testten olusan bir

identifikasyon sistemidir.
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Resim 3.6. RapID™ YEAST PLUS System test panelinin goriiniimii

3.11.1. Mayalarn tiir diizeyinde adlandirilmasi i¢cin rapID™ YEAST PLUS
system uygulanmasi

Bu test icin Sabouraud Dextrose Agar’da 30 °C’de 48 saat inkiibe edilen taze maya

kolonileri kullanilmistir.

Koloniler RapID Inoculation Fluid icine McFarland No.3 bulaniklik olacak sekilde
inokiile edilmistir. Vortex yardimiyla iyice homojenize edilen siispansiyonlar panel
kuyucuklar1 iizerine bosaltilarak tiim kuyucuklarin siispansiyon ile dolmasi
saglanmustir. Paneller, agizlar1 kapatilarak 30 °C’de 24 - 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu siire sonunda degerlendirmeye almmistir. 1. ile 6. Kuyucuk
arasindaki kuyucuklar ile 15 nolu kuyucuk ayra¢ damlatmadan degerlendirilen
testleri icermektedir. Glukoz (1), Maltoz (2), Siikroz (3), Trealoz (4), Rafinoz (5) ve
Lipaz (6) testlerini igeren kuyucuklarda sar1 renk gozlenmesi pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir. 15 nolu kuyucukta kirmiz1 ya da koyu kirmizi — turuncu renk
olusumunun gdzlenmesi ise Ureaz pozitif olarak degerlendirilmistir. 7. ve 14.
kuyucuklar arasinda testlerin degerlendirmesi ise RapID Yeast Plus Reagent A
ayracinin damlatilmasini takip eden 30- 60 saniyelik siire i¢inde yapilmistir. Bu
kuyucuklarda sar1 renk olusumunun gozlenmesi pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir. 16. ve 18. kuyucuklar arasindaki testlerin degerlendirilmesi
RapID Yeast Plus Reagent B ayracinin damlatilmasini takip eden 30-60 saniyelik
stire i¢ginde yapilmistir. Bu kuyucuklarda mor-kirmizi ya da koyu pembe renk

olusumunun goézlenmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.6).
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Degerlendirme sonuglar1 bilgisayar ortaminda RapID™ YEAST PLUS System

degerlendirme programina aktarilarak tiir tanimlamasi yapilmstir.

Cizelge 3.7. RapID™ YEAST PLUS System Identifikasyon Testlerinin Prensipleri

Panel Konumu Substrat Kod Pozitif
Reaksiyon
1 Glukoz GLU Sar1
2 Maltoz MAL Sar1
3 Siikroz SUC Sar1
4 Trealoz TRE Sar1
5 Rafinoz RAF Sar
6 Lipaz LIP Sar1
7 p-nitrofenil-N- NAGA Sar1
asetil-B,D-
galaktozamid
8 p-nitrofenil-a,D- aGLU Sar
glukozid
9 p-nitrofenil-B,D- BGLU Sar
glukozid
10 o-nitrofenil-p,D- ONPG Sar1
galaktozid
11 p-nitrofenil-a,D- aGAL Sar1
galaktozid
12 p-nitrofenil-  B,D- | BFUC Sar1
fukozid
13 p-nitrofenil fosfat PHS Sar1
14 p-nitrofenil PCHO Sar1
fosforilkolin
15 Ure URE Kirmizi-koyu
kirmizi-turuncu
16 prolin B-naftilamid | PRO mor-kirmizi-
koyu
pembe
17 Histidin B- | LIST mor-kirmizi-
naftilamid koyu
pembe
18 16silglisil B- | LGY mor-kirmizi-
naftilamid koyu

pembe
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3.12. izole Edilen Mayalarda Biyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Cig siitlerden izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin biyofilm

varliginin belirlenmesi amaciyla mikroplate yontemi kullanilmistir.

SDA ‘da iiretilen 48-72 saatlik kolonilerden % 1 Glukoz i¢eren Luria Bertani
(Miller) Broth (BD Difco 244620), iceren tiiplere McFarland 0,5 bulaniklik olacak

sekilde inokiile edilmistir.

Tiiplerdeki bu siispansiyonlardan, mikroplate kuyucuklarina, her bir siispansiyondan
2’ser kuyucuga olacak sekilde 200’er ml dagitilmistir. Ayni islem 4 farkli mikroplate
icin yapilmistir. Mikroplatelerin 6’sar kuyucuguna bakteri siispanse edilmemis %1
oraninda glukoz igeren steril Luria Bertani besiyerinden 200’er ml eklenmis ve
kontrol i¢in kullanilmigtir. Plaklar buharlagmay1 engellemek i¢in parafilmle sarildi.
Mikroplatelerden 2 tanesi 37 °C’de 48 saat, diger 2’si 37 °C’de 72 saat inkiibasyona

birakilmistir.

Mikroplateler, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez distile su ile yikanmistir.
Mikroplatelerin kuyucuklarina % 0,1’lik hazirlanan kristal viyole soliisyonundan
200’er mL. dagitilmistir. mikroplateler 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonra, yeniden 3 kez distile su ile yikanmis ve kurutma kagidi iizerine ters ¢evrilerek

kurumaya birakilmistir.

%0,1’lik Kristal viyole soliisyonu eklenen mikroplate’in kuyucuklarina %95’lik
etanol ¢ozeltisinden 200’er ml eklenmis ve 10 dakika bekletilmistir (Resim3.7). Ve
mikroplate’ler Mikro- elisa spektrofotometre(Versamax Tunable, Microplate Reader,

Moleculer Devices) cihazinda 490 nm. dalga boyunda okutulmustur.

Steril besiyeri igeren 6 kuyucugun optik dansitelerinin ortalamasi alinarak esik
deger(cut-off) belirlendi. Her kdken i¢in 2 kuyucugun optik dansitelerinin ortalamasi

alindi. Bu deger esik degerin iizerinde ise biyofilm pozitif, altinda ise biyofilm
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negatif olarak degerlendirildi. Esik deger seviyesine gore biyofilm iiretimigore
biyofilm pozitifligi, zayif pozitif (+), orta pozitif (++) ve kuvvetli pozitif (+++)
olarak degerlendirildi. Calisma her koken icin ili¢ kez tekrarland1 ve sonuglar 9
okutmanin ortalamasi alinarak degerlendirildi [Yiicesoy ve ark.;2004]. Ayni iglemler

72 saat inkiibe edilen plaklar i¢in tekrar edilmistir.

i e A
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Resim 3.7 Kristal viyole ile boyama sonucu mikroplate kuyucuklarinin gériiniimii

3.13. izole Edilen Mayalarda Slime Faktor Olusumunun Belirlenmesi

Cig siitlerden izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarda slime faktor
olusumunu arastirmak amaciyla standart cam tiip yontemi ve Kongo kirmizili agar

plak yontemi kullanildi.

3.13.1. Standart cam tiip yontemi

SDA ‘da 24-48 saat inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak,
son glukoz konsantrasyonu %8 olan Sabouraud buyyon(SB) igeren 10 ml’ lik tiiplere
inokiile edildi ve 35 °C ’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin
icerikleri bosaltilarak iki kez distile su ile yikandi ve sonrasinda %1 °‘lik safranin ile
boyama yapildi. Tiipler havada kurutulduktan sonra i¢ ¢eperde bulunan renkli bir

film tabakasinin varligi biyofilm pozitif olarak degerlendirildi. Olusan tabakanin
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kalinligina gore slime pozitifligi, zayif pozitif (+), orta pozitif (++) ve kuvvetli

pozitif (+++) olarak degerlendirildi (Resim 3.8)[ Branchini, 1994].

Resim 3.8. Soldan saga; Slime negatif (-), (+) pozitif kokenlerin tiiplerdeki
goruntusu.

3.13.2. Kongo kirmizili agar yontemi

SDA ‘da 24-48 saat inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerden 1-2 koloni alinarak %1
oraninda Kongo Kirmizisi eklenerek hazirlanmis besiyerine tek koloni ekimleri
yapilmistir. 35 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Maya kolonilerinin
ekimlerinin yapildigt Kongo Kirmizili besiyerinde koyu kirmizi kolonilerin
gorlilmesi  Slime pozitif, pembe kolonilerin goriilmesi Slime negatif olarak
degerlendirilmistir (Resim 3.9) [Arslan, 2003].



60

Resim 3.9. Slime pozitif ve negatif izolatlarin Kongo kirmizili agarda goriiniimii

3.14. Fosfolipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Cig siit orneklerinden izole ettigimiz maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin
fosfolipaz aktivitelerini belirlemek amaciyla Price ve ark.larinin yumurta sarili agar
plak yontemi kullanild1 [Price ve ark.; 1982]. Besiyeri olarak 1 M NaCl, 0.005 M
CaCl2 ve % 8 steril yumurta sarist eklenmis Saboraud- Dekstroz- Agar(SDA)
kullanildz.

Deneyin yapilisi

Steril Yumurta sarist 1000 g’de 15 dakika santrifuj edildi. Daha sonra supernatanta
steril distile su eklenerek ilk voliimiine getirildi ve steril SDA’ya eklendi. Esit
miktardaki sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat ile steril kosullarda karistirilarak

pH: 4.3’e ayarlandu.

Fosfolipaz aktivitesi saptanacak izolatlarin SDA’da 37C’de 48-72 saatlik
inkiibasyonu sonrasi iireyen kolonilerden steril distile su kullanilarak Mc Farland 1°e

gbre siispansiyonlar hazirlandi. Her bir petri 4 esit parcaya boliindii ve maya
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siispansiyonlarindan o6l¢iilii 6zeyle(0.01) besiyeri yiizeyine degdirilmek suretiyle

ekim yapildi ve 30 °C’de nemli bir ortamda 4 giin inkiibe edildi.

Fosfolipaz aktivitesinin dl¢iilmesinde ve hesaplanmasinda koloninin etrafinda olusan
belirgin halka seklindeki presipitasyon zonu(Pz) dikkate alinmistir(Sekil 3.7)
[Dagdeviren.,2003].

Negatif ( Pz=1) Pozitif (Pz < 1)

4+ +—»
a a

+——
b
Koloni ¢capi a

Pz = S
Koloni + Presipitasyon zonu capi b

Sekil 3.7. Fosfolipaz aktivitesinin hesaplanmasi

Fosfolipaz aktivitesi, koloni ¢apinin, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun toplam
capmna orani olarak hesaplanmistir. Bu sistemde Pz degeri kiiciildiik¢ce fosfolipaz
aktivitesi artmakta,Pz=1.00 degeri, denenen izolatin fosfolipaz aktivitesinin negatif
oldugunu gosterir. Bu durumda, Pz degeri 0,9-1.00 olanlar (+), 0,89-0.8 olanlar (++)
pozitif, 0.79-0.70 olanlar (+++), <0,69 olanlar (++++) grubu olusturmaktadir
[Dagdeviren, 2003].
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Resim 3.10. Fosfolipaz pozitif goriintii(sagda),fosfolipaz negatif goriintii(solda)

3.15. Mikroorganizmalarin Temini I¢in Kullanilan Besiyeri ve Icerigi

Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid CM0041)

Bilesimi g/L
Mycological peptone 10,0
Glucose (Dextrose) 40,0
Agar 15,0
pH: 5,6 0,2

Hazirlanisi: Besiyerinden 65 g. tartilip 1 L. Distile su igine ¢ozdiiriiliir. Kaynayana

kadar 1sitilir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilir.

Maya tiirleri, Sabouraud Dextrose Agar’da krem rengi,beyaz koloniler olusturarak

urer.
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3.16. Mikroorganizmalarin Adlandiriimasinda Kullanilan Temel Besiyerleri ve
Uygulanan Testler

Metilen mavisi ¢ozeltisi

125 mg. metilen mavisi 100ml alkol icinde ¢ozdiiriiliir. Tyice ¢dzdiiriildiikten sonra

250 ml ‘ye kadar distile su eklenir.
Preparat hazirlanip kurutulduktan sonra iizerine Metilen Mavisi ¢ozeltisi damlatilip
30-60 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda preparat distile su ile yikanmig ve

immersiyon yagi damlatilarak 100x biliyiitmede mikroskopta incelenmistir.

Miswr unu Tween 80 agar (Oxoid CM103)

Bilesimi g/L
Misirunu extract 2gr
Agar 15 gr
Tween 80(Polysorbate 80) 10 ml
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi: Besiyerinden 17 g. tartilarak 1 L. Distile su iginde ¢ozdiiriiliir. % 1
oraninda Polysorbate 80 eklenir. Sik sik karistirilir ve tamamen ¢dzlinmesi igin 1

dakika kaynatilir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilir.
Karbonhidrat Asimilasyon Besiyeri (Modified Wickerham Medium Stans)
Bazal Ortam

Bilesimi g/L

Bacto brom creasol purple ( %1,6) 02¢g
1/10 Normal Sodium hydroxide 1,0 mL
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Noble Agar (BD 214230) 20¢g
Hazirlanisi: Maddeler, 90 ml distile su ile karistirilmis ve homojen hale gelene kadar

sitilmastar.

Stok Karbonhidrat Soliisyonu

Bilesimi
Carbonhydrates 1,00 g.
Yeast nitrogen base 0,67 g.

Hazirlanisi: Maddeler, 10.00 ml distile su ile karistirilmis ve homojen hale gelmesi

i¢in 1sitilmistir.

Karbonhidrat asimilasyon besiyerinin hazirlanisi

Stok karbonhidrat soliisyonu, erimis agar ortamia eklenmistir. Iyice karistirilarak
pH: 7,0’ye ayarlanmistir. Tiiplere 5’er ml olacak sekilde dagitilmis ve otoklavda 121
%C’de 10 dakika steril edilmistir. Tiipler yatik pozisyonda katilasmaya birakilmis ve
buzdolabinda 4C’de muhafaza edilmistir.

Inokiilasyon ve inkiibasyon: Bir 6ze dolusu saf maya kiiltiirii, 9 ml distile suda
siispanse edilmistir. Siispansiyonun 0,2 ml’si, karbonhidrat asimilasyon besiyerine

inokiile edilmistir. Besiyeri rek degisimi yoniinden degerlendirilmistir.

Karbonhidrat fermantasyon besiyeri

Purple Broth Base (Difco)

Bilesimi g/L
Peptose Peptone no.3 10 gr
Lab lemco powder 1 gr
Sodium Chloride Sgr

Brom Cresaol Purple 0,02 gr
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Distile su 1000 ml

pH 6,8 £ 0,2 ayarlanip indikator madde ilave edildikten sonra ig¢inde durham tiipii

bulunan tiiplere 9 ml miktarda pipetlenerek 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Karbonhidrat soliisyonu

Glukoz, maltoz, siikroz, laktoz, galaktoz (%1)
Karbonhidrat 1 gr
Distile su 10 ml

Yukarida adi1 gegen seker ¢ozeltileri membran filtre (0,2 um) ile steril edilmistir.

Karbonhidrat temel besiyeri 9 ml

Karbonhidrat soliisyonu 1 ml

9 ml’lik karbonhidrat besiyerine 1 ml karbonhidrat soliisyonu ilave edilerek

hazirlanmastir.

Christensen’s iire agar Oxoid CM53

Bilesimi g/L

Peptone 1 gr
Glukoz 1 gr
Sodium Chloride 5gr
Disodium Phosphate 1,2 gr
Potassium Dihydrogen Phosphate 0,8 gr
Phenol Red 0,012 gr
Agar 15 gr

Hazirlanist: 2,4 gr alinmis ve 95 ml distile su ilave edilmistir. pH 6,8 + 0,2 ayarlanip
121 °C’de 15 dakika otoklavlama yoluyla steril edilmistir. 50 °C’ye sogutulan
besiyeri i¢ine %40’lik iire soliisyonu, siringa ucu filtreden gecilirip steril edildikten

sonra eklenir. Tiiplere dagitildiktan sonra 2-8 °C’de muhafaza edilebilir.
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Gorodkowa medium

Bilesimi g/L

Dextrose 0,63 gr
NaCl 1,30 gr
Lablemco powder 2,50 gr
Agar 2,50 gr
Distile su 250 ml

Hazirlanis1: Hazirlanan karisim tliplere 9’ar ml dagitilarak 121°C° de 15 dakika

otoklavlama yoluyla steril edilmistir. Tiipler yatik pozisyonda dondurulmustur.

Nitrat besiyeri

Bilesimi g/L
Peptone 10 gr
Sodium Chloride S5gr
Potasyum Nitrat 2gr
Agar 3gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi: pH 7,0 ayarlanip tiiplere 5 ml taksim edilerek 121°C’de 15 dakika

otoklavlama yoluyla steril edilmistir.

Soliisyon A

Sulfanilic acid 0,8 gr
Asetik asit, SN 100 ml
Soliisyon B

a -napthylamina 0,5 gr
Asetik asit 100 ml
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Stok kiiltiirden 6ze ile bir koloni alinarak 2 ayr1 potasyum nitrath besiyerine ekim
yapilmistir. Tiiplerden birisi kontrol amaci ile parafinlenerek kapatilmistir. Her iki
tipte 30°C’de 3-7 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
parafinlenmemis tiipe 1ml soliisyon A, 1 ml soliisyon B’den konulmustur. Tiipte

kirmizi renk olusmasi pozitif reaksiyon oldugunu gostermektedir.

Ringer ¢ozeltisi % Code BR52

Bilesimi g/LL
Sodium chloride 2,25 gr
Potassium chloride 0,105 gr
Calcium chloride 6H20 9,12 gr
Sodium bicarbonate 0,05 gr
Distile su 500 ml

Hazirlanist: pH 7,0 ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlama yoluyla steril edilir.

3.17. Mikroorganizmalarda Slime Varhginin Tespit Edilmesinde Kullanilan
Besiyerleri ve Icerikleri

Kongo Kirmizili Agar

Brain Heart Infusion Agar (Oxoid CM 1136)

Bilesimi g/L
Brain infuion solids 12,5
Beef heart infusion solids 5,0
Proteose peptone 10,0
Sodium chloride 5,0
Glucose 2,0
Disodium phosphate 2,5
Agar 10,0

pH: 74+0.2
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Hazirlanisi: Besiyerinden 47 g tartilarak 1 litre distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir. 80 g
glukoz ve 0.8 g Kongo Kirmizisi eklenerek homojen hale gelene kadar karistirilir.

121 OC’de otoklavda 15 dakika steril edilir.

Saboraud dextrose broth (Merck 108339)

Bilesimi g/L
Peptone from meat 10,0
D(+) Glucose 20,0

3.18. Mikroorganizmalarda Biyofilm Varhgmn Tespit Edilmesinde Kullamlan
Besiyerleri ve I¢erikleri

Luria Bertani (Miller) Broth (Difco 244610)

Bilesimi g/LL
Tryptone 10,0
Yeast Extract 5.0

Sodium chloride 10,0
Hazirlanisi: Besiyerinden 25 g tartilip 1 litre distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Homojenize
olmast icin 1 dakika siire boyunca kaynatilir. 5’er mL olacak sekilde tiiplere dagitilir

ve 121 °C’de otoklavda 15 dakika steril edilir.

Kristal viyole ¢ozeltisi

Bilesimi g/L
Kristal viyole 2 gr
Ethyl alcohol 20 ml

Ammonium oxalate 0,8 gr

Distile su &0 ml
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Hazirlanisi: 20 ml etil alkolde 2 gr kristal viyole ve 80 ml distile suda 0,8 gr
amonyum oksalat ¢ozdiiriiliir. Sonra her iki ¢ozeltide iyice karistirilir. Karisim bir

gece bekletildikten sonra siiziiliir.

3.19. Mikroorganizmalarda Fosfolipaz varh@minTespit Edilmesinde Kullanilan
Besiyerleri ve Icerikleri

Yumurta sarili agar

Temel besiyeri

Bilesimi g/L
Pepton 1.25 gr
Glukoz 25¢gr
Agar 25 gr
NaCl 7.3 gr

CaCl26h20 0,14 gr
Distile su 115 ml

Hazirlams:: Besiyeri karisimi 121 °C’de 15 dk steril edildi. Besi yeri igindeki agarin
donmamas1 amaciyla 50C’lik su banyosunda bekletildi. Steril Yumurta saris1 1000
g’de 15 dakika santrifuj edildi. Daha sonra supernatanta steril distile su eklenerek ilk
voliimiine getirildi ve steril SDA’ya eklendi. Egit miktardaki sitrik asit ve disodyum

hidrojen fosfat ile steril kosullarda karigtirilarak pH: 4.3’¢ ayarlandi.
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4. BULGULAR

Arastirmada cesitli siit isletmelerine gelen 100 adet ¢ig siit 6rnegi alinarak maya ve
maya benzeri mikroorganizmalarin izolasyonu ve adlandirmasi yapilmigtir. Bu
orneklerin 73’linden maya ve maya benzeri mikroorganizmalar izole edilerek
adlandirilmigtir. 100 6rnekten geriye kalan 29 o6rnekte anilan mikroorganizmalara
rastlanmamistir.  Arastirmada izole edilen mikroorganizmalarin morfolojik
goriinimleri degerlendirilmistir. Fizyolojik karakterleri ¢alisilmistir. Ayrica Remel

RapID™ YEAST PLUS kullanilarak da cins ve tiir adlandirmalar1 yapilmaistir.

100 ¢ig siit 6rneginin 73’linden (%73) maya ve maya benzerleri izole edilmistir.
Izole edilen 73 drnekten, 37°si(%51) Candida, 17°si(%23) Trichosporon, 8°i(%11)
Saccharomyces, 8’1(%11) Cryptococcus, 3’1i(%4) Rhodotorula cinsine ait tiirler

olarak bulunmustur (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. 100 adet ¢ig siit 6rneginden izole edilen mayalarin dagilimi

Izole edilen maya ve maya | izolasyon sayisi
benzeri mikroorganizmalar

Candida 37
Trichosporon 17
Saccharomyces 8
Cryptococcus 8
Rhodotorula 3

Toplam 73
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4%

m Candida

m Trichosporon

m Saccharomyces
B Cryptococcus

m Rhodotorula

Sekil 4.1. 100 adet ¢ig siit drneginden izole edilen mayalarin dagilim yiizdeleri

Arastirmada ¢ig siit Orneklerinden en yaygin olarak Candida% 51 tiirlerine

rastlanmistir. Trichosporon % 23, Saccharomyces %11, Cryptococcus %11 ve

Rhodotorula %4 oraninda goriilmiistir.

Calisilan toplam 100 ¢ig siit drneklerinde toplam canli maya sayimi yapilmistir. izole

edilen 73 maya ve maya benzerlerinin toplam canli maya saymmi Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Calisilan toplam 100 ¢ig siit 6rneginde toplam canli maya sayimi1

Izolat no | izole edilen maya ve maya benzeri | Toplam canli maya sayimm
mikroorganizmalar
2 C.kefyr 3,9x10°
3 Cr. neoformans 2,9x10°
7 Tri.capitatum 1,9x10°
8 Cr.neoformans 2,1x10°
10 C.kefyr 1,2x10°
11 C.kefyr 1,4x10°
12 Sac.cerevisiae 1,5x1 0°
13 Tri.beigelii 2,7x10°
14 Tri.beigelii 2,5x10°
15 C.kefyr 0,8x10°
16 Sac.cerevisiae 1,2x1 0°
17 C.guiliermondii 1,0x10°
18 Tri.capitatum 0,6x10°
19 Cr.neoformans l,lxlO6




Cizelge 4.2.(Devam) Calisilan toplam 100 ¢ig siit 6rneginde toplam canli maya

sayimi
20 Cr.neoformans 1,4x1 0°
21 Tri.beigelii 1,8x10°
22 C.lipolytica 2,1x10°
23 Tri.capitatum 0,9x10°
24 Tri.beigelii 0,8x10°
25 C.guiliermondii 1,3x10°
26 Sac.cerevisiae 2,5x1 0°
27 Tri.capitatum 1,5)(106
28 Sac.cerevisiae 3,1x1 0°
29 C.intermedia 1,5)(106
30 Tri.capitatum 1,7x10°
31 Tri.beigelii 1,5x10°
32 C.lipolytica 1,8x10°
33 Cr.neoformans 2,2x10°
34 C.intermedia 1,9)(106
35 Sac.cerevisiae 2,2x1 0°
38 Tri.capitatum 2,2x10°
39 C.rugosa 1,1x10°
40 C.kefyr 3,0x10°
41 Tri.capitatum l,2x106
42 C.lipolytica 2,3x10°
43 Cr.neoformans var uniguttulatus 0,7x10°
44 C.rugosa 1,5x10°
46 C.lipolytica 2,8x10°
47 Sac.cerevisiae 3,0x1 0°
48 Tri.beigelii 1,2x10°
49 C.lipolytica 2,6x10°
50 C.kefyr 1,4x10°
52 C.kefyr 1,8x10°
53 C.kefyr 1,5x10°
56 C.lipolytica 2,2x10°
57 C.guiliermondii 3,1x10°
58 C.kefyr 2,0x10°
59 C.kefyr 1,5x10°
60 Rho.rubra 0,9x1 0°
62 Cr.albidus 0,8x10°
63 C.lipolytica 1,7x10°
64 C.guiliermondii 2,9x10°
65 Tri.beigelii 2,3x10°
66 C.kefyr 3,3x10°
67 Tri.beigelii 1,8x106
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Cizelge 4.2. (Devam) Calisilan toplam 100 ¢ig siit 6rneginde toplam canli maya

sayimi
68 Sac.cerevisiae 1,8x106
69 C.intermedia 2,5x106
71 Tri.beigelii 2,6x10°
72 C.lipolytica 3,3x10°
73 C.rugosa 1,2x10°
74 C.rugosa 0,7x10°
75 C.lusitaniae 0,6x10°
76 C.lipolytica 2,4x10°
80 C.lipolytica 1,5x10°
83 C.kefyr 2,7x10°
84 Rho.rubra 1,2x1 0°
85 Tri.beigelii 2,2x10°
86 C.lipolytica 2,1x10°
87 C.lipolytica 1,2x10°
90 Sac.cerevisiae 2,1x1 0°
93 Tri.capitatum 1,6x10°
99 C.kefyr 3,5x10°
100 Rho.rubra 2,8x1 0°

73 ¢ig siit ornegindeki toplam canli maya ortalamasi 1,91x10°fu/ml olarak
hesaplanmustir. 73 siit 6rnegindeki en ¢ok maya sayisi 3,5x10°cfu/ml, en az maya

say1st ise0,6x10°cfu/ml olarak saptanmustir.
Arastirmada izole edilen 37 Candida cinslerinden 12°si(%32) C. kefyr,11°1 (%30) C.
lipolytica, 5’1 (%14) C.guiliermondii, 4’14 (%11) C. rugosa, 3’1 (%8) C.intermedia,

2’51 (%5) C. lusitaniae olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. Izole edilen Candida tiirlerinin dagilim1

Izole edilen Candida tiirleri | izolat say1si
C. kefyr 12
C.lipolytica 11
C.guiliermondii 5

C. rugosa 4
C.intermedia 3

C. lusitaniae 2
Toplam........ccoeeeevveeciienne, 37
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m C. kefyr

m C.lipolytica

m C.guiliermondii
W C.rugosa

® C.intermedia

m C. lusitaniae

Sekil 4.2. Izole edilen Candida tiirlerinin dagilim1

Cizelge 4.4. ve Sekil 4.2.incelendiginde ¢ig siit 6rneklerinde en ¢ok C.kefyr % 32
izole edildigi goriilmektedir. C. kefyr’den sonra C.lipolytica %30 ,C.guiliermondii

%14, C. rugosa %11, C.intermedia %8, C. lusitaniae %5 oraninda gelmektedir.

Resim.4.1. C.guiliermondii (sus no:11)



Resim 4.2. C.kefyr (sus no:17)

Resim.4.3. C.lusitaniae (sus no:75)

75
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Resim 4.4. C.lipolytica (sus no:22)

Arastirmada izole edilen 17 Trichosporon cinslerinden 10°u(%59) Tri. beigelii, 7’si

(%41) Tri.capitatum olarak tanimlanmustir (Cizelge 4.4.) (Sekil 4.3).

Cizelge 4.4. 1zole edilen Trichosporon tiirlerinin dagilimi

Izole edilen Trichosporon Izolat say1si
tiirleri

Tri. Beigelii 10

Tri. capitatum

Toplam 17
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M Tri. beigelii

M Tri. capitatum

Sekil 4.3. Izole edilen Trichosporon tiirlerinin dagilim1

Cizelge 4.4. ve Sekil 4.3. incelendiginde ¢ig siit orneklerinde en ¢ok %59 Tri.
beigelii izole edildigi goriilmektedir. 7ri. Beigelii’den sonra %41 Tri. capitatum

gelmektedir.

Resim 4.5. Tri.capitatum (sus no:38)

Arastrimada izole edilen 8 Saccharomyces cinslerinden 8’1 (%100) de Sac. cerevisiae

olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizlege 4.5. Izole edilen Saccharomyces tiirlerinin dagilimi

Izole edilen Saccharomyces tiirleri | Izolat say1s1
S. cerevisiae 8
Toplam 8

Resim 4.6. Sac.cerevisiae (sus no:35)

Aragtirmada izole edilen 8 Cryptococcus cinslerinden 6’s1 (%74) Cr. neoformans,
1’'i(%13) Cr. albidus, 1’i((%13) de Cr.neoformans var uniguttulatus olarak
tanimlanmistir (Cizelge 4.6) (Sekil 4.4).

Cizelge 4.6. 1zole edilen Cryptococcus tiirleri dagilimi

Izole edilen Cryptococcus | izolat say1st
tiirleri

Cr. neoformans
Cr. albidus
Cr.neoformans var
uniguttulatus
Toplam 8
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m Cr. neoformans

M Cr. albidus

m Cr.neoformans var
uniguttulatus

Sekil 4.4. 1zole edilen Cryptococcus tiirleri dagilinmi

Resim 4.7. Cr.neoformans(sus no:33)

Arastirmada izole edilen 3 Rhodotorula cinslerinden 3’1i(%100) de Rho. rubra olarak

tanimlanmistir(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. 1zole edilen Rhodotorula tiirleri dagilinm

Izole edilen Rhodotorula Izolat say1si
tiirleri

Rho. Rubra 3

Toplam 3




Resim.4.8. Rho.rubra (sus no:84)

80

Arastirmada calisilan ¢ig siit 6rnekleri c¢esitli yorelerden siit isletmelerine gelen

orneklerdir.

100 adet ¢ig siit Orneginin 73’linden maya ve maya benzeri

mikroorganizma izole edilmistir. 73 siit 6rneginin toplandig1 yoreler, bu yorelerden

alinan 6rnek sayilar1 ve izole edilen cinsler Cizelge 4.8.” de verilmistir.

Cizelge 4.8. Cesitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rneklerinin toplandiklar1 yerlere

gore dagilimi, izole edilen cinsleri

Yore Cins Ornek no Toplam
izolat sayisi
Burdur Candida 10,11,17,20,22,42,46,50,52,57,7 | 11
2
Trichosporon 13,14,24,27,41,48,65 7
Cryptococcus 3,33 2
Saccharomyces 15,28,35,68 4
Rhodotorula 100 1
Ankara Candida 15,25,44,53,63,76,80,83,86,87,8 | 12
8,99
Trichosporon 18,21, 31,38,67,71,85,93
Saccharomyces 26,90 2
Cryptococcus 30 1
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Cizelge 4.8. (Devam) Cesitli isletmelerden toplanan ¢ig siit 6rneklerinin toplandiklari
yerlere gore dagilimi, izole edilen cinsleri

Yore Cins Ornek no Toplam
izolat sayisi
Antalya Candida 2,29.39,49,56,66,75 7
Trichosporon 23 1
Saccharomyces 47 1
Kirikkale Candida 32,34,40,59,64,74 6
Trichosporon 7 1
Cryptococcus 43 1
Kayseri Rhodotorula 60 1
Candida 69 1
Konya Candida 58 1
Toplam | 73

Arastirmada Ankara yoresinden 33 6rnek calisilmistir. Bu 6rneklerden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilimi Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Ankara yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no Izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
12 Sac. cerevisia
15 C.kefyr
18 Tri.capitatum
21 Tri.beigelii
25 C.guiliermondii
26 Sac. Cerevisia
30 Cr.neoformans
31 Tri.beigelii
38 Tri.capitatum
44 C.rugosa
53 C.kefyr
63 C. lipolytica
67 Tri.beigelii
71 Tri.beigelii
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Cizelge 4.9. (Devam) Ankara yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

76 C.lipolytica
80 C. lipolytica
83 C.kefyr
84 Rho.rubra
85 Tri.beigelii
86 C.lipolytica
87 C.lipolytica
88 C.guiliermondii
90 Sac.cerevisiae
93 Tri.capitatum
99 C.kefyr
Toplam 25

Cizelge 4.9. incelendiginde Ankara ydresinden calisilan 33 6rnegin 25’indan izolat
elde edilmistir. Diger 8 Ornekte maya ve maya benzerlerine rastlanmamustir.

Arastirmada Ankara yoresinde en yaygin olarak Candida tiirlerine rastlanmugtir.

Arastirmada Burdur yoresinden 34 6rnek ¢alisiimistir. Bu 6rneklerden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilimi Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Burdur y6resinden izole edilen maya ve maya benzeri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no Izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
3 Cr.neoformans
10 C.kefyr
11 C.kefyr
13 Tri.beigelii
14 Tri.beigelii
15 Sac.cerevisia
17 C.guiliermondii
19 Cr.neoformans
20 C.guiliermondii
22 C.lipolytica
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Cizelge 4.10. (Devam) Burdur yoresinden izole edilen maya ve maya benzeri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
24 Tri.beigelii
27 Tri.capitatum
28 Sac.cerevisia
33 Cr.neoformans
35 Sac.cerevisia
41 Tri.capitatum
42 C.lipolytica
46 C.lipolytica
48 Tri.beigelii
50 C.kefyr
52 C.kefyr
57 C.guiliermondii
65 Tri.beigelii
68 Sac. cerevisiae
72 C.lipolytica
100 Rho.rubra
Toplam 26

Cizelge 4.10. incelendiginde Burdur yoresinden ¢alisilan 34 6rnegin 26’sindan izolat
elde edilmistir. Diger 8 Ornekte maya ve maya benzerlerine rastlanmamustir.

Arastirmada Burdur yoresinde en yaygin olarak Candida tiirlerine rastlanmstir.

Arastirmada Antalya yoresinden 15 ornek calisilmigtir. Bu 6rneklerden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilimi Cizelge 4.11 verilmistir.

Cizelge 4.11. Antalya yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no Izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
2 C.kefyr
8 Cr. neoformans
23 Tri.capitatum
29 C.intermedia
39 C.rugosa
47 Sac.cerevisiae
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Cizelge 4.11. (Devam) Antalya yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

49 C. lipolytica
56 C. lipolytica
62 Cr. albidus
66 C.kefyr
75 C.lusitaniae
Toplam 11

Cizelge 4.11. incelendiginde Antalya yoresinden ¢alisilan 15 6rnegin 11’inden izolat
elde edilmistir. Diger 4 Ornekte maya ve maya benzerlerine rastlanmamuistir.

Aragtirmada Antalya yoresinde en yaygin olarak Candida tiirlerine rastlanmistir.

Arastirmada Kirikkale yoresinden 11 6rnek calisilmistir. Bu 6rneklerden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilimi Cizelge 4.12 verilmistir.

Cizelge 4.12. Kirikkale yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
7 Tri.capitatum
40 C.kefyr
32 C.lipolytica
34 C.intermedia
43 Cr. neoformans var uniguttulatus
59 C.kefyr
64 C.guiliermondii
74 C.rugosa

Cizelge 4.12. incelendiginde Kirikkale yoresinden ¢alisilan 11 6rnegin 8’inden izolat
elde edilmigtir. Diger 3 Ornekte maya ve maya benzerlerine rastlanmamustir.

Aragtirmada Kirikkale yoresinde en yaygin olarak Candida tiirlerine rastlanmustir.

Arastirmada Kayseri yoresinden 4 6rnek c¢alisilmistir. Bu 6rneklerden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilimi ¢izelge 4.13 verilmistir.
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Cizelge 4.13. Kayseri yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
60 R.rubra
69 C.intermedia

Cizelge 4.13. incelendiginde Kayseri yoresinden caligilan 4 6rnegin 2’sinden izolat

elde edilmistir. Diger 2 6rnekte maya ve maya benzerlerine rastlanmamustir.

Arastirmada Konya ydresinden 3 ornek caligilmistir. Bu 6rneklerden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilimi Cizelge 4.14 verilmistir.

Cizelge 4.14. Konya yoresinden izole edilen maya ve maya benzerleri
mikroorganizmalarin dagilimi

Ornek no Izole edilen maya ve maya
benzeri mikroorganizmalar
58 C.kefyr

Cizelge 4.14. incelendiginde Konya yoresinden calisilan 3 6rnegin 1’inden izolat

elde edilmistir. Diger 1 6rnekte maya ve maya benzerlerine rastlanmamustir.

4.1. Biyofilm Calismasi

Calismada Ankara’da cesitli siit isletmelerine gelen 100 adet ¢ig siit 6rnegi alinarak
maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin izolasyonu ve adlandirmasi yapilmstir.
Izole edilen Candida, Trichosporon, Saccharomyces, Cryptococcus, Rhodotorula
cinsine ait tiirlerde biyofilm varligi arastirilmistir. Mikroorganizmalarda biyofilm

varlig1 kristal viyole yontemi ile ¢alisilmigtir.

4.1.1. Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan calisma

Aragtirmamizda biyofilm varlig1 Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 48. ve 72.

Saatler sonunda 490 nm ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda
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okutularak degerlendirilmistir. Maya ve maya benzeri mikroorganizmalar 48 ve 72
saat sonunda daha kuvvetli iiredikleri i¢in biyofilm calismasi da 48 ve 72 saatler
sonunda degerlendirmeye alinmustir. 37 Candida, 17 Trichosporon, 8
Saccharomyces, 8 Cryptococcus, 3 Rhodotorula izolatinda kristal viyole yontemi ile

48 ve 72 saat sonunda elde edilen sonuclar Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm
calismasinda 48 ve 72 saatlik siire sonunda elde edilen sonuclar

BIYOFILM
[ZOLAT

POZITIF NEGATIF | POZITIF NEGATIF

(48 saat) (48 saat) (72 saat) (72 saat)
Candida 19 18 22 15
Trichosporon 9 8 12 5
Saccharomyces 7 1 7 1
Cryptococcus 5 3 5 3
Rhodotorula 2 1 3 0
Toplam 42 31 49 24

Cizelge 4.15’e gore arastirmada Candida cinsinin 48 saat sonraki degerlendirmesinde
19 biyofilm pozitif olarak bulunurken, 72 saat sonraki degerlendirmesinde 22
biyofilm pozitif bulunmustur. Trichosporon cinsinin 48 saat degerlendirmesinde 9
biyofilm pozitif, 72 saat degerlendirmesinde 12 biyofilm pozitif tespit edilmistir.
Saccharomyces cinsinin 48 saat degerlendirmesinde 7(%) biyofilm pozitif, 72 saat
degerlendirmesinde 7 biyofilm pozitif tespit edilmistir. Cryptococcus cinsinin 48 saat
degerlendirmesinde 5 biyofilm pozitif, 72 saat degerlendirmesinde 5 biyofilm pozitif
tespit edilmistir. Rhodotorula cinsinin 48 saat degerlendirmesinde 2 biyofilm pozitif,
72 saat degerlendirmesinde 3 biyofilm pozitif tespit edilmistir(Sekil 4.5).Sonuglara

gbre maya ve maya benzerlerinde 72 saatsonunda biyofilm varliginda artis olmustur.
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Biyofilm pozitif
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Sekil 4.5. izole edilen cinslerin 48 ve 72 saate gore biyofilm varhig

48 saatlik ve 72 saatlik degerlendirme sonuglari

Izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin biyofilm varligmin, kristal
viyole boyar maddesi kullanilarak, 48 saat sonunda, 490 nm. ve 540 nm dalga
boyunda spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin,
izolasyonu yapilan maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin tiirlerine gore

dagilimi Cizelge 4.16°da gosterilmistir.

Cizelge 4.16. Izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin tiirlerindeki
biyofilm varliginin kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 48 saat
sonunda, 490 nm. dalga boyunda spektrofotometre cihazinda yapilan
okutulmasi sonucu elde edilen degerler

Izolat no | Izole edilen maya ve maya benzeri Spektrofotometre’de elde
mikrrorganizmalar edilen ortalama degerler
490nm 540nm
2 C.kefyr 0,117 0,127
3 Cr. neoformans 0,140 0,128
7 Tri.capitatum 0,116 0,120
8 Cr.neoformans 0,110 0,105




Cizelge 4.16 (Devam) Izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin

tiirlerindeki biyofilm varliginin kristal viyole boyar maddesi
kullanilarak 48 saat sonunda, 490 nm. dalga boyunda spektrofotometre

cihazinda yapilan okutulmasi sonucu elde edilen degerler
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10 C.kefyr 0,082 0,094
11 C.kefyr 0,075 0,081
12 Sac.cerevisiae 0,092 0,090
13 Tri.beigelii 0,093 0,127
14 Tri.beigelii 0,122 0,096
15 C.kefyr 0,086 0,091
16 Sac.cerevisiae 0,123 0,133
17 C.guiliermondii 0,088 0,093
18 Tri.capitatum 0,101 0,138
19 Cr.neoformans 0,150 0,111
20 Cr.neoformans 0,086 0,092
21 Tri.beigelii 0,076 0,088
22 C.lipolytica 0,072 0,090
23 Tri.capitatum 0,103 0,111
24 Tri.beigelii 0,083 0,089
25 C.guiliermondii 0,154 0,122
26 Sac.cerevisiae 0,122 0,101
27 Tri.capitatum 0,093 0,104
28 Sac.cerevisiae 0,093 0,102
29 C.intermedia 0,094 0,116
30 Cr.neoformans 0,156 0,152
31 Tri.beigelii 0,078 0,083
32 C.lipolytica 0,067 0,072
33 Cr.neoformans 0,143 0,124
34 C.intermedia 0,136 0,116
35 Sac.cerevisiae 0,085 0,093
38 Tri.capitatum 0,105 0,126
39 C.rugosa 0,092 0,094
40 C.kefyr 0,085 0,081
41 Tri.capitatum 0,089 0,094
42 C.lipolytica 0,074 0,072
43 Cr.neoformans var uniguttulatus 0,080 0,086
44 C.rugosa 0,122 0,128
46 C.lipolytica 0,134 0,141
47 Sac.cerevisiae 0,103 0,096
48 Tri.beigelii 0,125 0,110
49 C.lipolytica 0,072 0,081
50 C.kefyr 0,095 0,116
52 C.kefyr 0,152 0,164
53 C.kefyr 0,124 0,116
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Cizelge 4.16 (Devam) Izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin
tiirlerindeki biyofilm varliginin kristal viyole boyar maddesi
kullanilarak 48 saat sonunda, 490 nm. dalga boyunda spektrofotometre
cihazinda yapilan okutulmasi sonucu elde edilen degerler

56 C.lipolytica 0,097 0,110
57 C.guiliermondii 0,126 0,112
58 C.kefyr 0,072 0,094
59 C.kefyr 0,115 0,112
60 Rho.rubra 0,073 0,068
62 Cr.albidus 0,171 0,162
63 C. lipolytica 0,130 0,124
64 C.guiliermondii 0,117 0,113
65 Tri.beigelii 0,075 0,085
66 C.kefyr 0,065 0,070
67 Tri.beigelii 0,082 0,090
68 Sac.cerevisiae 0,087 0,088
69 C.intermedia 0,079 0,092
71 Tri.beigelii 0,074 0,064
72 C.lipolytica 0,071 0,089
73 C.rugosa 0,052 0,061
74 C.rugosa 0,062 0,068
75 C.lusitaniae 0,086 0,089
76 C.lipolytica 0,132 0,139
80 C.lipolytica 0,115 0,126
83 C.kefyr 0,080 0,093
84 Rho.rubra 0,141 0,159
85 Tri.beigelii 0,082 0,076
86 C.lipolytica 0,116 0,098
87 C.lipolytica 0,101 0,099
90 Sac.cerevisiae 0,100 0,121
93 Tri.capitatum 0,126 0,131
99 C.kefyr 0,167 0,171
100 Rho.rubra 0,223 0,310

Esik deger(cut off) 0,091 0,095

Cizelge 4.16°da, spektrofotometrik okuma degerleri hem 490 nm dalga boyunda
hemde 540 nm dalga boyunda 48 saat sonunda elde edilen spektrofotometrik okuma
degerleri goriilmektedir. 490 nm dalga boyunda yapilan ¢alisma sirasinda, kontrol
amaclt kullanilan kuyucuklarin, spektrofotometre ile elde edilen sonuglarinin
ortalamasi olan esik deger(cut off) 0,091 olarak belirlenmistir. Bu degere gore,
yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar “pozitif” (++), “ zayif pozitif” (+) ve

“negatif” (-) olarak smiflandirilmigtir. Bu siniflandirma i¢in 0,091 esik degerinden
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diisiik elde edilen degerler (-), 0,091 — 0,182 aralifinda elde edilen degerler (+),
0,182-0,364 araliginda elde edilen degerler(++) olarak kabul edilmistir.

540 nm dalga boyunda yapilan calisma sirasinda, kontrol amacgli kullanilan
kuyucuklarin, spektrofotometre ile elde edilen sonuglarmin ortalamasi olan esik
deger(cut off) 0,095 olarak belirlenmistir. Bu degere gore, yapilan calismada elde

3

edilen sonuglar “pozitif” (++), “ zayif pozitif” (+) ve “negatif” (-) olarak
simiflandirilmigtir. Bu smiflandirma igin 0,095 esik degerinden diisiik elde edilen
degerler (-), 0,095 — 0,190 araliginda elde edilen degerler (+),0,190-0,380 araliginda

elde edilen degerler(++) olarak kabul edilmistir.

490 nm ve 540 nm dalga boyunda elde edilen verilerin “pozitif”, « zayif pozitif” ve
“negatif” olarak siiflandirilmasiyla ortaya ¢ikan biyofilm degerlendirmesi sonuglari

Cizelge 4.17°de gosterilmistir.

Cizelge 4.17. 1zole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole kullamilarak,
490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire
sonunda elde edilen sonuglari

Izolat no | Izole edilen maya ve maya benzeri Biyofilm varhig
mikroorganizmalar
490nm 540nm

2 C.kefyr + +

3 Cr. neoformans + +

7 Tri.capitatum + +

8 Cr.neoformans + +

10 C.kefyr - -

11 C.kefyr - -

12 Sac.cerevisiae + +

13 Tri.beigelii + +

14 Tri.beigelii + +

15 C.kefyr - -

16 Sac.cerevisiae + +

17 C.guiliermondii - -

18 Tri.capitatum + +

19 Cr.neoformans + +

20 Cr.neoformans - -




Cizelge 4.17. (Devam) izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole
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kullanilarak, 490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 48

saatlik siire sonunda elde edilen sonuglari

21 Tri.beigelii - -
22 C.lipolytica - -
23 Tri.capitatum + +
24 Tri.beigelii - -
25 C.guiliermondii + +
26 Sac.cerevisiae + +
27 Tri.capitatum + +
28 Sac.cerevisiae + +
29 C.intermedia + +
30 Cr.neoformans + +
31 Tri.beigelii - -
32 C.lipolytica - -
33 Cr.neoformans + +
34 C.intermedia + +
35 Sac.cerevisiae - -
38 Tri.capitatum + +
39 C.rugosa + +
40 C.kefyr - -
41 Tri.capitatum - -
42 C.lipolytica - -
43 Cr.neoformans var uniguttulatus - -
44 C.rugosa + +
46 C.lipolytica + +
47 Sac.cerevisiae + +
48 Tri.beigelii + +
49 C.lipolytica - -
50 C.kefyr + +
52 C.kefyr + +
53 C.kefyr + +
56 C.lipolytica + +
57 C.guiliermondii + +
58 C.kefyr - -
59 C.kefyr - -
60 Rho.rubra + +
62 Cr.albidus - -
63 C. lipolytica + +
64 C.guiliermondii + +
65 Tri.beigelii - -
66 C.kefyr - -
67 Tri.beigelii - -
68 Sac.cerevisiae - -
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Cizelge 4.17. (Devam) izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole
kullanilarak, 490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 48
saatlik siire sonunda elde edilen sonuglari

69 C.intermedia - -
71 Tri.beigelii - -
72 C.lipolytica - -
73 C.rugosa -

74 C.rugosa - -
75 C.lusitaniae - -
76 C.lipolytica + +
80 C.lipolytica + +
83 C.kefyr - -
84 Rho.rubra + +
85 Tri.beigelii - -
86 C.lipolytica + +
87 C.lipolytica + +
90 Sac.cerevisiae + +
93 Tri.capitatum + +
99 C.kefyr + +
100 Rho.rubra ++ ++
Toplam 71

Bu degerlendirmeye gore 490 nm ve 540 nm dalga boyunda biyofilm pozitif olarak
tespit edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin 42’si (%57) pozitif (+) ve
31’s1 (43%) negatif (-) olarak tespit edilmistir. Pozitif (+) ve negatif (-) tespit edilen

maya ve maya benzerleri Sekil 4.6’da gdsterilmistir.

m Biyofilm pozitif = Biyofilm negatif

Sekil 4.6. Maya ve maya benzerlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. ve 540 nm. dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varlig1 % orani
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Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm c¢alismasinda, 48 saatlik
siire sonunda yapilan spektrofotometrik degerlendirmede toplam 73 izolatin 42’sinde
(%357) biyofilm varlig: tespit edilmistir. Biyofilm varlig1 tespit edilen bu 42 izolatin
19°u (%45) Candida, 9°u (%22) Trichosporon, 7’si (%16) Saccharomyces, 5’1 (%12)
Cryptococcus ve 2’si (%5) Rhodotorula izolatidir (Sekil4.7).

Biyofilm pozitif

W Candida ® Trichopsoron ® Saccharomyces M Cryptococcus M Rhodotorula

5%

Sekil 4.7. Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm ¢alismasinda 48
saatlik siire sonunda spektrofotometrik degerlendirme ile elde edilen
sonuglarin, cinslere gore dagilinu

Izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin biyofilm varliginn, kristal

viyole boyar maddesi kullanilarak, 72 saat sonunda, 490 nm. ve 540 nm dalga

boyunda spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin,
izolasyonu yapilan maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin tiirlerine gore

dagilimi Cizelge 4.18’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.18. izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole kullanilarak,
490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire

sonunda elde edilen sonuglari

Izolat no | Izole edilen maya ve maya benzeri Spektrofotometre’de elde

mikroorganizmalar edilen ortalama degerler

490nm 540nm
2 C.kefyr 0,242 0,256
3 Cr. neoformans 0,288 0,291
7 Tri.capitatum 0,145 0,134
8 Cr.neoformans 0,112 0,134
10 C.kefyr 0,065 0,076
11 C.kefyr 0,072 0,086
12 Sac.cerevisiae 0,123 0,121
13 Tri.beigelii 0,098 0,087
14 Tri.beigelii 0,111 0,139
15 C.kefyr 0,064 0,075
16 Sac.cerevisiae 0,108 0,124
17 C.guiliermondii 0,072 0,055
18 Tri.capitatum 0,112 0,114
19 Cr.neoformans 0,158 0,169
20 Cr.neoformans 0,070 0,080
21 Tri.beigelii 0,062 0,052
22 C.lipolytica 0,081 0,086
23 Tri.capitatum 0,186 0,201
24 Tri.beigelii 0,071 0,061
25 C.guiliermondii 0,139 0,148
26 Sac.cerevisiae 0,117 0,129
27 Tri.capitatum 0,104 0,093
28 Sac.cerevisiae 0,110 0,123
29 C.intermedia 0,129 0,142
30 Cr.neoformans 0,172 0,187
31 Tri.beigelii 0,078 0,083
32 C.lipolytica 0,069 0,081
33 Cr.neoformans 0,154 0,144
34 C.intermedia 0,162 0,148
35 Sac.cerevisiae 0,087 0,089
38 Tri.capitatum 0,154 0,165
39 C.rugosa 0,092 0,094
40 C.kefyr 0,071 0,088
41 Tri.capitatum 0,101 0,123
42 C.lipolytica 0,078 0,076
43 Cr.neoformans var uniguttulatus 0,055 0,067
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Cizelge 4.18. (Devam) izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole
kullanilarak, 490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 48
saatlik siire sonunda elde edilen sonuglari

44 C.rugosa 0,127 0,135
46 C.lipolytica 0,137 0,134
47 Sac.cerevisiae 0,105 0,119
48 Tri.beigelii 0,134 0,132
49 C.lipolytica 0,065 0,067
50 C.kefyr 0,098 0,117
52 C.kefyr 0,166 0,179
53 C.kefyr 0,096 0,101
56 C.lipolytica 0,116 0,102
57 C.guiliermondii 0,119 0,126
58 C.kefyr 0,071 0,080
59 C.kefyr 0,129 0,139
60 Rho.rubra 0,086 0,092
62 Cr.albidus 0,077 0,082
63 C. lipolytica 0,155 0,177
64 C.guiliermondii 0,131 0,127
65 Tri.beigelii 0,071 0,062
66 C.kefyr 0,061 0,067
67 Tri.beigelii 0,126 0,128
68 Sac.cerevisiae 0,071 0,080
69 C.intermedia 0,079 0,081
71 Tri.beigelii 0,058 0,076
72 C.lipolytica 0,122 0,116
73 C.rugosa 0,076 0,079
74 C.rugosa 0,055 0,071
75 C.lusitaniae 0,077 0,081
76 C.lipolytica 0,210 0,254
80 C.lipolytica 0,144 0,136
83 C.kefyr 0,074 0,087
84 Rho.rubra 0,134 0,142
85 Tri.beigelii 0,078 0,082
86 C.lipolytica 0,086 0,091
87 C.lipolytica 0,314 0,437
90 Sac.cerevisiae 0,159 0,177
93 Tri.capitatum 0,123 0,111
99 C.kefyr 0,198 0,183
100 Rho.rubra 0,312 0,325

Esik deger(cut off) 0,079 0,084
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Cizelge 4.18°de, spektrofotometrik okuma degerleri hem 490 nm dalga boyunda
hemde 540 nm dalga boyunda 72 saat sonunda elde edilen spektrofotometrik okuma
degerleri goriilmektedir. 490 nm dalga boyunda yapilan ¢alisma sirasinda, kontrol
amagli kullanilan kuyucuklarin, spektrofotometre ile elde edilen sonuglarinin
ortalamasi olan esik deger (cut off) 0,079 olarak belirlenmistir. Bu degere gore,

3

yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar “pozitif” (++), “ zayif pozitif” (+) ve
“negatif” (-) olarak smiflandirilmigtir. Bu siniflandirma i¢in 0,079 esik degerinden
diisiik elde edilen degerler (-), 0,079 — 0,158 araliginda elde edilen degerler (+),

0,158-0,316 araliginda elde edilen degerler(++) olarak kabul edilmistir.

540 nm dalga boyunda yapilan calisma sirasinda, kontrol amach kullanilan
kuyucuklarin, spektrofotometre ile elde edilen sonuglarmmin ortalamasi olan esik
deger(cut off) 0,095 olarak belirlenmistir. Bu degere gore, yapilan caligmada elde

3

edilen sonuglar “pozitif” (++), “ zayif pozitif” (+) ve “negatif’ (-) olarak
simiflandirilmigtir. Bu smiflandirma i¢in 0,084 esik degerinden diisiik elde edilen
degerler (-), 0,084 — 0,168 araliginda elde edilen degerler (+),0,168-0,336 araliginda

elde edilen degerler(++) olarak kabul edilmistir.

490 nm ve 540 nm dalga boyunda elde edilen verilerin “pozitif”, “ zayif pozitif” ve
“negatif” olarak siiflandirilmasiyla ortaya ¢ikan biyofilm degerlendirmesi sonuglari

Cizelge 4.19°da gosterilmistir.

Cizelge 4.19. izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole kullamlarak,
490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 72 saatlik siire
sonunda elde edilen sonuglari

Izolat no | izole edilen maya ve maya benzeri Biyofilm varhgi
mikrrorganizmalar
490nm 540nm

2 C.kefyr ++ ++

3 Cr. neoformans ++ ++

7 Tri.capitatum + +

8 Cr.neoformans + +

10 C.kefyr - -




Cizelge 4.19. (Devam) izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole
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kullanilarak, 490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 72

saatlik siire sonunda elde edilen sonuglari

11 C.kefyr - -
12 Sac.cerevisiae + +
13 Tri.beigelii + +
14 Tri.beigelii + +
15 C.kefyr - -
16 Sac.cerevisiae + +
17 C.guiliermondii - -
18 Tri.capitatum + +
19 Cr.neoformans + +
20 Cr.neoformans - -
21 Tri.beigelii - -
22 C.lipolytica +

23 Tri.capitatum ++ ++
24 Tri.beigelii - -
25 C.guiliermondii + +
26 Sac.cerevisiae + +
27 Tri.capitatum + +
28 Sac.cerevisiae + +
29 C.intermedia + +
30 Cr.neoformans ++ ++
31 Tri.beigelii + +
32 C.lipolytica - -
33 Cr.neoformans + +
34 C.intermedia + +
35 Sac.cerevisiae + +
38 Tri.capitatum + +
39 C.rugosa + +
40 C.kefyr -
41 Tri.capitatum

42 C.lipolytica - -
43 Cr.neoformans var uniguttulatus - -
44 C.rugosa + +
46 C.lipolytica + +
47 Sac.cerevisiae + +
48 Tri.beigelii + +
49 C.lipolytica - -
50 C.kefyr + +
52 C.kefyr + +
53 C.kefyr + +
56 C.lipolytica + +
57 C.guiliermondii + +
58 C.kefyr - -
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Cizelge 4.19. (Devam) izole edilen maya ve maya benzeri tiirlerde, kristal viyole
kullanilarak, 490 nm. ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede 72
saatlik siire sonunda elde edilen sonuglari

59 C.kefyr + +
60 Rho.rubra + +
62 Cr.albidus - -
63 C. lipolytica + +
64 C.guiliermondii + +
65 Tri.beigelii - -
66 C.kefyr - -
67 Tri.beigelii + +
68 Sac.cerevisiae - -
69 C.intermedia + +
71 Tri.beigelii - -
72 C.lipolytica - -
73 C.rugosa - -
74 C.rugosa - -
75 C.lusitaniae - -
76 C.lipolytica ++ ++
80 C.lipolytica + +
83 C.kefyr - -
84 Rho.rubra + +
85 Tri.beigelii -

86 C.lipolytica +

87 C.lipolytica ++ ++
90 Sac.cerevisiae + +
93 Tri.capitatum + +
99 C.kefyr ++ ++
100 Rho.rubra ++ ++
Toplam 71

Bu degerlendirmeye gore 490 nm ve 540 nm dalga boyunda biyofilm pozitif olarak
tespit edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin 49°u (%67) pozitif (+) ve
24’1 (33%) negatif (-) olarak tespit edilmistir. Pozitif (+) ve negatif (-) tespit edilen

maya ve maya benzerleri Sekil 4.8’de gdsterilmistir.
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®m Biyofilm pozitif  m Biofilm negatif

Sekil 4.8. Maya ve maya benzerlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. ve 540 nm. dalga boyunda 72 saat sonunda biyofilm varlig1 % orani

Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm ¢alismasinda, 72 saatlik
stire sonunda yapilan spektrofotometrik degerlendirmede toplam 73 izolatin 49’unda
(%67) biyofilm varlig: tespit edilmistir. Biyofilm varlig1 tespit edilen bu 49 izolatin
22’si (%45) Candida, 12’si (%22) Trichosporon, 7°si (%16) Saccharomyces, 5’i
(%12) Cryptococcus ve 3’1 (%5) Rhodotorula izolatidir(Sekil4.9).

Rhodotorula BiyOfilm pOZitif
6%

Cryptococcus
10%

Saccharomyces
14%

Sekil 4.9. Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm ¢alismasinda 48
saatlik siire sonunda spektrofotometrik degerlendirme ile elde edilen
sonuglarin, cinslere gore dagilin



Izole edilen Candida cinsi
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mayalarda biyofilm varliginin, kristal viyole boyar

maddesi kullanilarak, 48 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.20° de gosterilmistir.

Cizelge 4.20. Izole edilen Candida tiirlerinde, kristal viyole kullanilarak, 490 ve 540
nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire sonunda elde
edilen sonuglar ve biyofilm varlig1

Izolat no | Izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varligi
elde edilen deger(48
saat)
490nm 540nm
2 C.kefyr 0,117 0,127 +
10 C.kefyr 0,082 0,094 -
11 C.kefyr 0,075 0,081 -
15 C.kefyr 0,086 0,091 -
17 C.guiliermondii 0,088 0,093 -
22 C.lipolytica 0,072 0,090 -
25 C.guiliermondii 0,154 0,122 +
29 C.intermedia 0,094 0,116 +
32 C.lipolytica 0,067 0,072 -
34 C.intermedia 0,136 0,116 +
39 C.rugosa 0,092 0,094 -
40 C.kefyr 0,085 0,081 -
42 C.lipolytica 0,074 0,072 -
44 C.rugosa 0,122 0,128 +
46 C.lipolytica 0,134 0,141 +
49 C.lipolytica 0,072 0,081 -
50 C.kefyr 0,095 0,116 +
52 C.kefyr 0,152 0,164 +
53 C.kefyr 0,124 0,116 +
56 C.lipolytica 0,097 0,110 +
57 C.guiliermondii 0,126 0,112 +
58 C.kefyr 0,072 0,094 -
59 C.kefyr 0,115 0,112 +
63 C. lipolytica 0,130 0,124 +
64 C.guiliermondii 0,117 0,113 +
66 C.kefyr 0,065 0,070 -
69 C.intermedia 0,079 0,092 -
72 C.lipolytica 0,071 0,089 -
73 C.rugosa 0,052 0,061 -
74 C.rugosa 0,062 0,068 -
75 C.lusitaniae 0,086 0,089 -
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Cizelge 4.20. (Devam) izole edilen Candida tiirlerinde, kristal viyole kullanilarak,
490 ve 540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire
sonunda elde edilen sonuglar ve biyofilm varlig

76 C.lipolytica 0,132 0,139 +

80 C.lipolytica 0,115 0,126 +

83 C.kefyr 0,080 0,093 -

86 C.lipolytica 0,116 0,098 +

87 C.lipolytica 0,101 0,099 +

99 C.kefyr 0,167 0,171 +
Esik deger 0,091 0,095

Biyofilm varlig1 arastirmasinda, kristal viyole kullanilarak, 48 saatlik siire sonunda
yapilan spektrofotometrik okumada izole edilen toplam 37 Candida cinsi mayanin
19°u (%51) Biyofilm pozitif, 18’1 (%49) biyofilm negatif olarak bulunmustur (Sekil
4.10.).

Candida Biyofilm

M Pozitif m Negatif

Sekil 4.10. Candida cinsi mayalarin biyofilm varliginin % orani

Biyofilm varliginin ¢alisildig1 toplam 37 Candida izolatinin 12’sini olusturan C.kefyr
tiiriniin 6’s1 biyofilm pozitif, 6’s1 biyofilm negatif olarak tespit edilmistir. izole
edilen 11 C.lipolytica tiriiniin ise 7’si biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, 4’0
biyofilm negatif olarak tespit edilmistir. izole edilen 5 C.guiliermondii tiiriiniin ise

3’10 biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, 2’si biyofilm negatif olarak tespit
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edilmistir. Izole edilen 4 C.rugosa tiiriiniin ise 1’i biyofilm pozitif olarak tespit
edilirken, 3’ii biyofilm negatif olarak tespit edilmistir Izole edilen 3 C.intermedia
tiiriiniin ise 2’si biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, 1’1 biyofilm negatif olarak
tespit edilmistir. Izole edilen 2 C.lusitaniae tiiriiniin ise 2’si de biyofilm negatif

olarak tespit edilmistir. (Sekil 4.11.).Cizelge 4.21.

Cizelge 4.21. Candida tiirlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490 nm.
dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varligi

BiYOFILM
IZOLAT
POZITIF NEGATIF
C.kefyr 6 6
C.lipolytica 7 4
C.guiliermondii 3 2
C.rugosa | 3
C.intermedia 2 1
C.lusitaniae 0 2

B Biyofilm Pozitif

M Biyofilm Negatif

QO = N w B U O ~
1

Sekil 4.11. Candida tiirlerinde biyofilm dagilin

Cig siit orneklerinden izole edilen 12 C.kefyr tiiriiniin 6’sinda (%50) kristal viyole
kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varligi tespit edilirken 6’sinda (%50) biyofilm
varhigi tespit edilememistir (Sekil 4.12).
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Cig siit orneklerinden izole edilen 11 C.lipolytica tiriiniin 7’sinde (%57) kristal
viyole kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilirken 5’inde (%43)
biyofilm varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.12)

Cig siit orneklerinden izole edilen 5 C.guiliermondii tiirinlin 3’linda (%60) kristal
viyole kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilirken 2’sinde (%40)
biyofilm varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.12).

Cig siit orneklerinden izole edilen 4 C.rugosa tiiriiniin 1’inde (%25) kristal viyole
kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig tespit edilirken 3’tinde (%75) biyofilm
varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.12).

Cig siit orneklerinden izole edilen 3 C.intermedia tiiriiniin 2’sinde (%67) kristal
viyole kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilirken 1’inde (%33)
biyofilm varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.12).

Cig siit orneklerinden izole edilen 2 C.lusitaniae tiiriiniin 2’sinde de (%100) kristal

viyole kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.12).

m Biyofilm Pozitif ~ m Biyofilm negatif

100

Sekil 4.12. Candida tiirlerinde biyofilm varliginin % dagilimi
y g g
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Izole edilen Candida cinsi mayalarda biyofilm varligmm, kristal viyole boyar
maddesi kullanilarak, 72 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.22° de gosterilmigtir.

Cizelge 4.22. 1zole edilen Candida tiirlerinde, kristal viyole kullanilarak, 490 ve 540
nm.dalga boyunda spektrofotometrede 72 saatlik siire sonunda elde
edilen sonuglar ve biyofilm varlig1

Izolat no | Izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varhg:
elde edilen deger(48
saat)
490nm 540 nm

2 C.kefyr 0,242 0,256 ++
10 C.kefyr 0,098 0,100 -
11 C.kefyr 0,072 0,086 -
15 C.kefyr 0,064 0,075 -
17 C.guiliermondii 0,072 0,055 -
22 C.lipolytica 0,081 0,086 +
25 C.guiliermondii 0,139 0,148 +
29 C.intermedia 0,129 0,142 +
32 C.lipolytica 0,069 0,081 -
34 C.intermedia 0,162 0,148 +
39 C.rugosa 0,070 0,069 +
40 C.kefyr 0,071 0,088 -
42 C.lipolytica 0,078 0,076 -
44 C.rugosa 0,127 0,135 +
46 C.lipolytica 0,137 0,134 +
49 C.lipolytica 0,065 0,067 +
50 C.kefyr 0,098 0,117 +
52 C.kefyr 0,166 0,179 +
53 C.kefyr 0,096 0,101 +
56 C.lipolytica 0,116 0,102 +
57 C.guiliermondii 0,119 0,126 +
58 C.kefyr 0,098 0,116 -
59 C.kefyr 0,129 0,139 +
63 C. lipolytica 0,155 0,177 +
64 C.guiliermondii 0,131 0,127 +
66 C.kefyr 0,061 0,067 -
69 C.intermedia 0,079 0,081 +
72 C.lipolytica 0,122 0,116 -
73 C.rugosa 0,076 0,079 -
74 C.rugosa 0,055 0,071 -
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Cizelge 4.22. (Devam) izole edilen Candida tiirlerinde, kristal viyole kullanilarak,
490 ve 540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 72 saatlik siire
sonunda elde edilen sonuglar ve biyofilm varlig

75 C.lusitaniae 0,077 0,081 -
76 C.lipolytica 0,210 0,254 ++
80 C.lipolytica 0,144 0,136 +
83 C.kefyr 0,074 0,087 -
86 C.lipolytica 0,086 0,091 +
87 C.lipolytica 0,314 0,437 ++
99 C.kefyr 0,198 0,183 ++
Esik deger 0,079 0,084

Biyofilm varlig1 arastirmasinda, kristal viyole kullanilarak, 72 saatlik siire sonunda
yapilan spektrofotometrik okumada izole edilen toplam 37 Candida cinsi mayanin
22’s1 (%51) Biyofilm pozitif, 15’1 (%49) biyofilm negatif olarak bulunmustur (Sekil
4.13.).

Candida biyofilm

H Biyofilm pozitif  ® Biofilm negatif

Sekil 4.13. Candida cinsi mayalarin biyofilm varliginin % orani

Biyofilm varliginin ¢alisildigi toplam 37 Candida izolatinin 12’sini olusturan C.kefyr
tiiriniin 6’s1 biyofilm pozitif, 6’s1 biyofilm negatif olarak tespit edilmistir. izole
edilen 11 C.lipolytica tiiriiniin ise 8’1 biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, 3’1
biyofilm negatif olarak tespit edilmistir. izole edilen 5 C.guiliermondii tiiriiniin ise

3’ii biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, 2’si biyofilm negatif olarak tespit
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edilmistir. izole edilen 4 C.rugosa tiiriiniin ise 2’si biyofilm pozitif olarak tespit
edilirken, 2’si biyofilm negatif olarak tespit edilmistir izole edilen 3 C.intermedia
tiiriiniin ise 3’ii de biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir. izole edilen 2 C.lusitaniae
tiiriiniin ise 2’si de biyofilm negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.14.) (Cizelge
4.23).

Cizelge 4.23. Candida tiirlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490 nm.
dalga boyunda 72 saat sonunda biyofilm varligi

BiYOFILM
IZOLAT
POZITIF NEGATIF
C.kefyr 6 6
C.lipolytica 8 3
C.guiliermondii 3 2
C.rugosa 2 2
C.intermedia 3 0
C.lusitaniae 0 2

8 -
7 -
6 -
i
4 -
3 m Biyofilm pozitif
2 4 M Biyofilm negatif
1 -t
0 I Ll I I L 1
& N < 2 > %
A R S
(& & o & g AN
\er\ ‘\Q & < \\)"
\L>\ < (J{s\ (&
1.2

Sekil 4.14. Candida tiirlerinde biyofilm dagilin

Cig siit orneklerinden izole edilen 12 C.kefyr tiiriiniin 6’sinda (%50) kristal viyole
kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilirken 6’sinda (%50) biyofilm
varlig1 tespit edilememistir(Sekil 4.15).
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Cig siit orneklerinden izole edilen 11 C./ipolytica tiiriiniin 8’inde (%72) kristal viyole
kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig: tespit edilirken 3’tinde (%28) biyofilm
varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.15)

Cig siit orneklerinden izole edilen 5 C.guiliermondii tiiriiniin 3’linde (%60) kristal
viyole kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig tespit edilirken 2’sinde (%40)
biyofilm varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.15).

Cig siit orneklerinden izole edilen 4 C.rugosa tiiriiniin 2’sinde (%50) kristal viyole
kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilirken 2’sinde (%50) biyofilm
varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.15).

Cig siit orneklerinden izole edilen 3 C.intermedia tiriiniin 3’0 de (%100) kristal
viyole kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig: tespit edilirken biyofilm varlig

tespit edilmistir (Sekil 4.15).

Cig siit orneklerinden izole edilen 2 C.lusitaniae tiiriiniin 2’sinde de (%100) kristal

viyole kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilememistir (Sekil 4.15).

m Biyofilm pozitif = Biyofilm negatif

100 100

Sekil4.15. Candida tiirlerinde biyofilm varliginin % dagilin
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Izole edilen Trichosporon cinsi mayalarda biyofilm varligmin, kristal viyole boyar
maddesi kullanilarak, 48 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.24° de gosterilmistir.

Cizelge 4.24. 1zole edilen Trichoporon cinslerinde, kristal viyole kullanilarak, 490 ve
540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire sonunda elde
edilen sonuglar ve biyofilm varligi

Izolat no | Izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varlig
elde edilen deger(48 saat)
490nm 540nm
7 Tri.capitatum 0,116 0,120 +
13 Tri.beigelii 0,093 0,127 +
14 Tri.beigelii 0,122 0,096 +
18 Tri.capitatum 0,101 0,138 +
21 Tri.beigelii 0,076 0,088 -
23 Tri.capitatum 0,103 0,111 +
24 Tri.beigelii 0,083 0,089 -
27 Tri.capitatum 0,093 0,104 +
31 Tri.beigelii 0,078 0,083 -
38 Tri.capitatum 0,105 0,126 +
41 Tri.capitatum 0,089 0,094 -
48 Tri.beigelii 0,125 0,110
65 Tri.beigelii 0,075 0,085 -
67 Tri.beigelii 0,082 0,090 -
71 Tri.beigelii 0,074 0,064 -
85 Tri.beigelii 0,082 0,076 -
93 Tri.capitatum 0,126 0,131 +
Esik deger 0,091 0,095

Biyofilm varlig1 arastirmasinda, kristal viyole kullanilarak, 48 saatlik siire sonunda
yapilan spektrofotometrik okumada izole edilen toplam 17 Trichosporon cinsi
mayanin 9’u (%53) biyofilm pozitif, 8’1 (%47) biyofilm negatif olarak bulunmustur
(Sekil 4.16.).



Sekil 4.16. Trichosporon cinsi mayalarin 48 saat sonundaki biyofilm varliginin

% orani

Trichosporon biyofilm

M Pozitif m Negatif
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Biyofilm varliginin calisildig1 toplam 17 Trichosporon izolatinin 10’unu olusturan

Tri.beigelii tiiriinlin 3’1 biyofilm pozitif, 7’si biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Izole edilen 7 Tri.capitatum tiiriiniin ise 6’s1 biyofilm pozitif olarak tespit edilirken,

1’1 biyofilm negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.17) (Cizelge 4.25).

Cizelge.4.25. Trichosporon tiirlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varlig

BIYOFIiLM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
Tri. Beigelii 3 7
Tri. Capitatum 6 1
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Trichosporon izolatlari

® Biyofilm Pozitif

M Biyofilm Negatif

O = N W B U O

Tri.capitatum Tri.beigelii

Sekil 4.17 Trichosporon tiirlerinde biyofilm varlig

Cig siit orneklerinden izole edilen 10 Tri.beigelii tiiriiniin 3’tinde (%30) kristal viyole
kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilirken 7’sinde (%70) biyofilm
varhig tespit edilememistir. Izole edilen 7 Tri.capitatum tiiriiniin ise 6’sinda(%85)
biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, 1’inde (%15) biyofilm negatif olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.18.).

Biyofilm Pozitif

ekil 4.18. Trichosporon tirlerinde biyofilm varliginin % dagilimi
p Yy g g
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Izole edilen Trichosporon cinsi mayalarda biyofilm varligimn, kristal viyole boyar
maddesi kullanilarak, 72 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.26° da gosterilmistir.

Cizelge 4.26. 1zole edilen Trichoporon cinslerinde, kristal viyole kullanilarak, 490 ve
540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 72 saatlik siire sonunda elde
edilen sonuglar ve biyofilm varlig1

Izolat no | Izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varlig
elde edilen deger(48 saat)
490 540
7 Tri.capitatum 0,145 0,134 +
13 Tri.beigelii 0,098 0,087 +
14 Tri.beigelii 0,111 0,139 +
18 Tri.capitatum 0,112 0,114 +
21 Tri.beigelii 0,062 0,052 -
23 Tri.capitatum 0,186 0,201 ++
24 Tri.beigelii 0,071 0,061 -
27 Tri.capitatum 0,104 0,093 +
31 Tri.beigelii 0,078 0,083 +
38 Tri.capitatum 0,154 0,165 +
41 Tri.capitatum 0,101 0,123 +
48 Tri.beigelii 0,134 0,132 +
65 Tri.beigelii 0,071 0,062 -
67 Tri.beigelii 0,126 0,128
71 Tri.beigelii 0,058 0,076 -
85 Tri.beigelii 0,078 0,082 -
93 Tri.capitatum 0,123 0,111 +
Esik deger 0,079 0,084

Biyofilm varlig1 arastirmasinda, kristal viyole kullanilarak, 72 saatlik siire sonunda
yapilan spektrofotometrik okumada izole edilen toplam 17 Trichosporon cinsi
mayanin 12’si (%53) biyofilm pozitif, 5’1 (%47) biyofilm negatif olarak bulunmustur
(Sekil 4.18).



Sekil 4. 19. Trichosporon cinsi mayalarin 72 saat sonundaki biyofilm varliginin
% oran1

Biyofilm varhigi

M Pozitif m Negatif
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Biyofilm varliginin c¢alisildigr toplam 17 Trichosporon izolatinin 10’unu olusturan

Tri.beigelii tiirtiniin 5’1 biyofilm pozitif, 3’1 biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Izole edilen 7 Tri.capitatum tiiriiniin ise 7’si de biyofilm pozitif olarak tespit

edilmistir (Sekil 4.19.) (Cizelge 4.27.).

Cizelge.4.27. Trichosporon tiirlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 72 saat sonunda biyofilm varlig

BIYOFILM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
Tri. Beigelii 5 5
Tri. Capitatum 7 0




Trichosporon izolatlari

e

A

O B N W B U O

Tri.heigelii

Tri.capitatum

® Biyofilm Pozitif

m Biyofilm Negatif

Sekil 4.20. Trichosporon tiirlerinde biyofilm varlig
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Izole edilen Saccharomyces cinsi mayalarda biyofilm varhiginin, kristal viyole boyar

maddesi kullanilarak, 48 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.28 de gosterilmistir.

Cizelge 4.28. 1zole edilen Saccharomyces cinslerinde, kristal viyole kullanilarak, 490
ve 540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire sonunda
elde edilen sonuclar ve biyofilm varligi

Izolat no | Izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varlig1
elde edilen deger(48 saat)
490nm 540nm
12 Sac.cerevisiae 0,092 0,090 -
16 Sac.cerevisiae 0,123 0,133 +
26 Sac.cerevisiae 0,122 0,101 +
28 Sac.cerevisiae 0,093 0,102 +
35 Sac.cerevisiae 0,112 0,121 +
47 Sac.cerevisiae 0,103 0,096 +
68 Sac.cerevisiae 0,087 0,088 -
90 Sac.cerevisiae 0,100 0,121
Esik deger 0,091 0,095
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Biyofilm varliginin ¢alisildig1 toplam 8 Saccharomyces izolatinin 8’ini de olusturan

S. cerevisiae tiirlinlin 5’1 (%63) biyofilm pozitif, 3’si (%37)biyofilm negatif olarak

tespit edilmistir (Sekil 4.21.) (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Saccharomyces tiirlinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varlig

BIYOFILM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
S. cerevisiae 5 3

3,5 1

2,5 1

L5 5

0,5 -

Biyofilm Pozitif

Biyofilm Negatif

W S.cerevisiae

Sekil 4.21. Sac.cerevisiae tiirtinde biyofilm varligi

izole edilen Saccharomyces cinsi mayalarda biyofilm varhigini, kristal viyole boyar

maddesi kullanilarak, 72 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gére dagilimi Cizelge 4.30° da gosterilmistir.
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Cizelge 4.30. izole edilen Saccharomyces cinslerinde, kristal viyole kullanilarak, 490
ve 540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 72 saatlik siire sonunda
elde edilen sonuglar ve biyofilm varligi

Izolat no | izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varhig
elde edilen deger(48 saat)
490 540
12 Sac.cerevisiae 0,123 0,121 +
16 Sac.cerevisiae 0,108 0,124 +
26 Sac.cerevisiae 0,117 0,129 +
28 Sac.cerevisiae 0,110 0,123 +
35 Sac.cerevisiae 0,087 0,089 +
47 Sac.cerevisiae 0,105 0,119 +
68 Sac.cerevisiae 0,071 0,080 -
90 Sac.cerevisiae 0,159 0,177 +
Esik deger 0,079 0,084

Biyofilm varlig1 arastirmasinda, kristal viyole kullanilarak, 72 saatlik siire sonunda
yapilan spektrofotometrik okumada izole edilen toplam 8 Saccharomyces cinsi
mayanin 7’si (%87) biyofilm pozitif, 1’1 (%13) biyofilm negatif olarak bulunmustur
(Sekil 4.22).

Sac.cerevisiae

M Biyofilm pozitif  m Biyofilm negatif

Sekil 4.22. Sac.cerevisiae tiirlinde biyofilm varlig
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Biyofilm varliginin ¢alisildig1 toplam 8 Saccharomyces izolatinin 8’ini de olusturan
S. cerevisiae tiirlinlin 7’s1 (%87) biyofilm pozitif, 1’1 (%13)biyofilm negatif olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.23.) (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31. Saccharomyces tiirlinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varlig

BIYOFILM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
S. cerevisiae 7 1

| Sac.cerevisiae

T

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif

Sekil 4.23. Saccharomyces tiirtinde biyofilm varlig

Izole edilen Cryptococcus cinsi mayalarda biyofilm varligmin, kristal viyole boyar
maddesi kullanilarak, 48 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.32° de gosterilmistir.
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Cizelge 4.32. izole edilen Cryptococcus cinslerinde, kristal viyole kullanilarak, 490
ve 540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire sonunda
elde edilen sonuglar ve biyofilm varligi

Izolat | izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varhig
no elde edilen deger(48 saat)
490 540
3 Cr. neoformans 0,140 0,128 +
8 Cr.neoformans 0,110 0,105 +
19 Cr.neoformans 0,150 0,111 +
20 Cr.neoformans 0,086 0,092 -
30 Cr.neoformans 0,156 0,152 +
33 Cr.neoformans 0,143 0,124 +
43 Cr.neoformans var 0,080 0,086 -
uniguttulatus
62 Cr.albidus 0,171 0,162 +
Esik deger 0,091 0,095

Cig siit orneklerinden izole edilen 6 Cr.neoformans tiirtiniin 5’inde (%83) kristal

viyole kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig tespit edilirken 1’tinde (27%)

biyofilm varlig1 tespit edilememistir. izole edilen 1 Cr.neoformans var uniguttulatus

tiirii biyofilm negatif olarak tespit edilmistir izole edilen 1 Cr. albidus tiirii de

biyofilm negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.24.) (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.33. Cryptococcus tiiriinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varligi

BIYOFILM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
Cr. neoformans 5 1
Cr. albidus 0 1
Cr.neoformans var 0 1
uniguttulatus
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Cr. neoformans Cr.neoformans var Cr.albidus
uniguttulatus

H Biyofilm Pozitif ~ m Biyofilm Negatif

Sekil 4.24. Cryptococcus tiirtinde biyofilm varlig

izole edilen Cryptococcus cinsi mayalarda biyofilm varligmin, kristal viyole boyar
maddesi kullanilarak, 72 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gére dagilimi Cizelge 4.34° de gosterilmistir.

Cizelge 4.34. izole edilen Cryptococcus cinslerinde, kristal viyole kullanilarak, 490
ve 540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire sonunda
elde edilen sonuglar ve biyofilm varligi

Izolat | izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varhig
no elde edilen deger(48 saat)
490nm 540nm
3 Cr.neoformans 0,288 0,291 ++
8 Cr.neoformans 0,112 0,134 +
19 Cr.neoformans 0,158 0,169 +
20 Cr.neoformans 0,108 0,112 -
30 Cr.neoformans 0,172 0,187 ++
33 Cr.neoformans 0,154 0,144 +
43 Cr.neoformans var 0,055 0,067 -
uniguttulatus
62 Cr.albidus 0,077 0,082 +
Esik deger 0,079 0,084

Biyofilm varlig1 arastirmasinda, kristal viyole kullanilarak, 72 saatlik siire sonunda

yapilan spektrofotometrik okumada izole edilen toplam 8 Cryptococcus cinsi
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mayanin 6’s1 (%75) biyofilm pozitif, 2’si (%25) biyofilm negatif olarak bulunmustur
(Sekil 4.25).

m Biyofilm pozitif — m Biyofilm negatif

Sekil 4.25. Cryptococcus tiiriinde biyofilm varligi

Cig siit orneklerinden izole edilen 6 Cr.neoformans tiiriiniin 5’inde (%83) kristal
viyole kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig: tespit edilirken 1’tinde (27%)
biyofilm varlig1 tespit edilememistir. izole edilen 1 Cr.neoformans var uniguttulatus
tiirii biyofilm negatif olarak tespit edilmistir Izole edilen 1 Cr. albidus tiirii de
biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.26.) (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. Cryptococcus tiiriinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 72 saat sonunda biyofilm varligi

BIYOFILM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
Cr.neoformans 5 1
Cr.albidus 1 0
Cr.neoformans var 0 1
uniguttulatus




4,5 4

3,5 4

2,5 1

1,5 A

0,5 4

® Biyofilm pozitif

M Biyofilm negatif

- B =

Cr.neoformans Cr.neoformans

uniguttulatus

var

Cr.albidus

Sekil 4.26. Cryptococcus tiirtinde biyofilm varligi
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Izole edilen Rhodotorula cinsi mayalarda biyofilm varhinimn, kristal viyole boyar

maddesi kullanilarak, 48 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.36° de gosterilmistir.

Cizelge 4.36. 1zole edilen Rhodotorula cinsinde, kristal viyole kullamilarak, 490 ve
540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 48 saatlik siire sonunda elde
edilen sonuglar ve biyofilm varlig1

Izolat Izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varligi
no elde edilen deger(48 saat)
490 nm 540 nm
60 Rho.rubra 0,073 0,068 -
84 Rho.rubra 0,141 0,159 +
100 Rho.rubra 0,223 0,31 +

Cig siit orneklerinden izole edilen 3 Rho.rubra tiiriiniin 2’sinde (%67) kristal viyole

kullanilarak 48 saat sonunda biyofilm varlig: tespit edilirken 1’inde (%33) biyofilm

varlig1 tespit edilememistir (Sekil4.27) (Cizelge 4.37).
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Cizelge.4.37. Rhodotorula tirlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 48 saat sonunda biyofilm varlig

BIYOFILM
IZOLAT

POZITIF NEGATIF
Rho.rubra 2 1

1,8 -
1,6 -
1,4 -
I2 o

® Rho.rubra

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 A

Biyofilm Pozitif Biyofilm Negatif

Sekil 4.27. Rhodotorula tiiriinde biyofilm varlig

Izole edilen Rhodotorula cinsi mayalarda biyofilm varh@inimn, kristal viyole boyar
maddesi kullanilarak, 72 saat sonunda, 490 nm ve 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda yapilan okutulmasi ile elde edilen sonuglarin, izolasyonu

yapilan Candida tiirlerine gore dagilimi Cizelge 4.38° de gosterilmistir.

Cizelge 4.38. 1zole edilen Rhodotorula cinsinde, kristal viyole kullanilarak, 490 ve
540 nm.dalga boyunda spektrofotometrede 72 saatlik siire sonunda elde
edilen sonuglar ve biyofilm varlig1

izolat no | izole edilen tiir Spektrofotometrede Biyofilm varligi
elde edilen deger(48 saat)
490nm 540nm
60 Rho.rubra 0,074 0,079 +
84 Rho.rubra 0,134 0,142 +
100 Rho.rubra 0,312 0,325 ++
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Cig siit orneklerinden izole edilen 3 Rho.rubra tiiriinlin 3’liinde de (%100) kristal
viyole kullanilarak 72 saat sonunda biyofilm varlig1 tespit edilmistir (Sekil 4.28)
(Cizelge 4.39).

Cizelge.4.39. Rhodotorula tirlerinde kristal viyole boyar maddesi kullanilarak 490
nm. dalga boyunda 72 saat sonunda biyofilm varlig

BIYOFIiLM
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
Rho.rubra 3 0
3 -
2,5 4 /
2 .
® Rho.rubra
1,5 4
1 —//
0,5 1
A o 4 /
0 T T
Biyofilm pozitif Biyofilm negatif

Sekil 4.28. Rhodotorula tirtinde biyofilm varligi

4.2. Slime Faktor Calismasi

Calismada, ¢ig siitten izole edilen Candida, Trichosporon, Cryptococcus,
Saccharomyces ve Rhodotorula cinsi maya ve maya benzerlerinin slime faktorii
calisitlmigtir. Slime faktor arastirmasi i¢cin 2 ydntemden yararlanilmistir. Kongo

Kirmizili Agar Yontemi ve Standart Cam Tiip Yontemi karsilastirilmastr.

Mikroorganizmalarin slime faktor varligi ¢alismasinda elde edilen sonuglar Cizelge

4.40’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.40. izole edilen mayalarin slime faktdr dagilimi

Izolat Kongo kirmizili agar yontemi | Standart cam tiip yontemi
Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Candida 15 22 13 24

Trichosporon 7 10 6 11

Cryptococcus 3 5 3

Saccharomyces 5 3 4 4

Rhodotorula 1 2 - 3

Toplam 31 42 26 47

Cizelge 4.40°da gosterilen verilere gore slime faktor ¢alismasinda, Kongo kirmizili
agar yontemi ile toplam 73 adet mikroorganizmanin 31’inde (%42) slime varlig
tespit edilirken, 42’sinde (%58) slime varlig1 tespit edilememistir. Standart cam tiip
yontemi ile toplam 73 adet mikroorganizmanin 26’sinda (%36) slime varlig tespit
edilirken, 47’sinde (%64) slime varlig1 tespit edilememistir Arastirmamizda maya ve
maya benzerlerlerinin Kongo kirmizili agar ve Standart cam tiip yontemi ile slime
olusturma  Ozellikleri bakiminda farkliliklar — goriilmiistir ~Bunun nedeni
mikroorganizmalarin slime olugturma yeteneklerinin cam malzemelere veya besiyeri

gibi ortamlara gore degisiklik gostermesidir.

Slime varhig1 tespit edilen maya ve maya benzerlerinin dagilimi Sekil 4.29 ‘da

gosterilmistir.

Slime varhg

m Kongo kirmiziliagar

W Standartcam tip

Sekil 4.29. Kongo kirmizili agar yontemi ve Standart cam tiip yontemi kullanilarak
slime varlig tespit edilen mikroorganizmalarin dagilimi
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4.2.1. Kongo kirmizili agar yontemi

Arastirmada izole edilen 37 Candida, 17 Trichosporon, 8 Saccharomyces, 8
Cryptococcus, 3 Rhodotorula izolatinda slime faktdr varligt Kongo kirmizili agar
yontemi kullanilarak test edilmistir. Calismada izole edilen toplam 73 maya ve maya
benzerlerinin 31’inde (%42) slime faktér olusumu tespit edilmis, 42’sinde (%58)
tespit edilememistir (Sekil 4.30).

Slime varhgi

Sekil 4.30. Arastirmada Kongo kirmizili agar yontemi ile Slime faktor varlig: tespit
edilen ve edilemeyen mikrooganizma oranlar1 (%)

izole edilen mayalarda slime varliginin, Kongo kirmizili agar kullanilarak elde edilen

sonugclarin, tiirlere gore dagilimi Cizelge 4.41° de gosterilmistir.

Cizelge 4.41. Kongo kirmizili agar yontemi kullanilarak elde edilen slime varlig1 ve
tirlere gore dagilimi

Izolat no | Izole edilen maya ve maya benzeri | Slime
mikrrorganizmalar varhg:

2 C.kefyr -
Cr. neoformans -
7 Tri.capitatum +

(98]
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Cizelge 4.41. (Devam) Kongo kirmizili agar yontemi kullanilarak elde edilen slime

varlig1 ve tiirlere gore dagilimi

8 Cr.neoformans -
10 C.kefyr -
11 C.kefyr -
12 Sac.cerevisiae +
13 Tri.beigelii -
14 Tri.beigelii +
15 C.kefyr -
16 Sac.cerevisiae +
17 C.guiliermondii -
18 Tri.capitatum +
19 Cr.neoformans +
20 Cr.neoformans -
21 Tri.beigelii -
22 C.lipolytica -
23 Tri.capitatum -
24 Tri.beigelii -
25 C.guiliermondii +
26 Sac.cerevisiae +
27 Tri.capitatum +
28 Sac.cerevisiae -
29 C.intermedia -
30 Cr.neoformans +
31 Tri.beigelii -
32 C.lipolytica -
33 Cr.neoformans +
34 C.intermedia +
35 Sac.cerevisiae +
38 Tri.capitatum +
39 C.rugosa +
40 C.kefyr -
41 Tri.capitatum -
42 C.lipolytica -
43 Cr.neoformans var uniguttulatus -
44 C.rugosa +
46 C.lipolytica +
47 Sac.cerevisiae +
48 Tri.beigelii +
49 C.lipolytica -
50 C.kefyr +
52 C.kefyr +
53 C.kefyr -
56 C.lipolytica +
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Cizelge 4.41 (Devam) Kongo kirmizili agar yontemi kullanilarak elde edilen slime
varlig1 ve tiirlere gore dagilimi

57 C.guiliermondii +
58 C.kefyr -
59 C.kefyr -
60 Rho.rubra -
62 Cr.albidus -
63 C.lipolytica +
64 C.guiliermondii -
65 Tri.beigelii -
66 C.kefyr -
67 Tri.beigelii -
68 Sac.cerevisiae -
69 C.intermedia -
71 Tri.beigelii -
72 C.lipolytica -
73 C.rugosa -
74 C.rugosa -
75 C.lusitaniae -
76 C.lipolytica +
80 C.lipolytica +
83 C.kefyr -
84 Rho.rubra -
85 Tri.beigelii -
86 C.lipolytica +
87 C.lipolytica +
90 Sac.cerevisiae -
93 Tri.capitatum +
99 C.kefyr +
100 Rho.rubra +
Toplam 73

Cizelge 4.41 Incelendiginde izole edilen toplam 37 Candida cinsi bakterinin 15’inde
kongo kirmizili agar ydntemi ile slime olusumu tespit edilmistir. izole edilen toplam
19 Trichosporon cinsinin 7’sinden kongo kirmizili agar yontemi ile slime olusumu
tespit edilmistir. izole edilen toplam 8 Cryptococcus cinsinin 3’iinde kongo kirmizil
agar yontemi ile slime olusumu tespit edilmistir. izole edilen toplam 8
Saccharomyces cinsinin 5’inde kongo kirmizili agar yontemi ile slime olusumu tespit
edilmistir. Izole edilen toplam 3 Rhodotorula cinsinin 1’inde kongo kirmizili agar

yontemi ile slime olusumu tespit edilmistir (Sekil 4.31).
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Slime varhgi

Sekil 4.31. Slime pozitif maya ve maya benzerlerinin dagilimi

Aragtirmada Kongo Kirmizili agar yontemi ile slime varlig1 tespit edilen toplam 26
maya ve maya benzerlerinden Candida 15’1 (%48), Trichosporon 7’si (%23),
Sachharomyces 5’1 (%16) ve Cryptococcus 3’ii(%10) ve Rhodotorula 1’1 (%3)olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.32).

Rhodotorula 1 &
oy Slime varhgi

Saccharomyces
16%

Cryptococcus
10%

Sekil 4.32. Kongo Kirmizili agar yontemi ile slime pozitif tespit edilen maya ve
maya benzerleri
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4.2.2. Standart cam tiip yontemi

Arastirmada izole edilen 37 Candida, 17 Trichosporon, 8 Saccharomyces, 8
Cryptococcus, 3 Rhodotorula mikroorganizmalarinda slime faktor varligi standart
cam tiip yontemi kullanilarak test edilmistir. Calismada izole edilen toplam 73 maya
ve maya benzerinden 26’sinda (%36) slime faktor olusumu tespit edilmis, 47’sinde

(%64) tespit edilememistir (Sekil 4.33).

Slime varhigi

Sekil 4.33. Arastirmada standart cam tiip yontemi ile slime faktor varlig: tespit edilen
ve edilemeyen mikrooganizma oranlari (%)

Izole edilen mayalarda slime varligmin, standart cam tiip yontemi kullamlarak elde

edilen sonuglarin, tiirlere gore dagilimi1 Cizelge 4.42° de gosterilmistir.

Cizelge 4.42. Standart cam tiip yontemi kullanilarak elde edilen slime varlig1 ve
tiirlere gore dagilimi

Izolat no | izole edilen maya ve maya benzeri | Slime
mikrrorganizmalar varhgi

2 C.kefyr -
Cr. neoformans -
7 Tri.capitatum +

[98)




Cizelge 4.42. (Devam) Standart cam tiip yontemi kullanilarak elde edilen slime
varlig1 ve tiirlere gore dagilimi

8 Cr.neoformans -
10 C.kefyr -
11 C.kefyr -
12 Sac.cerevisiae +
13 Tri.beigelii -
14 Tri.beigelii +
15 C.kefyr -
16 Sac.cerevisiae -
17 C.guiliermondii -
18 Tri.capitatum +
19 Cr.neoformans +
20 Cr.neoformans -
21 Tri.beigelii -
22 C.lipolytica -
23 Tri.capitatum -
24 Tri.beigelii -
25 C.guiliermondii +
26 Sac.cerevisiae +
27 Tri.capitatum -
28 Sac.cerevisiae -
29 C.intermedia -
30 Cr.neoformans +
31 Tri.beigelii -
32 C.lipolytica -
33 Cr.neoformans +
34 C.intermedia +
35 Sac.cerevisiae +
38 Tri.capitatum +
39 C.rugosa +
40 C.kefyr -
41 Tri.capitatum -
42 C.lipolytica -
43 Cr.neoformans var uniguttulatus -
44 C.rugosa +
46 C.lipolytica +
47 Sac.cerevisiae +
48 Tri.beigelii +
49 C.lipolytica -
50 C.kefyr +
52 C.kefyr +
53 C.kefyr -
56 C.lipolytica +

129
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Cizelge 4.42. (Devam) Standart cam tiip yontemi kullanilarak elde edilen slime
varlig1 ve tiirlere gore dagilimi

57 C.guiliermondii -
58 C.kefyr -
59 C.kefyr -
60 Rho.rubra -
62 Cr.albidus -
63 C.lipolytica +
64 C.guiliermondii -
65 Tri.beigelii -
66 C.kefyr -
67 Tri.beigelii -
68 Sac.cerevisiae -
69 C.intermedia -
71 Tri.beigelii -
72 C.lipolytica -
73 C.rugosa -
74 C.rugosa -
75 C.lusitaniae -
76 C.lipolytica -
80 C.lipolytica +
83 C.kefyr -
84 Rho.rubra -
85 Tri.beigelii -
86 C.lipolytica +
87 C.lipolytica +
90 Sac.cerevisiae -
93 Tri.capitatum +
99 C.kefyr +
100 Rho.rubra -
Toplam 73

Cizelge 4.42 incelendiginde izole edilen toplam 37 Candida cinsi bakterinin 13’iinde
standart cam tiip yontemi ile slime olusumu tespit edilmistir. Izole edilen toplam 19
Trichosporon cinsinin 6’sinda standart cam tiip yontemi ile slime olusumu tespit
edilmistir. izole edilen toplam 8 Cryptococcus cinsinin 3’{inde standart cam tiip
yontemi ile slime olusumu tespit edilmistir. izole edilen toplam 8 Saccharomyces
cinsinin 4’{inde standart cam tiip yontemi ile slime olusumu tespit edilmistir. izole
edilen toplam 3 Rhodotorula cinsinin tiimiinde standart cam tiip yontemi ile slime

olusumu tespit edilmemistir (Sekil 4.34).
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Slime varhigi
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Sekil 4.34. Slime varligiin cinslere gore dagilimi

Arastirmada Standart cam tiip yontemi ile slime varligi tespit edilen toplam 26 maya
ve maya benzerlerinden Candida 13’0 (%50), Trichosporon 6’s1 (%?23),
Sachharomyces 4’ii (%15) ve Cryptococcus 3’ii(%12) olarak tespit edilmistir.

Rhodotroula tiiriiniin tiimii negatif olarak tespit edilmistir(Sekil 4.35).

Shme Varhgl Rhodotorula

/ 0%
Saccharomyces

15%
Cryptococcus
12%

Sekil 4.35. Standart cam tiip agar yontemi ile slime pozitif tespit edilen maya ve
maya benzerleri
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4.3. Fosfolipaz Enzimi Varhg:

Arastirmada ¢ig siit Orneklerinden izole edilen 37 Candida, 17 Trichosporon, 8
Saccharomyces, 8 Cryptococcus, 3 Rhodotorula mikroorganizmalarinda fosfolipaz
enzimi varhigi Price ve ark.larinin yumurta sarili SDA agar yontemi kullanilarak test
edilmistir. Fosfolipaz aktivitesinin dl¢lilmesinde ve hesaplanmasinda yumurta sarili
agarda koloninin etrafinda olusan belirgin halka seklindeki presipitasyon zonu (Pz)

dikkate alinmistir.

Fosfolipaz varlig1 tespit edilen maya ve maya benzerlerinin dagilimi Cizelge4.43’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.43. izole edilen mayalarin fosfolipaz enzimi varlig1 dagilimi

FOSFOLIPAZ ENZIMI
[ZOLAT
POZITIF NEGATIF
Candida 4 33
Trichosporon 3 14
Saccharomyces 5 3
Cryptococcus 5 3
Rhodotorula 3 0
Toplam 20 53

Fosfolipaz varlig1 tespit edilen maya ve maya benzerlerinin dagilimi Sekil 4.36°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.36. Fosfolipaz varliginin cinslere gore dagilimi

W Pozitif

W Negatif

Izole edilen maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin fosfolipaz enzimi

aktivitesinin, yumurta sarili agar kullanilarak elde edilen sonuclarin, izolasyonu

yapilan maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin tiirlerine gore dagilimi Cizelge

4.44°de gosterilmistir

Cizelge 4.44. Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin yumurta sarili agar
kullanilarak elde edilen degerler ve tiirlere gore dagilimi

Izolat | izole edilen maya ve maya Yumurta sarih Fosfolipaz

no benzeri mikrrorganizmalar agarda elde edilen varhgi
Pz degeri

2 C.kefyr 0,93 +

3 Cr. neoformans 0,82 ++

7 Tri.capitatum 1,24 -

8 Cr.neoformans 0,91 +

10 C.kefyr 1,34 -

11 C.kefyr 1,56 -

12 Sac.cerevisiae 0,98 +

13 Tri.beigelii 1,36 -

14 Tri.beigelii 1,62 -

15 C.kefyr 1,12 -

17 C.guiliermondii 1,16 -

18 Tri.capitatum 1,68 -

19 Cr.neoformans 1,10 -
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Cizelge 4.44. (Devam) Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin yumurta sarili

agar kullanilarak elde edilen degerler ve tiirlere gore dagilimi

20 Cr.neoformans 0,9 +
21 Tri.beigelii 1,45 -
22 C.lipolytica 1,62 -
23 Tri.capitatum 1,18 -
24 Tri.beigelii 1,28 -
25 C.guiliermondii 1,82 -
26 Sac.cerevisiae 1,08 -
27 Tri.capitatum 1,41 -
28 Sac.cerevisiae 0,99 +
29 C.intermedia 2,11 -
30 Tri.capitatum 1,82 -
31 Tri.beigelii 0,92 +
32 C.lipolytica 1,36 -
33 Cr.neoformans 0,86 +
34 C.intermedia 1,44 -
38 Tri.capitatum 1,52 -
39 C.rugosa 1,68 -
40 C.kefyr 0,97 +
41 Tri.capitatum 1,96 -
42 C.lipolytica 1,12 -
43 Cr.neoformans var 1,24 -
uniguttulatus

44 C.rugosa 1,61 -
46 C.lipolytica 1,50 -
47 Sac.cerevisiae 0,90 +
48 Tri.beigelii 0,99 +
49 C.lipolytica 1,25 -
50 C.kefyr 1,68 -
52 C.kefyr 1,18 -
53 C.kefyr 0,95

56 C.lipolytica 1,36 -
57 C.guiliermondii 1,39 -
58 C.kefyr 1,19 -
59 C.kefyr 1,90 -
60 Rho.rubra 0,91 +
62 Cr.albidus 0,96 +
63 C. lipolytica 1,59 -
64 C.guiliermondii 1,11 -
65 Tri.beigelii 1,98 -
66 C.kefyr 2,10 -
67 Tri.beigelii 1,28 -
68 Sac.cerevisiae 0,94 +
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Cizelge 4.44. (Devam) Maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin yumurta sarili
agar kullanilarak elde edilen degerler ve tiirlere gore dagilimi

69 C.intermedia 1,42 -
71 Tri.beigelii 1,08 -
72 C.lipolytica 1,61 -
73 C.rugosa 1,80 -
74 C.rugosa 1,45 -
75 C.lusitaniae 1,51 -
76 C.lipolytica 1,22 -
80 C.lipolytica 1,23 -
83 C.kefyr 1,34 -
84 Rho.rubra 0,89 +
85 Tri.beigelii 0,97 +
86 C.lipolytica 1,22 -
87 C.lipolytica 1,14 -
90 Sac.cerevisiae 1,00 +
93 Tri.capitatum 1,84 -
99 C.kefyr 0,99 +
100 Rho.rubra 0,82 +
Pz degeri =1

Pz: Presipitasyon zonu

Cizelge 4.44° de gosterilen, Pz (presipitasyon) degeri 48 saat sonunda elde edilmistir.
Bu ¢alismada Fosfolipaz aktivitesi, koloni ¢apinin, koloni ile birlikte presipitasyon
zonunun toplam c¢apma orani olarak hesaplanmigtir. Bu sistemde Pz degeri
kiictildiikge fosfolipaz aktivitesi artmakta,Pz=1.00 degeri, denenen izolatin fosfolipaz
aktivitesinin negatif oldugunu gosterir. Bu durumda, Pz degeri 0,9-1.00 olanlar (+),
0,89-0.8 olanlar (++) pozitif, 0.79-0.70 olanlar (+++), <0,69 olanlar (++++) olarak

degerlendirilmistir.

Yumurta sarili agar yontemi ile yapilan fosfolipaz enzimi ¢alismasinda, 48 saatlik
siire sonunda yapilan Presipitasyon zonu(Pz) degerlendirmesinde toplam 73 izolatin
20’sinde (%23) fosfolipaz pozitif, 53’4 (%77) fosfolipaz negatif olarak
degerlendirilmistir(Sekil 4.37).



Fosfolipaz varhgi

Sekil 4.37. Arastirmada yumurta saril1 agar yontemi ile fosfolipaz enzimi varlig
tespit edilen ve edilemeyen mikrooganizma oranlar1 (%)
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Fosfolipaz varlig1 tespit edilen bu 20 izolatin 5’1 (%25) Sac.cerevisia, 4’1 (%20)

C.kefyr, 4°1(%20) Cr.neoformans, , 3’ (%15) Rho.rubra, 3’ Tri.beigelii (%15) ve

1’ (%5) Cr.albidus tiirleridir.(Sekil 4.38)

Fosfolipaz varhgi

Tri.beigelii
15%

Cr.albidus
5%

Sekil 4.38. Fosfolipaz pozitif tiirlerin dagilim orani
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan beslenmesinde ¢ok ©nemli bir yere sahip olan siit, hijyenik kosullarda
tretilmedigi, saklanmadigi, islenmedigi, gerekli kontrollerinin yapilmadigi
durumlarda insan sagligi ac¢isindan zararli olabilmektedir. Cig siit az sayida
mikroorganizma icerse bile sagimdan sonra cevreden ahirlardan, ciftlik icinde
bulunan yemlerden, haserelerden, ¢evredeki bitkilerden, toprak ve giibreden, iyi
temizlenmemis  sagim  ekipmanindan  gibi  g¢esitli  yollarla  bulasan
mikroorganizmalarin etkisiyle oldukca kisa siirede bozulur ve insanlarda hastaliklara

yol agan bir ¢ok patojenitenin potansiyel kaynagini olusturur.

Siit memeden salgilandiginda sterildir. Fakat daha memeyi terk etmeden
mikroorganizmalarla kontamine olabilir. Siit mikroorganizma gelismesi i¢in

miitkemmel bir ortamdir [Mauropoulos ve Arvanitoyannis, 1999].

Siit igerisinde farkli mikroorganizma gruplar1 kontamine olabilir. Siite ilk agsamada
bulasan ve sikc¢a rastlanan mikroorganizma tiirleri, Micrococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Candida’dir.. Bu yolla siite bulagsan

mikroorganizma sayisi 3004000 adet/ml arasinda degisir [Metin 1996].

Mayalar diger gida sanayi dallarinda 6nemli olmakla beraber siit teknolojisinde
genellikle arzu edilmeyen mikroorganizmalardir. Laktik asidi metabolize ederek siit
ve siit lirlinlerinde istenmeyen 6zellikler olusturur. Mayalar siit sagimindan itibaren

ahir ve gevresi, siit isletmelerinin ¢evresi ve isletme icinde bulasirlar [Metin 1996].

Sagim aletleri ve depolama tanklari ¢ig siitlerin mikroorganizma ile kontaminasyonu
acisindan 6nemli bir kaynaktir. Sagim aletlerinin ve depolama tanklarinin temizligine
dikkat ederek mikroorganizma kontaminasyonu ve iiremesi kontrol altina alinabilir.
Cig siitte baz1 mikroorganizmalarin bulunmasi, ¢evresel kaynakli kontaminasyondan

dolay1 sanitasyon kosullarinin uygulanmasi gerektigini gostermektedir [Metin 1996].
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Meme bas1 derisi ile ilk sagilan ¢ig siitiin hem mikrobiyal kontaminasyon diizeylerini
hem de bunlarin kontaminasyondaki rollerini belirlemek amaciyla bir arastirma
yapilmistir. Bu amagcla, Van ili ¢evresindeki 5 farkl ciftlikten 100 adet sagmal siit
inegine ait meme basi derisi ve ayni1 ineklere ait ¢ig siit 6rnegi mikrobiyolojik olarak
incelenmistir. Bu kapsamda; aerob mezofil genel canli, enterobakteri, fekal
streptokok, mikrokok/stafilokok, pseudomonas ve siilfit indirgeyen anaerob bakteri
ile maya-kiif sayilar1 belirlenmistir. Incelenen ¢ig siit érneklerinde; aerob mezofil
genel canli, enterobakteri, fekal streptokok, pseudomonas, mikrokok-stafilokok ve
siilfit indirgeyen anaerob bakteriler ile maya/kiif sayilar1 ayni sira ile ortalama olarak
3,17, 0,60, 0,65, 2,17, 0,81, 0,68 ve 0,14 log cfu/ml diizeyinde belirlenmistir. Sonug
olarak, sagilan memenin diizenli olarak saglik kontrolii yapilir, meme, sagim,
personel ve ekipman hijyenine gerekli 6zen gosterilir ve sagimdan tiiketim
merkezlerine kadar soguk zincir kirilmaksizin siirekli korunursa, ¢ig siitiin

mikroorganizmalarla kontaminasyonu daha aza indirgenebilir [Alisarh ve ark. 2003].

Ankara’da Topgu’nun yaptig1 bir ¢alismada 50 sokak siitli 6rnegindeki toplam canl
maya ortalamasi 1,3x10° cfu/ml olarak hesaplanmistir. 50 siit drnegindeki en ¢ok
maya sayis1 3,9x10° cfu/ml, en az maya sayis1 ise 2x10° cfu/ml olarak saptanmustir
[Topcu, 2006]. Bizim c¢alismamizda 73 ¢ig siit ornegindeki toplam canli maya
ortalamas1 1,91x10° cfu/ml olarak hesaplanmustir. 73 siit érnegindeki en ¢ok maya

say1st 3,5x10° cfu/ml, en az maya sayis1 ise0,6x10° cfu/ml olarak saptanmustir.

Belcgika’da Santos toplam 436 infeksiyonsuz ve 80 mastisitli siit 6rnegi ¢alismislar ve
bu orneklerden C.parapsilosis, C.guilliermondii, C.tropicalis, C.glabrata|Torulopsis
glabrata] ve Trichosporon asahii, C. kefyr, C. catenulata ve C. lambica tiirlerini

izole etmislerdir [Santos, 2005].

1997 yilinda Ankara’ da Yildirnm’in yaptig1 bir ¢alismada 90 ¢ig siit drneginden
maya izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir. En sik rastlanan tiirler arasinda
Torulopsis candida (6), T. Sphaerica, (1), Trichosporon cutaneum (5), T.capitatum
(1), Candida albicans (2), C. krusei (2), C. catenulata (1), C. guilliermondii (1),
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Cryptococcus laurentii  (2), C.terreus (5), Saccharomyces cerevisiae(l),

Sporobolomyces alborubescens(1) olarak tespit edilmistir [ Y1ldirim, 1997].

Gadaga ve ark. 30 fermente siit 6rneginden maya izole etmisler, izole edilen bu
tirlerin 22’si S. cerevisiae, 11’1, C.lusitaniae, 7’si C. colliculosa ve 7’si S.

dairenensis, Dekera bruxillensis, C.lipolytica ve C. tropicalis’dir [Gadaga ve

ark.,2000].

Moretti ve ark., mastitisli ineklerden aldiklari siit 6rneklerinin 4.9%’unda maya ve
maya benzeri izole etmisler ve bunlar Trichosporon capitatum (31.2%),
T.beigelii(18.72%), Candida albicans (12.48%), C. guillermondii (12.48%), C.
tropicalis (12.48%)’dir [Moretti ve ark., 1998].

Calismamizda 100 cig siit 5rneginden 73 maya izole edildi. Izole edilen tiirlerin 12’si
C. kefyr, 11’1 C. lipolytica, 5’1 C.guiliermondii, 4’1 C.rugosa, 3’ C.intermedia, 2’si
C.lusitaniae, 10u Tri.beigelii, 7’si Tri.capitatum, 8’1 S.cerevisiae, 6’s1
Cr.neoformans, 1’1 Cr.albidus, 1’1 Cr.neoformans var uniguttulatus, 3’0 de

Rho.rubra olarak tespit edilmistir.

Bu aragtirmada ¢ig siit 6rneklerinden maya ve maya benzeri izolasyonu ve izole

edilen tiirlerde biyofilm, slime faktor ve fosfolipaz enzimi varligi ¢alisiimistir.

Siit isletmelerinde, boru hatlarinda, contalarda, pastorizasyon ve buharlagmanin
yapildig1 iiretim alanlarindaki biyofilm varligi, iirlin kontaminasyonu i¢in oldukca

onemli bir kaynaktir [Flint ve ark., 2011].

Biyofilm olusumu gida endiistrisinin bir¢cok sektdriinde sorunlarin ortaya ¢ikmasina
yol agar. Borularin i¢ cidarlart lizerinde olusan biofilm tabakasi, akis sistemleri
boyunca azalan bir akisa neden olur. Yiizeylerde toplanan canli organizmalarin
artmasinin sonucu olarak 1s1 iletimi azalabilir, {iriine kontaminasyon olusabilir ve

biofilm tabakasindaki mikroorganizmalarin asit {retimi nedeniyle borular



140

asinabilirler. Gida isletmelerinde olusan biyofilm tabakalar1 ekipmanlarin mikrobiyal

kontaminasyonuna neden olabilir [Genige, 1995].

Mikroorganizmalarin 1slak yiizeylere tutunmalari, c¢ogalmalar1 ve drettikleri
ekstraseliiler polimer bilesenlerden olugsmus matriks igerisine yerlesmeleri dogal bir
durumdur. Biyofilmler 6zellikle gida endiistrisinde mayalanma, siit {iriinleri isleme,
kanatli etleri isleme ve kirmizi et islemede sorun olusturabilirler [Chen, 2007]. Gida
endiistrisi igerisinde, siit isleme ekipmanlarinda biyofilm olusumu, 6nem arz eden bir
sorundur. Ozellikle siit iiriinlerinde kontaminasyon meydana geldiginde, sorunun
kaynag1 biyofilmlerle iliskilendirilir [Langsrud ve ark., 2003; Simoes ve ark.,2006].
Biofilmler, planktonik hiicrelerle karsilastirildiginda antimikrobiyal maddelere ¢ok
daha fazla direnclidir [Simoes ve ark., 2009]. Siit endiistrisi ekipmanlar1 tizerinde
biyofilm olusumu, gida zehirlenmesi ve ekipman bozulmasi yiiziinden ciddi hijyen
sorunlarina ve ekonomik kayiplara yol agabilmektedir [Bremer ve ark., 2006; Gram

ve ark.,2007].

Calismamizda ¢ig siit orneklerinden izole edilen toplam 100 mikroorganizmada;
kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm varligi arastirmasinda 48
saat sonra yapilan degerlendirmede toplam 42 izolatta biyofilm varlig1 tespit
edilmistir. Biyofilm pozitif olarak tespit edilen bu 42 izolatin 19’u Candida, 9’u
Trichosporon, 7°si Saccharomyces, 5’1 Cryptococcus ve 2’si Rhodotorula olarak

tespit edilmistir.

Biyofilm varlig1 aragtirmasinda 72 saat sonra yapilan degerlendirmede toplam 49
izolatta biyofilm varlig1 tespit edilmistir. Biyofilm pozitif bu 49 izolatin 22’si
Candida, 12’si Trichosporon, 7’si Saccharomyces, 5’1 Cryptococcus ve 3’i

Rhodotorula olarak tespit edilmistir.

Bu arastirmada izole edilen mayalarda biyofilm varlig1 mikroplate yontemi ile kristal
viyole boyar maddesi kullanarak 48 ve 72 saatte 490 ve 540 nm dalga boylarinda

degerlendirilmistir
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Shin ve ark., kan digindaki viicut bolgelerinden izole ettikleri 259 Candida cinsinde,
mikroplate yontemi kullanarak biyofilm varligimi arastirmislardir. Toplam 259
izolatin 219’unda biyofilm varlig1 tespit etmiglerdir [Shin ve ark., 2002]. Bizim
calismamizda, ¢esitli izole edilen toplam 37 Candida izolatinin, mikroplate

yontemine gore,ortalama olarak 20’sinde biyofilm varligi tespit edilmistir.

Robertson, Cryptococcus neoformans’in biofilm yapisini arastirmis ve Cryptococcus
neoformans’ i kuvvetli biyofilm pozitif oldugunu tespit etmistir [Robertson, 2009].
Luis medikal aletler iizerinde Cr. neformans’in biyofilm olusturma yetenegini
mikroplate yontemi ile arastirmislar ve Cr. neoformans’in biyofilm pozitif oldugunu
ve bulundugu yiizeylere gore biyofilm olusturma yeteneklerinin degiskenlik
gosterdigini tespit etmislerdir [Luis,2007]. Martinez mikroplate yontemi ile Cr.
neoformans’da biyofilm varligin1 arastirmis ve Cr.neoformans’in medikal aletler
tizerinde biyofilm olusturdugunu tespit etmistir [Martinez, 2007]. Bizim
calismamizda izole edilen toplam 8 Cr. neoformans’in 48 ve 72 saat sonundaki

dgerlendirmesinde 5’nin biyofilm pozitif oldugu tespit edilmistir.

Reynolds ’un Sac.cerevisiae tlizerinde biyofilm varlig1 iizerine yaptigi ¢alismada
Sac.cerevisiae’nin biyofilm olusturdugunu tespit etmistir [Reynold, 2001]. Bizim
calismamizda izole edilen 8 Sac.cerevisiae’nin 7’sinde biyofilm varligi tespit

edilmistir.

Perunova insanlardan izole ettikleri C.albicans ve Rho.rubra tiirlerinde mikroplate
yontemi ile biyofilm varligini arastirmiglar ve bu iki tiiriinde biyofilm pozitif
oldugunu tespit etmislerdir [Perunova, 2009]. Bizim ¢alismamizda izole edilen 3.
Rho.rubra izolatinin 48 saatlik degerlendirmede 2’sinin, 72  saatlik

degerlendirmesinde 3’niinde biyofilm varligi tespit edilmistir.

Literatiirlerde ¢ogunlukla C.albicans, C.parapsilosis, C.guiliermeondii, C.kefyr gibi
tiirlerin biyofilm varhigi tizerinde durulmus olup, calismamizdaki C.intermedia,
Cryptococccus neoformans, Cr. albidus, Sac. Cerevisiae, Rho.rubra, Tri. Beigelii,

Tri.capitatum tiirleri ile ilgili caligmalar kisithdir.
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Slime faktor; amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat
ve %27 proteinden olugsmaktadir [Cengiz, 1999]. Slime faktdr, mikroorganizmayi
konagin savunma mekanizmalarindan korur. Bu nedenle yapisma veya slime yapimi

onemli bir virulans faktorii olarak kabul edilmektedir [Kotilainen, 1990].

Bu ¢alismada, ¢ig siit 6rneklerden izole edilen Candida, Trichosporon, Cryptococcus,
Saccharomyces ve Rhodotorula’larda slime faktor varligi iki farkli yontemle test
edilmistir. Bu yontemler: Kongo Kirmizili Agar Yontemi ve Standart Cam Tiip
Yontemi’dir. Her iki yontemle yapilan c¢alismalarin sonuglarina gore; calisilan
toplam 73 mikroorganizmanin standart cam tiip yonteminde 26’sinda slime faktor
varlig1 tespit edilmistir. Slime faktdr varligr tespit edilen bu mikroorganizmalarin
dagilimma bakilacak olursa; 13 Candida, 6 Trichosporon, 3 Cryptococcus, 4
Sachharomyces izolatinda slime faktor olusumu tespit edilmistir. Slime faktor varlig
tespit edilen 13 Candida izolatinin, 3’ C.kefyr; 6’s1 C.lipolytica, 2’si C.rugosa, 1’1
C.guiliermondii, 1’1 de C.intermedia, 6 Trichosporon izolatinin 4’ti Tri. Capitatum,
2’si Tri.beigelii, 3 Cryptococcus izloatinin 3’ de Cr.neoformans, 4 Sachharomyces

izolatinin da 4’1 de Sac.cerevisiae olarak tespit edilmistir.

Slime faktoér varligi calismasinda Kongo Kirmizili Agar Yontemi ile yapilan
calismanin sonucunu gore toplam 73 mikroorganizmanin 31’inde slime faktor varligi
tespit edilmistir. Slime faktor varlig1 tespit edilen bu mikroorganizmalarin dagilimina
bakilacak olursa; 15 Candida, 7 Trichosporon, 3 Cryptococcus, S Sachharomyces ve
1 Rhodotorula izolatinda slime faktor olusumu tespit edilmistir. Slime faktor varlig
tespit edilen 15 Candida izolatinin, 3°u C.kefyr; 7°s1 C.lipolytica, 2’si C.rugosa, 2’si
C.guiliermondii, 1’1 de C.intermedia, 6 Trichosporon izolatinin 5’1 Tri.capitatum, 1’1
Tri.beigelii, 3 Cryptococcus izolatinin 3’ de Cr.neoformans, 5 Sachharomyces

izolatinin da 5’1 de Sac.cerevisiae olarak tespit edilmistir.

Karabigak ve ark. hastalarin agiz florasindan izole ettikleri (%91 C.albicans, %5 C.
tropicalis, %1 C.kefyr, %1 C.guilliermondii), 2 Rhodotorula rubra ve 2 Geothricum
candidum tiirlerinde slime faktorii standart tiip yontemiyle ¢alismislar ve bu tiirlerin

21'inde (%36) kuvvetli, 4'linde (%7) zayif (C.albicans i¢in %30 kuvvetli, %7 zayif,
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diger Candida tiirlerinin tamamu i¢in kuvvetli), R.rubra ve G.candidum igin kuvvetli

bulmusglardir [Karabig¢ak ve ark.,2006].

Tiirkyllmaz ve ark. siit Orneklerinden izole ettikleri C.krusei, C.kefyr,
C.guilliermondii, C.famata, C.rugosa, C.utulis. Trichosporon mucoides, T. asahii,
Cryptococcus laurentii, Cr. neoformans ve Saccharomyces cerevisiae tiirlerinde
kongo red yontemi ile slime faktdr ¢alisnuslardir. izole ettikleri bu izolatlarin 7
C.krusei, 4 C. kefyr, 1 C. guilliermondii, 1 C. famata, 1 T. asahii, ve 1 C. laurentii
tiirlinde slime faktor varhigi tespit etmislerdir [Tiirkyilmaz ve ark., 2010]. Bizim
calismamizda izole edilen toplam 37 Candida tiiriinde ortalama olarak 3 C.kefyr, 2
C.guiliermondii, 2 C.rugosa, 3 Cr.neoformans, 5 Sac. Cerevisiae tiiriinde slime

faktor varligi tespit edilmistir.

Dolap¢1 ve ark., klinik 6rneklerden izole ettikleri toplam 350 Candida izolatinda
slime faktor olusumunu arastirmis ve 53 izolatta slime faktor varlig tespit etmislerdir
[Dolapeg1, 2002]. Bizim arastirmamizda, izole edilen toplam 37 Candida izolatinin

ortalama 14’iinde slime faktor varligi tespit edilmistir.

Yakupogullar1 ve ark., yaptiklar1 ¢alismada, klinik orneklerden izole ettikleri 72
C.albicans, 9 C.tropicalis, 7 C.kefyr, 6 C.krusei, 2 C.parapsilopsis, 2
C.pseudotropicalis ve 2 C.dubliniensis izolatinda slime faktor varligini aragtirmistir.
Slime faktor varligi tespit edilen 12 izolatin 6’sin1 C.albicans, 2’sini C.tropicalis,
2’sini C.kefyr, 1’ini C.krusei ve 1’ini C.dubliniensis olarak tespit etmislerdir
[Yakupogullari, 2004]. Bizim ¢aligmamizda izole edilen toplam 37 Candida tiiriinde

ortalama olarak 3 C.kefyr tiirtinde slime faktor varligi tespit edilmistir.

Karagoz ve ark 83 maya izolatinin slime faktor 6zelligini arastrimislar ve C. albicans
icin % 83.6, Trichosporon icin % 100, C tropicalis icin % 90, C.kefyr icin % 83.3, C.
glabrata icin % 100 slime pozitifligi tespit etmislerdir [Karagdz ve ark., 1999].
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Literatiirlerde slime iiretimi ile ilgili ¢alismalar az sayidadir [Branchini, 1994].

Gida maddelerinin bir¢ogu énemli miktarlarda lipit igermektedir. Gidalarda bulunan
ozellikle diisiik molekiil agirligina sahip serbest yag asitleri lipit hidrolizinin en
Oonemli nedenlerinden birisidir. Lipit oksidasyonu sonucu meydana gelen kisa zincirli
yag asitleri gidalarin kendine has kokusunu kaybetmesine neden olmaktadir. Lipit
parcalanmasi genellikle mikrobiyel olmayan nedenlerden kaynaklanmakla birlikte,
bakterilerin bir¢ogu, mayalar ve bazi kiifler sahip olduklar1 lipaz ve fosfolipaz gibi
enzimlerle gidalarda lipolitik par¢alanmaya neden olabilmektedir. Lipolitik aktivite
gosteren bakteri tiirleri Pseudomonas, Alcaligenes, Moraxella ve Staphylococcus, kiif
tirleri Rhizopus, Geotrichum, Aspergillus, Mucor ve Penicillium ve maya tiirleri ise

Candida, Rhodotorula ve Hansenula cinsleri i¢ginde yer almaktadir.

Maya izolatlarinda fosfolipaz aktivitesinin belirlenmesinde, mikrobiyolojik ve
biyokimyasal yontemler kullanilabilmektedir. Bununla birlikte radyometrik ve
kolorimetrik yontemler de kullanilabilir. Biyokimyasal yontemlerin zaman alict
olmasi ve stabil olmayan sonuglar verebilmesi nedeniyle, giivenilir sonuglar veren ve
kolay bir yontem olan Price ve ve arkadaslar tarafindan modifiye edilen ‘plak

yontemi® Onerilmistir [Price, 2003 ]

Literatiirlerde fosfolipaz aktivitesi en ¢ok C.albicans kokenlerinde c¢alisilmis ve
fosfolipaz {iretiminin viriilansta 6nemli olabilecegi gosterilmistir [Yiicel, 2001].
Infeksiyon sirasinda C.albicans ‘m fosfolipaz B salgiladigi, heniiz mekanizmasi tam
olarak anlagilmamis olmasina karsin fosfolipaz iiretiminin konak hiicrelerinin tahrip

ederek lizize yol actig1 gosterilmistir.

Ghannoum ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada, hem yumurta sarili besiyeri hem de
kolorimetrik yontemler kullanilarak albicans dist Candida tiirlerinin de hiicre disi

fosfolipaz tirettigini gostermislerdir [Ghannoum, 2000].

Bu ¢alismada izole edilen maya tiirlerinde fosfolipaz enzimi varlig1 yumrta sarili agar

yontemiyle ¢alisiimustir. Izole edilen toplam 73 maya ve maya benzerlerinin 20’sinde
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fosfolipaz enzimi tespit edismistir. Fosfolipaz aktivitesi gosteren 20
mikroorganizmanin; 4’i Candida, 3’ Trichosporon, 5’1 Sachharomyces, 5’i
Cryptococcus ve 3’ii Rhodotorula’dir. Fosfolipaz varligi tespit edilen 4 Candida
izolatinin, 4’4 de C.kefyr; 3 Trichosporon izolatinin, 2’si Tri.beigelii, 1’i
Tri.capitatum 5 Cryptococcus izolatinin 4’ii de Cr.neoformans,1’i Cr. albidus, 5
Sachharomyces izolatinin da 5’1 de Sac.cerevisiae, 3 Rhodotorula izolatinin 3’1 de

Rho.rubra olarak tespit edilmistir

C.neoformans’in yumurta sarili agarda iretildiginde fosfolipaz, lizofosfolipaz ve
lizofosfolipaz- transacilaz aktivitesi gosterdigi belirlenmis; Vidotto ’nun yaptig
caligmaya alinan 50 kdkenin 49.unun fosfolipaz pozitif oldugu bildirilmistir [Vidotto,
2003] Bizim g¢alismamizda izole edilen Cr. neoformans’in %50’sinde fosfolipaz

varlhig1 tespit edilmistir.

Vinitha 140 kan o6rneklerinden C. albicans (37), C. glabrata (7), C. guilliermondii
(5), C. kefyr (3), C. krusei (45), C. parapsilosis (5) ve C. tropicalis (12) izole etmis
ve bu tiirlerin fosfolipaz aktivitesini yumurta sarili agar yontemi ile arastirmistir. Bu
mikroorganizmalardan 51 (44.73%)’inde fosfolipaz varligi tespit etmistir ve
C.albicans dis1 mayalarda fosfolipaz aktivitesinin daha yiliksek oldugu belirtilmistir
[Vinitha, 2006]. Oksiiz ve ark.larmmn yaptiklar1 calismada saglikli insanlardan izole
ettikleri Candida tiirlerinde yumurta sarili agar yontemi ile fosfolipaz aktivitesini
arastirmiglar ve 43 C.albicans, 1 C.kefyr, 1 C.famata, 1 C.parapisilosis’de fosfolipaz
tespit etmislerdir [Oksiiz, 2006]. Bizim g¢alismamizda izole edilen 37 Candida

izolatindan 4’1 C.kefyr izolatinda fosfolipaz varlig: tespit edilmistir.

Mayser ve ark.larmin yaptigr calismada Rh.rubra ve C.albicans’da fosfolipaz
aktivitesi ¢alisilmis ve Rh.rubra’nin daha yiiksek fosfolipaz aktivitesi gosterdigi
tespit edilmistir [Mayser ve ark., 1996]. Bizim calismamizda izole edilen 3

Rh.rubra’nin 3°1(%100) de fosfolipaz aktivitesi gostermistir.

Biitiin gida isletmelerinde oldugu gibi siit isletmelerinde de alinan hijyen dnlemleri

ekonomik yonden faydali olmaktadir. Ancak, bu fayda isletme sahibinin kasasina
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kazan¢ olarak girmemesi nedeniyle fark edilmemekte, bu nedenle de cogunlukla
benimsenmemekte veya konuya yeterli ilgi gosterilmemektedir [Sahan ve ark. 2002].
Sonugta sagliklt siit ve siit iirlinlerinin {iretilebilmesi i¢in hammaddeden baglayarak
biitlin  Uretim asamalarinda gerekli Onlemler alimmali, mikroorganizma
kontaminasyonlarin ~ Oniine  gecilmelidir. ~ Siite ve isletmeye giren bu
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm, fosfolipaz gibi viriilans faktorlerin
isletmeye ve insan sagligina olan etkilerinin en aza indirgenmek i¢in gerekli

sanitasyon iglemlerinin uygulanmasi gerekliginin 6nemi vurgulanmalidir.
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