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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Besiyerleri 

	Besiyeri 1: Rose Bengal Chloramphenicol Agar (RBCA) Oxoid, CM549

	Mikolojik pepton 


5.0 g

	Glukoz 



10.0 g

	Di-potasyum fosfat 


1.0 g

	Magnezyum sülfat 


0.5 g

	Rose-Bengal 



0.05 g

	Agar 




15.5 g

	Son pH



7.2±0.2


16 gram hazır besiyeri, 500 ml distile suda ısıtarak çözülmüş ve 3 ml etil alkolde çözülmüş 1 ünite chloramphenicol seçici antibiyotiği eklenmiştir. 121˚C’de 5 dakika otoklavda steril edilmiştir. Fungus izolasyonunda kullanılmıştır.

	Besiyeri 2: Malt Extract Agar (MEA) Oxoid, CM59

	Malt ekstrakt 



30.0 g

	Mikolojik pepton 


5.0 g

	Agar 




15.0 g

	Son pH (25˚C de)


5,4±0.2 


50 g hazır besiyeri, 1000 ml distile su içerisinde çözülmüş ve otoklavda 115˚C’de 10 dakika steril edilmiştir. İzole edilen fungusların saklanmasında ve tanıda kullanılmıştır.

	Besiyeri 3: Czapek Dox Agar (CDA) Oxoid, CM97

	Sodyum nitrat 


2.0 g

	Potasyum klorid 


0.5 g

	Ferrus sulfat 



0.01 g

	Potasyum sulfat 


0.35 g

	Sukroz 



30.0 g

	Agar 




12.0 g

	Son pH (25˚C de) 


6.8±0.2

	


45.4 g hazır besiyeri 1000 ml distile su içerisinde ısıtılarak çözülmüş ve 121˚C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 50˚C’ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere dökülerek izole edilen Aspergillus ve Penicillium genuslarının tanısı için kullanılmıştır.

	Besiyeri 4: Czapek Yeast Agar (CYA25, CYA37)

	K2HPO4 



1.0 g

	Czapek Konsantresi 


10 ml

	Yeast Extract Powder 

5.0 g

	Sukroz 



30.0 g

	Agar 




15.0 g

	Distile su 



1000 ml


Besiyeri içerikleri distile su içerisinde ısıtılarak çözülmüş ve 121˚C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 50˚C’ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere dökülerek Penicillium ve Aspergillus genuslarının tanılanması için kullanılmıştır.

	Besiyeri 5: %20 Sukrozlu Czapek Yeast Agar (CY20S)

	K2HPO4 



1.0 g

	Czapek Konsantresi 


10 ml

	Yeast Extract Powder 

5.0 g

	Sukroz 



200.0 g

	Agar 




15.0 g

	Distile su 



1000 ml


Besiyeri içerikleri distile su içerisinde ısıtılarak çözülmüş ve 121˚C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 50˚C’ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere dökülerek izole edilen Aspergillus genuslarının tanısı için kullanılmıştır. 

	Besiyeri 6: %25 Glycerol Nitrate Agar (G25N)

	K2HPO4 



0.75 g

	Czapek Konsantresi 


7.5 ml

	Yeast Extract Powder 

3.7 g

	Glycerol



250 g

	Agar 




12.0 g

	Distile su 



750 ml


Besiyeri içerikleri distile su içerisinde ısıtılarak çözülmüş ve 121oC’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 50˚C’ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere dökülerek izole edilen Penicillium genuslarının tanısı için kullanılmıştır.

	Besiyeri 7: Potato Dextrose Agar (PDA) Merck

	Dekstroz 



250.0 g

	Glukoz 


                5.0 g

	Agar 




  15.0 g


39 g hazır besiyeri 1000 ml distile su içerisinde ısıtılarak çözülmüş ve 121oC’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 50˚C’ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere dökülerek, bazı aseksüel askomisetlerin tanısında ve ilaçlama denemelerinde kullanılmıştır.

3.2. Çözeltiler
	Çözelti 1: Laktofenol Çözeltisi

	Karbolik asit kristalleri
 
20.0 g

	Laktik asit



20.0 g

	Gliserin
 


40.0 g

	Distile su 



20 ml


Fungus preparatlarının hazırlanması sırasında içerisine birkaç damla metilen mavisi eklenerek kullanılmıştır. 

	Çözelti 2: Fizyolojik Tuzlu Su Çözeltisi (FTS)

	NaCl 




85 g

	Distile su 



1000 ml


Yüzeysel örneklerin alınmasında steril edilerek kullanılmıştır.

	Çözelti 3: 0.1 M Potasyum sorbat (C6H7KO2) çözeltisi, Fluka

	Potasyum sorbat 


1.5 g

	Distile su 



100 ml


	Çözelti 4: 0.05 M Potasyum sorbat (C6H7KO2) çözeltisi, Fluka

	Potasyum sorbat 


0.75 g

	Distile su 



100 ml


	Çözelti 5: 0.1 M Ortofenil fenol(C12H10O) çözeltisi, Merck

	OPP


                        1.7 g

	Distile su 



100 ml


	Çözelti 6: 0.05 M Ortofenil fenol(C12H10O) çözeltisi, Merck

	OPP



0.85 g

	Distile su 



100 ml


Çözelti 3,4,5,6 ilaçlama denemelerinde kullanılmıştır.

3.3. Örneklerin alınması

İzmir İli’nde farklı nem ve sıcaklık koşullarına sahip olduğu düşünülen 7 ilçeden; Bornova, Buca, Çeşme, Foça, Karşıyaka, Konak, Tire; (Şekil1), sonbahar ve yaz olmak üzere 2 dönemde örnekler alınmıştır. Havasal örnekler MAS-100 Mikrobiyal Air Sampler (Merck MAS-100) kullanılarak alınmıştır. 90 mm’lik, 20 ml. RBCA içeren steril plastik petri kaplarına 100 l hava çekilmiştir. Yüzeysel örnekler, yapılarda bulunma durumlarına göre taş, ahşap, sıva, demir, mermer, alçı, tuğla ve boya olmak üzere farklı malzemelerden alınmıştır. Yüzeysel örnekler steril pamuklu çubuk (eküvyon) ile alınarak 10 ml steril FTS içeren tüplere aktarılmıştır.
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                                            Şekil 1. Örneklerin alındığı istasyonlar

3.4. İklimsel veriler

Örneklerin alındığı zaman aralığında, İzmir İli Meteoroloji Müdürlüğü’nün Güzelyalı, Bornova, Çeşme ve Ödemiş olmak üzere 4 istasyonundan alınan sıcaklık ve nem verileri aşağıdaki çizelgede yer almaktadır.

Çizelge 1. İzmir İli Meteoroloji Müdürlüğü’nden alınan sıcaklık ve nem ortalamaları

	
	Güzelyalı
	Bornova
	Çeşme
	Ödemiş

	Eylül-2003
	23.4/61.4
	22.5/46.9
	22.4/64.0
	22.0/63.7

	Ekim-2003
	20.4/63.5
	19.7/51.8
	19.6/67.9
	18.0/71.7

	Kasım-2003
	14.2/71.9
	13.1/62.3
	13.9/75.6
	12.0/80.3

	Aralık-2003
	10.3/74.3
	9.5/63.6
	10.9/78.0
	0.0/81.9

	Ocak-2004
	8.3/71.1
	7.1/65.6
	8.9/80.1
	7.0/80.5

	Şubat-2004
	9.4/64.9
	8.2/55.9
	9.6/79.0
	7.7/74.0

	Mart-2004
	12.9/60.0
	12.2/49.2
	12.5/75.0
	11.1/67.3

	Nisan-2004
	16.6/60.6
	15.7/50.0
	15.4/73.3
	14.8/69.9

	Mayıs-2004
	20.4/60.6
	20.3/48.4
	18.7/74.6
	19.4/62.8

	Haziran-2004
	26.1/60.0
	26.5/45.1
	23.6/75.3
	25.3/54.0

	Temmuz-2004
	28.6/59.8
	29.0/37.3
	25.7/70.9
	28.0/51.2

	Ağustos-2004
	27.4/62.4
	27.8/45.6
	25.7/73.8
	26.6/53.9

	Eylül-2004
	24.1/65.3
	22.4/49.0
	22.2/75.9
	22.8/58.4


3.5. İzolasyon ve Sayım

Air Sampler ile RBCA (Besiyeri 1)’a toplanan havasal örnekler 27oC’lik etüve ters çevrilerek konmuş, 5 gün inkübe edilmiş ve sayım yapılmıştır. Steril FTS’ye alınan yüzeysel örnekler önce vortekste karıştırılmış, bunlardan steril pipet ile 1 ml alınarak steril petrilere aktarılmış ve üzerlerine 20 ml, yaklaşık 45oC’ye soğutulmuş RBCA dökülmüş, el ile rotasyon hareketi yaptırılarak süspansiyonun besiyeri içerisinde homojen bir şekilde karışması sağlanmış ve katılaşması için beklenmiştir. Ortam katılaştıktan sonra 27oC’lik etüvde 5-7 gün inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonucunda, petrilerdeki koloni sayısı belirlenmiştir. Örneklerdeki koloni oluşturan birimlerin sayısı, MAS 100 kılavuzundaki tabloya uygun olarak hesaplanmıştır.

Sayım sonrası farklı küf kolonileri binoküler altında seçilerek, yatık MEA (Besiyeri 2) içeren tüplere inoküle edilerek 27oC’de 5-7 gün inkübe edilerek stok kültürler hazırlanmıştır. Stok kültürler tanılanıncaya dek +4oC’de buzdolabında saklanmıştır.
3.6. İdentifikasyon

İzole edilen funguslardan, Aspergillus genusuna ait olanlar MEA (Besiyeri 2), CDA (Besiyeri 3), CYA25, CYA37 (Besiyeri 4) ve CY20S (Besiyeri 5) içeren petrilere “üç nokta” şeklinde ekilmiştir (Klich, 2002). CYA25 25oC’de, CYA37 37oC’de, diğer petriler ise 27oC’de 7-10 gün inkübe edilmiştir. Penicillium genusuna ait funguslar, CYA, MEA ve G25N besiyerlerine üç nokta şeklinde ekilerek, CYA besiyeri içeren petriler 5oC, 25oC ve 37oC’de diğer petriler 25oC’de 7 gün inkübe edilmiştir. İzole edilen diğer funguslar da MEA ve PDA besiyerlerini içeren petrilere “tek nokta” şeklinde ekilerek 27oC’de inkübe edilmiştir.

İnkübasyon sonucunda üreyen fungusların binoküler altında kültürel karakteristikleri ve preparat hazırlanarak mikroskobik karakterleri belirlenmiştir. Aspergillus türleri, Klich (2002); Penicillium türleri, Pitt (2000); diğer funguslar ise Pitt and Hocking (1985), Barnett and Hunter (1989), Watanabe (2002)’e göre tanılanmıştır. 

3.7. Preparat hazırlanması

Petrideki fungus kolonilerinden transfer iğnesi ile örnek alınmış ve örnek, 1 damla metilen mavili laktofenol çözeltisi damlatılmış lama aktarılıp dağıtıldıktan sonra üzerine 1 damla alkol ilavesi ile sporların birbirine yapışması ve hava kabarcıkları önlenmiş ve lamel ile kapatılmıştır. 

3.8. İlaçlama denemeleri

Bu çalışmada, fungal flora belirlendikten sonra en sık rastlanan funguslar üzerinde uygun dezenfektanların etkisi denenerek kontrol amaçlanmıştır. Bu koruyucu maddelerin seçiminde, özellikle aktif maddelerin yapılara zarar vermeyecek nitelikte olmasına, etki alanının geniş olmasına, sağlık açısından herhangi bir tehdit oluşturmamasına ve kolay uygulanabilir olmasına dikkat edilmiştir. 

İlaçlama denemelerinde, potasyum sorbat çözeltisi (çözelti 3,4) ve ortofenil fenol çözeltisi (çözelti 5,6), kağıt disk yöntemi kullanılarak uygulanmıştır (Haines and Kohler, 1986; Byers, 1993; Bartlett et al., 1997). En sık rastlanan genuslardan, Aspergillus, Penicillium, Phoma, Alternaria, Chaetomium, Cladosporium PDA (besiyeri 7) besiyerine 3 nokta şeklinde ekilmiştir. Ekilen funguslardan bir noktanın üzerine 0.1 M, diğerinin üzerine 0.05 M’lik çözeltilerden 10 µl emdirilerek yerleştirilmiştir. 3. nokta ise kontrol olarak bırakılmıştır. 27oC’de 7-10 gün inkübasyonun ardından funguslarda üreme olup olmadığı kontrol edilmiş ve kullanılan maddelerin etkinliğine bakılmıştır.
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