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Background and Design.- The storage and maintenance of stock-culture |¥ Kaynaklar
collection of fungi serves to research and educational fonctions of specialized

mycology laboratories. Several methods have been proposed for maintaining

culture collections of fungi. In this study a general collection of stock cultures

consisting of several hyaline, dematiaceous molds, dermatophytes and dimorphic

primary pathogens and yeasts and yeast-like fungi has been stored at room

temperatures and in a refrigerator and in a deep freezer for three years by

frequent subculturing.

Results.- 170 of 216 strains maintained at +4°C, 18 of 212 strains maintained at

+200C and 105 of 154 strains kept in -20°C survived the entire three year period.
Both of the two methods maintain the original characters of the strains and
require approximately equal time, equipment, material and space. The room
temperatures storage method has been eliminated due to the risk of mit
contamination.

Conclusion.- Keeping stock cultures at +4°C appears to be the most convenient
method for our laboratory conditions and also the composition of our actual
collection.

Yiicel A, Kantarcioglu AS. Comparison of three conservation method for
stock fungus cultures. Cerrahpasa J Med 2000; 31 (1): 7-15.

GIRIS &
Mantar kiiltiir  koleksiyonlarmm, mikoloji, mikrobiyoloji, epidemiyoloji,

biyoloji... ve diger doga ve saglik bilimleri alanlarmdaki arastrmada 6neml bir

rolii bulunmaktadr.! Mikoloji arastrma laboratuvarlarmda cesitli mantarlarm
tiplkk ve atipik kokenleri hem arastrma hem de egitim amaciyla

saklanmaktadir.? Cestth laboratuvarlar da yapacaklar cahsmalar icin yeterli
sayida standart ve ¢alisma kokenlerini saklamak zorundadirlar.

Mantarlarm saklanmasi i¢cin genelde bakterilerin saklanmas1 yontemleri
uygulanirsa da bunlar i¢cin g6z 6niinde bulundurulmasi gereken 6zel noktalar da
vardrr. S6z gelimi bir ok mantar liyofilleyerek saklamaya elverisli degildir, yine
mantarlarda yozlasma sik rastlanilan bir olaydir.

Mantarlarm saklanmasi i¢in ¢esith yontemler onerilmistir; bunlar arasmda steril
distile suda, toprakta, madeni yagla kaplannis egri agar besiyerlerinde, -20°C
ve -70°C'lerde, egri agara diizenli aktarmm ile, swvi nitrojende ve liyofilleyerek
saklama yontemleri say11abﬂir.2'10

http://mww.ctf.istanbul .edu.tr/dergi/Online/2000v31/s1/001a1.htmé#yontem 112



1172014

Mantar stok killtirlerinin sakanmasi ; Yiicel ve Kantarcioglu

Laboratuvarmizda 1996 yilindan beri ¢esith standart mantar kokenleri ve
dogadan ve hasta materyalinden aywrarak tanmladigimiz degisik cinslerden
mantarlar canli olarak saklanarak bir koleksiyon yapiimaktadir. Bilindigi gibi bu
kokenlerin saklanmasi kolay olmamaktadir. Iste bu bakimdan harcanan zaman
ve enetji, besiyeri, saklama kosullar1 ve malzeme gibi diisiiniiliip hesaplanacak
etmenlerle her laboratuvarca uygun olan saklama seklini belirlemek amaciyla
yontemler arasmda karsilastrmah deneylerin yapimasi gerekmektedir. Bu
disiinceyle koleksiyonumuzda bulunan mantarlardan bir kismu farkh 3 saklama
kosulunda 3 yil boyunca bekletimis ve bulgular yazlip degerlendirilerek

bildirilmigtir.
YONTEM VE GEREGLER &

Koleksiyonumuzun yapisma ve laboratuvarmiz kosullarma uygun saklama yodnteminin
belirlenebilmesi amaciyla 3 yil siire ile (1996-1999) izlenmek {izere bir calisma planlanarak
yuriitilmiistiir. Cahgmamizda c¢esitli dogal ve klinkk materyalden aywarak

laboratuvarmizda tanimladigmiz toplam 216 koken +4°C'de ayrica 212 koken +20°C'de

saklanmus, bunlardan segilen 154 koken -20°C'de tutulmustur. Bu deney grubu i¢indeki
patojen mantarlardan Pseudallecheria boydii, Moniliella acetoabutens, Aspergillus
fumigatus ve A. flavus kokenleri arasmda bir kismm hasta materyalinden; iki Histoplasma
capsulatum, bir Sporotrix schenckii, iki Madurella grisea, bir Wangiella (Exophiala)
dermatitidis ve bir Trichophyton verrucosum kokeni ise c¢esitli dogal kaynaklardan
ayrinustir.

Kiif mantarlarim saklama deneyleri: Calismamizda kiif mantarlari ii¢ degisik besiyerinde
Czapek Dox Agar (CDA), malt 6ziitii agar (MEA) ve Sabouraud dekstroz agar (SDA)

olmak {izere +4°C'de, SDA besiyerine ekilerek -20°C'de derin dondurucuda ve ayrica
steril distile suda oda sicakhginda da saklannugtir.

+49C'de saklama yéntemi: Saklanan kiif mantarlann CDA, MEA ve SDA olmak iizere iig
farkli egri besiyerine ekildikten sonra uygun gelisme gosterinceye kadar (genellikle 8 giin,

dermatofitler icin 20 giin) etiivde uygun gelisme sicakliklarmda (25-27°C) bekletilip

kurumay1 onlemek icin tiiplerin agizlari parafilm ile yahtimus, etiketlenmis ve +4°C'de
buzdolabmda saklannuglardir (Sekil 1). Bu kokenler, yozlagsmanmn 6nlenmesi igin gelisme
faktorlerinin yeknesak siirdiiriilmesinden kagmilarak, belirli ve diizenli araliklarla (yaklasik
alt1ayda bir kez) yukaridaki besiyerlerine sirasiyla ekilerek stirdiiriilmiislerdir.

- P o
! Sekil 1. +4°C'de canh olarak

sakladigmiz mantar kiiltirlerinden bir
grup
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Canlihgm ve heterotallik teleomorf cinslerde eseyli seklin siirdiiriilmesinin, saflik ve yap1
degisimi olup olmadigmin kontrolii amaciyla kokenlerimizin belirli araliklarla egri SDA
besiyerine pasajlart alinmig, pamuk mavili laktofenol ile preparat yapilarak mikroskopta
incelenmistir.

-20°C'de saklama yontemi: Agz burgulu tiiplerin dip kisminda bolca besiyeri bulunacak
sekilde egri olarak katilagtirnlmis SDA besiyeri kullanilmigtir. Saklanan kiif mantarlarmin 6
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ayda bir kontrol yapmak iizere, ti¢ yillik izleme siiresi dikkate alnarak 6'sar pasaji yapilmus,
etiketlenmis, uygun gelisme gosterinceye kadar (genellikle 8 giin, dermatofitler igin 20
glin) etiivde uygun gelisme sicakhklarmda bekletildikten sonra kurumay1 énlemek i¢in

tiplerin agz kismmlan parafilm ile yaltimis ve -20°C'de dondurulmustur (Sekil 2).

Dondurma islemi icin Philco derindondurucudan (-20°C) yararlanilmis, zaman zaman
kabin i¢i sicakhgi bir civali termometre yardimiyla da kontrol edilmistir. Belirli ve diizenli
arahklarla (yaklagik 6 ayda bir) tiiplerden biri almarak oda i1sisinda bekletilmis,
coziildiikten sonra tiipteki egri SDA besiyerine pasaj yapilarak etiivde uygun gelisme
sicakhigmda bekletilmis ve canhhgi ve heterotallik teleomorf cinslerde eseyli seklin
stirdiiriilmesi kontrol edilmis tir.

i \ . oc
j ; 5 _ Sekil 2.-20"Cde canh olarak
u fq "U* 'r . ' i"{‘ ¥ sakladigimiz mantar kiiltiirlerinden bir

grup (SDA besiyeri)

Steril distile suda saklama yéntemi: 16 mmlik steril deney tiiplerinde bulunan Ph 7'ye

ayarlanmug 5 ml steril distile sudan yalrarlanllrmstlr.3 Egri SDA besiyerinde uygun gelisme
gostermis olan kiif kolonilerinden steril mantar ignesi ile yaklagik 2x2 mm kadar madde
alinms, aseptik sartlarda distile suya gecirilmistir. Ttiplerin agizlari pamuklandiktan sonra
buharlagsmay1 engellemek iizere parafilm ile yahtimistir. Ozel 151 dolaplar kullaniimaksizin

ekimler yaz kis ayn1 odada oda sicakhigmda (+20°C + 10°C) tutulmustur.

Maya ve mayams1 mantarlari saklama deneyleri: Mayalar SDA besiyerinde +4°C'de ve

ayrica steril distile suda oda sicakligmda (20°C = 5°C) belirli ve diizenli araliklarla egri
SDA besiyerine pasaj almarak saklannugtir.

Dimorfik mantarlar1 saklama deneyleri: Koleksiyonumuzda bulunan iki adet
Histoplasma capsulatum ve bir adet Sporotrix schenckii kdkenlerinin miselli sekilleri
diger kiiflerde oldugu gibi ve maya sekilleri de egri SDA ve kanh sisteinli (BGC)
besiyerinde siirdiiriilmektedir (Sekil 3 ve 4). H. capsulatum kdkenlerinin sporlanmay1
stirdiirmeleri i¢in ayrica gliserol laktoz agardaki kolonileri de saklanmaktadir.

- Sekil 3. +4°C'de canli olarak
sakladigmz Histoplasma capsulatum
miselli (saprofit faz) kolonileri (GLA
besiyerinde)
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Sekil 4. +4°C'de canh olarak
sakladigmmz Histoplasma capsulatum
maya (patojen faz) kolonileri (BCG
besiyerinde)

BULGULAR &

Cinslere ve saklama yontemine gore ayr siitunlar halinde, deneye alman kdken
sayis/canhh@mi  stirdiiren koken sayisi verilerek sonuclar Tablo I'de
sunulmustur. Mantar cinsleri alfabe srrasma gore yazilmus, ilgili teleomorf cinsler
bu srraya uymamakla beraber anamorfunun arkasmdan verilmistir.
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Tablo I Mantar Kokenlerinin Saklama Deneyt (1396-1999 aras) Sonuglan

Cimgtir 4°€ 200 #2PC Cins/tar a4°C 20°C #20°C
Aerermonitm charticoda i ] 2fen Aemnonialfa echinata k131 N 2=
AP aranicm so 33 e £ ATEFOEHOfT Cavig 504 43 &y--
Alternaria alternata 53 T £ Monascus ruber 190 - 1/--
Alevnavia 5o 1M 171 1f-- Monilia sraphila k201 - 2=
Plecspara sp 1M - - Moiliella aceteabutens 11 11 11
Avrecbasicium X -
pulilans 43 411 dfen p‘:,:-z[.fm . 0 #
Aspergilius girnzporus " " - aurantiogrizeum 1812 - 18-
A conjushis 11 n - B brevicatum ETE S ETe) 3
A, flavus 2 3z - P gitrinem £l 33 ET
A furtigpatus 2 FIF) s P, conophilum &6 6% B
A glaueus i mn 1 P, decumbens " 1 -
A, janus i L - P aigitatum "M 1" 1
A, niger 55 55 W P fellutanum 2 n 2
A, ochraceus 1 11 1o . glabrum i " e
A, oryzae ol . - P Birsitum a1 43 4
A, parasificus 42 2 2 P Actatim 3z an 3
A, ustus 33 I 3 P. restricum 42 n 2
A verscelor A3 4l s Pp— .
A wenti wowm e - amplass o v
Emevicella nidulans " " 1or fupenioilum alutaceum A2 A o
Neosartoria f . Hz E 2 Eupenigliivm sp ) T n G-
Asperenilus 3p 08 1067 10 Taﬂgmnm:jas wortmannii - 10 20 2fes
Botrytis actacs woo- N Rhizoctonia sp wooo-
Byzochiamis fubva " “ e Abizepus stolanifer n -
Candbela albicans & = &3 Scedozparium

& guitiermondi 140 - 10 ApEER TN n - 1
e RE‘F}!‘F i1 . M 3. inflatum 1M 111 15
MFWTW mrﬁﬂﬂﬂﬂj fusca 10 1M1 s
T I DT 10 140 - Sctrrosaccharomy ces

€, sphaeraspermur 11 i - pombe 1 - 1A
€. hesbaruim EN 0 s Sepedamium 3p 1 - 1
Cladosporium $g 44 a4 F.T Sporotrix schenckii 11 10 1o
Micosphaereila sp W1 11 e Hemphylivm s 1A 110 1
Chastamitm 5o 140 10 - frichosmoran cutanewn Ll .- W1
Cryptococous fricoghyton

ner};?‘o.rmns (4] " 64 menfagrophytes 1043 e Tie
Cureularia sp 10 140 1 T. mentagrophyles var.

Epidermophyton e, Lz v17s 2fes
Aoccosum 11 11 1 . mentagrophytes var,

Fugarium intevcly. 1f 1| -
sporatachioides Fir Fird e T. Bnacea 11 1] Af--
Fusariur oaydpartim iFL] mn e T. rubvurn &8 BE By--
Fusaiurm poae 1 i 1fe T, tonswrans 22 n 2=
Fuzaviurm 5o m L = T, verrecomam 3 M2 2fan
Geotrichum candigum 33 n 3f-- T. violacetrm 2 m Hee
Galactomyces candidem 111 - f-- Woeladivim chartarum " 111 14--
Histoplarmas copswlatum A2 22 2 Woctadium sp 1M1 10 14--
Humicola grises mn 171 - Woangiclta dormatiticis 141 140 1
Madurella grisea n i 2

Malassens furfur 10 - 140 Toplam koken sayis 216170 154105 X1x18

Siuntardaki tsambi rakambardan ilki deneyin baglang e inds saklumaya alnan 1oplam l.ﬂi_ueﬂ sayse kiness o yil soourds canle
Iegur sordlren baken saymen e o) gaden bakentenn deney di birakideing gosiermeldedi

Tablo I'in incelenmesinden goriilecegi gibi +4°C'de saklanan toplam 216
kokenin 170'1 (%78.7) ii¢ yillk deney sonucunda canhhigmi siirdiirebilmis,
eksilenlerin birgogu (%21.3) zaman icinde pamuklarmm Aspergillus tiirleri ile
kontamine olmasi sebebiyle atimustr. Metabolizmalar1 yavaslatiimis durumda
sakladigmiz bu kokenler esas besin maddeleri gereksinimlerinin
karsilanabilmesi amacityla ardasik olarak capraz ekim yapilarak stirdiiriiimiis
oldugundan bu besiyerlerindeki durumun karsilastiriimas1 amaglanmanus ve
yapimamustir.

Metabolizmalar1 durgun olarak SDA besiyerinde -20°C'de saklanan toplam
154 kokenin ise 1051 (%68.2) ii¢ yilhk deney sonucunda canhligm
stirdiirebiimis, digerleri ise pasaj alndigmnda tirememistir. Bu durumda cins ve
tiirlere gore degisen belirli bir 6zellik gdézlemlenememistir. +4°C ve -20°C'de
saklanan kiiltiirlerin hi¢ birmde bakteri kontammasyonu ile karsilasiimanustir.

Uzun sire oda sicakhginda distile suda bekletimis olan kokenlerimiz,
bulunduklar1 tiiplerin pamuklarmm ik yihn mayss aymdan sonra akarlarm
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istilasma ugradiklart goriildiiginden degerlendirme dis1 brakilmustr. Bu deney
grubundaki toplam 212 kokenden sadece 18'i (%8.5) iic yil boyunca
stirdiirtilebiimistir.

TARTISMA A

Ug yillk deneyimizin sonuclarma gore diizenli araliklarla pasaji alnmak
kosuluyla kiif mantarlarmmn +4°C'de saklanmasmmn daha yogun emekli bir

teknik olmakla birlikte daha iyi sonug verdigi; buna karsm -20°C'de olasilikla
bir kismmm 151 sokuna ugradimi ve dolaysiyla pasajlarmm gelismedigi
g6zlemlenmistir. Bilindigi gibi mayalarm dondurulmasi durumunda ik anlarda
cok sayida hiicrenin 1s1 sokuna ugrayarak oldiikleri, ¢ok azmm canh kalabildigi,
bunlarm uygun egri agar besiyerlerinde ve sik sik pasaj yapimak suretiyle oda
sicakhgmda saklanmasmn daha uygun oldugu bildirilmistir.!3 Diger yandan
yakmn zamanlarda maya mantarlarmm, Ozellikle Candida'larm -20°C'de
dondurularak saklanmasi i¢in i¢i boncuklu tiipler ticarette bulunmakta ve halen
laboratuvarmizda da denenmektedir. Lodder'm besiyeri ortammdaki
dondurma yontemmne karsiikk boncuklu tliplerde maya mokulumu
kargtirildiktan ~ sonra  igindeki atdlmakta ve maya kuru ortamda
dondurulmaktadir. Kuru ortamda dondurulmanin mayalarm donmaya karsi
direncine olumlu etkisi olup olmadig1 heniiz laboratuvarmmizda ¢esith patojen ve
saproft maya kokenleri kullanlarak arastrilmaktadwr. Bu noktada,
deneylerimizde maya cinslermin de 6nem tasidig1 gozlemlenmistir. S6z gelimi
Candida'larm ve Ozelikle C. albicans'm saklanmasi daha sorunsuzken,
Cryptococcus'lar daha fazla 6zen gerektirmekte, bunlar icinde dogadan ayirnus
olduklarmuzin canh tutulmalar1 ¢ok zor olmaktadwr. Cnsler i¢cinde tirler de
kendi fizyoloji gereksinimlerine gore 6zellikler gdsterebiimektedir.

Giiniimiizde mantar kiiltlirleri i¢in saklama yontemleri ti¢ genel tipte toplanabilir:

() Metabolik aktivitenin normal hizda siirmesine olanak veren kosullarda
saklama biciminde kiiltiirler besleyici bir besiyerinde optimum gelisme
sicakliklarma yakmn ortamlarda ve sk aralklarla pasaj yapiarak
saklanmaktadirlar.

(i) Metabolik aktivitenin kisitlandigr kosullarda saklama bigiminde ya klasik

usulde kiiltiirler egri agar besiyerlerinde 4-10°C'de gerekirse maden yaglarla
orterek veya sporlar steril topraga dagttarak saklanmaktadir.

() Metabolk aktivitenin hi¢ olmadigi kosullarda saklama bigiminde
liyofilizasyon, kurutarak dondurma vb teknikler kullanimaktadir.

Bu yontemlerin hepsi canhi@ siirdirmeye hizmet ederler ancak ik yontemin
biiyikk koleksiyonlar i¢cin zaman ahci oldugu; ikincinin pasajlarm daha uzun
aralklarla yapiimasma olanak verdigi, ancak kékenlerde varyasyona yol agip
acmadigmm kuskulu oldugu; Ucilinciiniin ise ¢ekirdek bolinmesini olanaksiz
kidig1 icin teork olarak en iyi ydntem olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. %’
Cahsmamizda saklanan kiif mantarlarmm tamma hizmet eden fenotipik
Ozelliklerni koruduklart ve koleksiyonumuzdaki teleomorf cmslere dahil
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olanlarm da bu 6zelliklermi stirdiirdiikleri gdzlemlenmigtir.

Sekil 5. Olii kiiltiir koleksiyonumuzdan
bir grup Aspergillus sp. kiiltiirleri (SDA
besiyeri)

Daha oOnceki bir cahsmamzda ayrdigmuz cok sayidaki cesith saprofit
mantarlarm makroskopik ve mikroskopik 6zelliklerini koruyarak daha sonraki
calismalarmizda kullanlacak bir seri karsidastrma materyali olusturmak

amaciyla, Yiicel tarafindan gelistirilmis olan bir yontemle!! ve timol yardimuyla'>
ol kiiltiir koleksiyonu (Sekil 5) ve daimi preparat koleksiyonu ile arsiv fisleri
olusturulmustur. Bir Tiirk-Japon ortak cahsmasi kapsammda 1998 ve 1999
yillarmda mikrobiyoloji kismm {istlenerek  yiiriittiiglimiiz  Gordion MM
Timiilisti'ndeki ¢alismamizda ayrdigmiz kokenlerin tanimmda da bu

birikimden yararlam]nn.s‘ar.12 Canl saklanan Kkiiltiirlerm de geriye donik
arastrma yapma olanagi vermesi 6nemlidir ve referans laboratuvarlari ile biiyiik
mikoloji laboratuvarlarmda kendi 1ilgi alanlarma yonelk kokenler
saklanmaktadir. S6z gelimi filogenetik olarak C. albicans ile yakmdan ilgili
oldugu, ancak genom organizasyonunun belirgin olarak farkh oldugu ve
Candida cinsi icerisinde ayr1 bir taksonomik grup olusturdugu 1995'de bildirilen
Candida dubliniensis ile ilgili olarak geriye doniik olarak yapilan ¢alhsmalarda
bu koékenlerin kiiltiir koleksiyonlarmda yanhs tanmmlannug kokenler halinde

bulunduguna iliskin ¢calismalar yaymlanmaktadr. 16-19

Bazi mantarlar liyofilleme islemi sirasinda oldiiklerinden 1970'lerde American
Type Culture Collection (ATCC)'da daha uzun siire yilkksek canh kalma oram
saglayan s nitrojenden yararlamlmaya geciimistir. Mantarlar1 dondurmak i¢in
de cesitli yontemler tarif edilmis, koruyucu olarak gliserolden yararlanma
onerilmis; hizh bir sok ile dondurmanmn yavas dondurmaya gére daha uygun
oldugu bildirilmistir.>2 Kaynagnda belirtildigi iizere* Barnhart ve Terry
Neurospora crassa konidileri ile yaptiklari ¢cahsmada dondurma ve eritme
hizlarmm 6nemli olmadigm yazmuglardir.

Ik kez Castellani tarafindan 6nerilmis olan distile suda saklama yonteminin
Candida albicans kiiltiirlerinin saklanmasindaki yarari kiirstimiizde incelenmis,
pH 7'deki distile suya ekilen 23 kdkenmn 16 ay sonra yapilan kontrollarda canh

kaldiklar1 saptannustir. 10

Castellaninin su kiiltiirlerne  karsihk Benedek mikroskopik mantarlarla
cahsanlar i¢cin klorallaktofenol ile gelistirdigi alternatif bir yontem One

siirmiistiir.
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Odds, ¢ogu Candida albicans olmak tizere 1583 maya kokenini steril distile
suda 1-18 yil saklayabildigni, bu mayalarm 5 yil sonraki canlilik oranmnm, 10 yil
sonra %96 oldugunu bildirmistr. C. guilliermondii ve C. parapsilosis

koékenlermin tiimiiniin suda saklandiginda canh kaldigmi da belirtmistir.®

Diger taraftan, 64 ektomikorhiza ve bitki patojeni simbiyotik mantar kékenini

steril distile suda soguk ortamda (+5°C) saklamayi deneyen Marx ve Daniel
bir-li¢ y1l gibi degisik sonuclar elde etmisler, aym sicakhkta egri agarda dort-alt1

ay saklayabilmiglerdir.*

McGinnis, Padhye ve Ajello hifli mantarlar, mayalar ve baz aerop
aktinomisetlerden olusan 66 cinse dahil 147 tiirii steril distile suda oda
sicaklignda saklamayr denemisler; ¢ogunun 12-60 ay canh kalabildigni, bu

yontemin basit, ucuz ve giivenilir oldugunu bildirmislerdir. 2

Dermatofitlerin uzun siire tekrarlayan pasajlarla saklanmasi halinde sporlanmayi
azalttiklar, yozlagsma sekillerinin ortaya ¢iktigy; liyofillemeye dayanmadiklari, bu
gibi sakincalar1 6nlemek i¢in insan plasmasinda, siitte saklama yontemlerinin
denendigi bilinmektedir. Burgulu tiiplerde egri patates dekstroz agarda

18°C'de yilda bir kez pasaj alarak saklamayr deneyen Kramer ve Mix 451
kokenin 351'mi bir yil, 65'mi iki yil saklayabimisler, ancak birka¢mmn {i¢ yil
yasadigm bildirmislerdir.” Ayrica esasen zayif sporlanan mantarlar olan ve
SDA ve PDA gibi rutin besiyerlerinde diizenli olarak sporlanmadiklari bilinen
Trichophyton concentricum, T. gallinae, T. megninii, T. verrucosum, T.
violaceum, T. schoenleini, T. yaoundii, Microsporum ferrugineum,
Madurella mycetomi ve Paracoccidioides brasiliensis'n suda saklama
yontemiyle canh kalamadiklart ancak dondurularak daha iyi sonu¢ alndig

bildirilmistir.2° Bu durum ¢alsmamzda -20°C'de elde ettigimiz sonuglarla da
uyumludur.

Mikroorganizma kiiltiir koleksiyonlarmm dogal kaynaklardan ayrilnug kékenler
icermesinin bilimsel arastrmalara karsilastrmah boyutlar kazandiracag ve bu
koleksiyonlarm temelini sistematiin  olusturdugu, modern smiflandirma
sistemlerine gore acik tanimlarmm yapildiktan sonra etiketlenerek koleksiyona

katimalar gerektigi 6ne siiriilmiistiir. 2> Koleksiyonumuzu olusturan mantar
kokenleri de bu esaslara uygun olarak tanimlandiktan sonra numaralandirilarak

etiketlenmekte ve kayit edilmektedir.!!

Dematioceous mantarlarm, dermatofitlerin ve Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides
brasiliensis ve Sporotrix schenckii'den olusan sistemik patojen mantarlarn
diizenl aralklarla egri agarda gelistirilerek saklanmasmda cesith sporlanma

giclikleri bulundugu bildirilmistir.> 1996 yinda elde ederek halen
laboratuvarmizda patojen ve saprofit sekillerini canh olarak sakladigmiz ki H.
capsulatum ve 1998'de elde ettigimiz bir S. schenckii kdkenlerimizin bu
olasiliktan korumasi i¢in belirli zaman aralklariyla gliserol laktoz agar besiyerme
pasajlar1 ahnmaktadir. Benzer sekilde cesith cinslere dahil dematioceus mantar
kokenlerimizin varligt da halen SDA, CD ve MEA besiyerlerine ¢apraz
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ekimlerle siirdiirilmektedir. Bunlardan teleomorf olanlarm da teleomorf
Ozelliklerini koruduklar gézlemlenmistir.

Pasarell ve McGinnis, cesitli kiif, maya, aerop aktnomisetler ve alglerden

olusan bir koleksiyonu -70°C'de "metabolik olarak inaktif durumda" saklamayi
denemigler, organizma cinslerme gore 6 ay ile 13 il arasmda degisen canh
kalma stireleri saptamislardr. Bu sicaklkta saklayamadiklari mantarlarm
Alternaria alternata, Apophysomyces elegans, Bipolaris specifera,
Blastomyces  dermatitidis, ~Cokeromyces recurvatus, Coremiella
cubispora, Cryptococcus ater, Curvularia sp, Exerohilum tiirleri,
Filobasidium floriforme, Madurella mycetomatis, Mycelia Sterilia,
Penicillium marneffei, Pseudomicrodochium sp, Saksanea vasiformis ve

Sporotrix sp olduklarm bildirmislerdir.!

Kendi amaglarma uygun cesith projelerde kullamimak iizere 1940'larda
baglatilan Pfizer mikrop kiiltiir koleksiyonu da bugiin farkh kaynaklardan
toplannus olan yaklasik 60.000 mantar, aktinomiset ve gercek bakteri kokenmi
kapsamaktadir. Bunlarm yarismm kuru buz (freeze-drying) metoduyla, yarismm

da -80°C ve -140°C'lerde dondurularak korundugu bildirilmistir. %2

Mikroorganizma kiiltiir koleksiyonlarmm dogal kaynaklardan ayrilnug kékenler
igermesinin bilimsel arastrmalara karsilastrmah boyutlar kazandiracagi ve bu
koleksiyonlarin temelini sistematigin olusturdugu, modern smiflama sistemlerine
gore agik tanimlarmm yapildiktan sonra etiketlenerek koleksiyona katimalar

gerektigi 6ne siiriilmiistiir. 2> Koleksiyonumuzu olusturan mantar kokenleri de
bu esaslara uygun olarak tammlandiktan sonra numaralandmrilarak

etiketlenmekte ve kayit edilmektedir. !

Sonug olarak cahsmamizda stok mantar kiiltiirlerinin -20°C'de dondurulmus
olarak saklanmasmm, kokenlerin fenotip ve esey Ozelliklerini kaybetmeden
uzun siireli olarak canhliklarm siirdiirmelerini sagladig goriilmiistiir.

Laboratuvarmizda bu ¢alisma asama asama gittikce gelisen bir plan halinde
stirdiiriilmektedir. Gegen zaman i¢erisinde koleksiyonumuza birgok baska kiif
ve maya kokenleri daha eklenmistir ve hatta bu saklama ihtiyacinmn biiytik Kigii
bizi pratik ve hesapl ticari yontem arayislarma da sevketmistir. Oncelikle
bakteriler ve ayrica bir kisim mayalar i¢in de Onerilen yeni bir ticari saklama
yontemi laboratuvarimizda halen deneme asamasmdadir. Boncuklu tiiplere

yapilan koyuca bir inokulum -20°C'de dondurularak saklanmaktadr. Bu
yontem tretici firma tarafindan bir kisim Candida tiirleri i¢in Snerilmistir.
Koleksiyonumuzda bulunan Candida tiirleri ile diger cesitli cinslere dahil maya

ve mayamst mantarlarm bu yontemle canh olarak saklanabilirligi de
arastmimaktadir.

Koleksiyona alman kiiltiicler icin mantarlar ve bakteriler kirletici olabildikleri
gibi, oda sicakhginda saklanan kiiflere akarlar da dadanabilmektedir (Sekil 6).
Ozellikle mantarlarla  kirlenmenin  gozle farkedilebilmesi, s6z gelimi
Aureobasidium pullulans, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii,
bazi kara mayalar ile bir kisim dermatofit kiiltiirlermde bir mantar bulagsmasi
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olunca bunun dimorfizmden ve pleomorfizmden ve yozlasmadan
ayrdedilebilmesi genellkle deneyim ve birkime bagh kalmaktadir.
Koleksiyonlarm hava kaynakl kirlenmelerden korunabimesi icin mikoloji
laboratuvarlarmda hava ceryanndan kagmilmah, ekimler temiz ve standart
kosullarda yapiimah, subkiiltiirlerdeki gelismeler mutlaka deneyimli mikologlar

tarafindan izlenmelidir.2

Sekil 6. Mantar kiiltiirii preparatlarmda
karsilagilan bir akarcik (x 1700)
(Mikrofotografi: A. Yiicel & S.

.‘ = Kantarcioglu)

Kiiciik araknidler olan akarlarm laboratuvarlart istila ederek tiiplerin
pamuklarmi asip kiiltiirlere bulastiklar, yumurtalarmn buraya braktiklan,
koleksiyonlar1 bozduklari, hatta bu sebeple laboratuvarlarm tasmdig nadir

degildir.? Laboratuvarmuzda subkiiltiirler stoklara kaldrimadan 6nce binokiiler
mikroskop altnda incelenmektedir. Akarlar her zaman giinlik temizleme
malzemeleriyle yok edilmesi miimkiin olmayan canllardir ve tliplerm pamuklar
icerisinde bile yuvalanarak uygun nem ve sicaklkdaki ortamlarda stirekh

tireyebilirler. Gelisme smirlar1 8°C-32°C arasnda olup optimal sicaklik 22°C-
25°C'dir. Genellikle 7°C-9°C'nin altmdaki ortamlarda evrimleri kesilir ancak

-1°C-0.5°C arasmda da canlliklarmi Kkorurlar. Bunlarla miicadele icin ise
Onerilmis cwva kloriir veya dichlorvos (DDVP) gibi baska zehirli maddeler
iceren karisimlar bulunmaktadr ancak bunlarm insan saghgma da zararh oldugu
bilinmektedir. Zaman zaman etiivlere ve buzdolaplarma pyrethrin piiskiirtiitmesi
de onerilmektedir. Ancak bu kimya maddeleri akarlar1 kontrol etmekle beraber
yumurtalara etkisizdirler.>2%

Mantar kiiltiirlermin saklanmasmda koleksiyonu olusturan cinsler ile kokenlerin
korunmasi diisiiniilen 6zellikleri (morfoloji, viriilens..) ayrica laboratuvar ve
egitimhi eleman olanaklar1 g6z 6niinde bulundurulmaly, kosullar elverdigi 6lgiide
birden ¢ok yontemle stoklar yedeklenmelidir.

OZET &

Cesttli arastrmalar srasinda ayrarak tanimladigimiz hava ve toprak kaynakh
37 cinse dahil 230'un iizerinde farkh tiir firsatg1 kiif mantar ile ayrica cesith
dogal ve klinkk 6rneklerden ayrimis olup laboratuvarimizda tanmlanan 208
maya ve 37 dermatofit kokeni 1996-1999 yillar1 arasmda canh olarak
saklanmaktadr. Koleksiyonumuzun yapisma ve laboratuvarmiz kosullarma
uygun saklama yonteminin belirlenebilmesi amaciyla bir ¢alisma planlannmis ve
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yiiriitiimiis olup {i¢ yillik sonuclar1 sunulmaktadr. Bu ¢ahsmada toplam 216
koken deneye almms ii¢ ayri saklama yontemi uygulanmustr. Ug yil sonunda

+4°C'de saklanan 216 kokenin 170'i, +20°C'de saklanan 212 kokenin 18'i ve

-20°C'de saklanan 154 kokenin 105'i amaca uygun sekilde korunmustur.
Bizim laboratuvar kosullarnmiza ve koleksiyonumuzun yapisma en uygun

+4°C'de saklama yontemi oldugu goriilmiistiir.
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