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OZET

Mastitisli Anadolu Mandalar ve Siit ineklerinden Candida Tiirlerinin izolasyonu,
Molekiiler Tiplendirilmesi, Viriilens Faktorleri ve Antifungal Direncliliklerinin

Arastirllmasi

Bu Tezde, mastitisli Anadolu mandalar1 ve siit ineklerinden Candida tiirlerinin
izolasyonu, molekiiler diizeyde tiplendirilmesi, Candida albicans olarak identifiye
edilen izolatlarda aglutinin-benzeri sekans (ALS1), salgisal aspartil proteinaz (SAP1) ve
fosfolipaz enzimi (PLB1) viriilens genlerinin varliginin arastirilmasi ve Candida
izolatlarinin antifungal duyarlilik/direnclilik profillerinin belirlenmesi amaclandi.
Calismada, Afyonkarahisar ili’nde ve ilgelerinde bulunan 301 Anadolu mandasina ait
1188 meme lobu ve 332 sagmal inege ait 1321 meme lobu siit 6rnegi kullanildi.
Orneklerden Candida tiirlerinin fenotipik izolasyonunu takiben, siipheli izolatlara ilk
kez bu ¢aligmada tasarlanan cins-spesifik ITS primerleri kullanilarak PZR uygulandi.
PZR ile Candida olarak belirlenen izolatlar, tek yon Sanger sekans analizi ile identifiye
edildi. Anadolu mandas1 izolatlarinin %79,59’u Pichia kudriavzevii (Candida krusei,
n=74), %11,82’si Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr, n=11), %4,3'i Suhomyces
xylopsoci (Candida xylopsoci, n=4), %2,15’i Candida albicans (n=2), %1,07’si
Candida glabrata (n=1) ve %1,07’si Candida rugosa (n=1) olarak tiplendirildi. Siit
ineklerinden izole edilen tiirlerin ise %54,54’t P. kudriavzevii (C. krusei, n=54),
%39,4°1 K. marxianus (C. kefyr, n=39), %4,04’ti C. xylopsoci (n=4), %1,01’i Candida
parapsilosis (n=1) ve %1,01’1 C. rugosa (n=1) olarak identifiye edilirken, siit
ineklerinden C. albicans identifiye edilemedi. Calismada, hem mandalar hem de siit
ineklerinden en yiiksek oranda izole edilen tiirler P. kudriavzevii (C. krusei) ve K.
marxianus (C. kefyr) olarak belirlendi. Calismada, Anadolu mandalarindan izole edilen
iki C. albicans'ta ALS1, SAP1 ve PLB1 genlerinin varligi PZR ile arastirildi. Tiirlerden
ikisinin de SAP1 genini tasidigi belirlenirken, tiirlerde ALS1 ve PLB1 genleri
bulunamadi. Bu Tezde, Anadolu mandalar1 ve siit ineklerinden izole edilen Candida
tiirlerinin antifungal direnglilikleri disk difiizyon yontemi kullanilarak arastirildi.

Anadolu mandalarindan izole edilen tiirlerin tamami flusitozine direncli iken, tlirlerde



itrakonazol (%98,9; n=92), amfoterisin B (%88,2; n=82), kaspofungin (%86; n=80) ve
flukonazole (%83,9; n=78) kars1 da yiiksek diren¢ oranlar1 elde edildi. Siit ineklerinden
izole edilen 99 tiiriin tamamu itrakonazol ve flusitozine direncli iken, tiirlerin 96'sinda
(%97) amfoterisin B'ye, 75'inde (%75,8) kaspofungine ve 63'linde flukonazole (%63,6)
kars1 diren¢ belirlendi. Manda izolatlariin %90,3’i vorikonazole ve ketokonazole
duyarliyken, inek izolatlarinin %97°si ketokonazole ve %92'si vorikonazole duyarli
bulundu. Sonug¢ olarak bu tez ¢alismasinda, orneklenen hayvanlarda mayalara bagh
mastitis etiyolojisinde non-albicans Candida tiirlerinin daha yaygin oldugu gosterildi.
Candida tiirlerine karst mastitis tedavi planlarinin belirlenmesinde ve hastaligin etkili
bir sekilde kontrol edilmesinde antifungal duyarlilik testlerinin énemli bir yol gosterici
olabilecegi diisiiniildii. Ayrica, bu tez, Tirkiye'de Anadolu mandalarindan izole edilen
Candida tiirlerinin molekiiler yontemlerle tiplendirildigi ve manda orijinli C. albicans
izolatlarinda SAP1 viriilens geni varliginin gosterildigi ilk aragtirmadir. Tez sonucunda
elde edilen bulgularin, daha sonra konu ile ilgili yapilacak arastirmalar i¢in Onemli
epidemiyolojik veri kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal ajanlar, Antimikrobiyal diren¢, Candida spp., Inek,
Manda, Mastitis, PZR, Sekans analizi, Tek saglik, Viriilens genleri



SUMMARY

Isolation, Molecular Typing, Detection of Virulence Factors and Antifungal
Resistance of Candida Species from Anatolian Buffaloes and Dairy Cows with
Mastitis

The thesis study aimed to isolate Candida species from Anatolian buffaloes and dairy
cows with mastitis, their molecular typing, investigate the presence of agglutinin-like
sequence (ALS1), secreted aspartyl proteinase (SAP1) and phospholipase enzyme
(PLB1) virulence genes in the isolates identified to be Candida albicans and determine
the antifungal sensitivity/resistance profiles of the Candida isolates. In this thesis, 1188
mammary quarter milk samples belong to 301 Anatolian buffaloes and 1321 mammary
quarter milk samples belong to 332 dairy cows located in the center and districts of
Afyonkarahisar were used. Following the phenotypic isolation of Candida species from
the samples, PCR was performed on suspected isolates using genus-specific ITS primers
designed for the first time in this thesis study. The isolates determined to be Candida by
PCR were identified by single-direction Sanger sequencing analysis. Of Anatolian
buffalo isolates, 79.59% Pichia kudriavzevii (Candida krusei, n=74), 11.82%
Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr, n=11), 4.3% Suhomyces xylopsoci (Candida
xylopsoci, n=4), 2.15% Candida albicans (n=2), 1.07% Candida glabrata (n=1) and
1.07% as Candida rugosa (n=1) were typed. While of species isolated from dairy cows,
54.54% P. kudriavzevii (C. krusei, n=54), 39.4% K. marxianus (C. kefyr, n=39), 4.04%
C. xylopsoci (n=4), 1.01% Candida parapsilosis (n=1) and 1.01% as C. rugosa (n=1)
were identified, C. albicans could not be identified from dairy cows. In this thesis study,
the species isolated at the highest rates from both buffaloes and dairy cows were
determined to be P. kudriavzevii (C. krusei) and K. marxianus (C. kefyr). The presence
of ALS1, SAP1 and PLB1 genes in two C. albicans isolated from Anatolian buffaloes
was investigated by PCR in thesis study. While it was determined that both species
carried the SAP1 gene, the ALS1 and PLB1 genes were not found in the species. In the
thesis study, the antifungal resistances of Candida species isolated from Anatolian
buffaloes and dairy cows were investigated using disc diffusion method. While all
species isolated from Anatolian buffaloes were resistant to flucytosine, high resistance



rates against to itraconazole (98.9%; n=92), amphotericin B %88.2%; n=82),
caspofungin (86%; n=80) and fluconazole (83.9%; n=78) were also obtained in the
species.). While all of 99 species isolated from dairy cows were resistant to itraconazole
and flucytosine, the resistance was determined to amphotericin B in 96 (97%), to
caspofungin in 75 (75.8%) and to fluconazole in 63 (63.6) of species. Buffalo isolates
were susceptible to voriconazole and ketoconazole at rates of 90.3%, while 97% were
found to be susceptible to ketoconazole and 92% to voriconazole of dairy cow isolates.
As a result, it was shown that non-albicans Candida species were more common in the
yeast-related mastitis etiology in the sampled animals. It was considered that antifungal
susceptibility tests may be a significant guide in determining mastitis treatment plans
against Candida species and effectively controlling the disease. In addition, this is the
first thesis study typed by molecular methods the Candida species isolated from
Anatolian buffaloes and shown the presence of SAP1 virulence gene in C. albicans
isolates of buffalo origin in Turkey. It is thought that the findings obtained in the thesis
study may be an important source of epidemiological data for future researches on the
subject.

Keywords: Antifungal agents, Antimicrobial resistance, Buffalo, Candida spp., Cow,
Mastitis, One health, PCR, Sequence analysis, Virulence genes
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

a: Alfa

ALS: Aglutinin-benzeri sekans

ATCC: Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
B: Beta

CHS: Kitin sentez geni

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ECE: Hiicre uzama derecesini kodlayan gen
EFG: Filament6z biiylimeyi gelistiren gen
EPA: Epitelyal adhezyon proteinleri

EPD: Psodohifal gelisim geni

EPS: Hiicre dis1 polimerik maddeler

g: Gram

HWP: Hifal duvar proteini

IFNy: Interferon gama

IL: Interldkin

INT: Integrin

ITS: Kopyalanmig aralayici bolge

KOH: Potasyum hidroksit

L: Litre

LIP: Lipaz geni

MAPK: Mitojen ile aktive olan protein kinaz

ng: Mikrogram



ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre

pM: Mikromolar

mg: Milligram

mM: Milimolar

MNT: Mannoziltransferaz

NAC: non-albicans Candida
PAMP: Patojen iligkili molekiiler yapilar
PHR: pH diizenleme genini

PLB: Fosfolipaz B geni

pmol: Pikomol

PMT: Protein mannoziltransferaz
PRA: pH'y1 diizenleyici antijen geni
PRR: Patern tantyici reseptorler
rDNA: ribozomal Deoksiriboniikleik asit
RNA: Riboniikleik asit

°C: Santigrat derece

SAP: Salgisal aspartil proteinaz
SHS: Somatik hiicre sayis1

TGF: Doniistiiriicii biiytime faktori
Th: Yardimci T lenfosit

TLR: Toll-benzeri reseptor

TNF-a: Tumor nekrozis faktor alfa
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1. GIRIS

Cekirdekleri gelismis 6zellikte olan Okaryotik mikroorganizmalar grubunda yer alan,
dogada tek hiicreli veya ¢ok hiicreli olarak bulunan mantarlar genel olarak "fungus"
baslig1 altinda toplanmaktadir. Mantarlar arasinda kiif mantarlart ¢ok hiicreli 6karyotik
mikroorganizmalar grubunda yer alirken, Candida tiirlerini igeren mayalar ise tek
hiicreli okaryotik mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir (Madigan ve Martinko,
2006; Drouhet, 2010; Ozgiiven, 2019).

Mastitis, siit endiistrisinde sik¢a rastlanan ve karmasik etiyolojiye sahip olan bir
hastaliktir. Siit hayvanlarinda yaygin olarak goriilen bu hastalik {iretilen siitiin maliyetini
artirirken, miktarinda ve kalitesinde bozulmaya yol agmaktadir (Ozyurtlu 2011; Gokalp,
2021). Literatiir verilerine gore, siit hayvanlarinda meydana gelen mastitis vakalarinin
%2-13'i mantar infeksiyonlarindan olusmaktadir. Ineklerde mikotik mastitis
etiyolojisinde en yaygin karsilasilan mantar tiirleri; Candida spp., Aspergillus spp.,
Trichosporon spp., Cryptococcus spp. (6zellikle Cryptococcus neoformans), Penicillium
spp., Rhodotorula spp. ve Geotrichum candidum'dur (Ahmed vd., 2013; Ksouri vd.,
2015; Ibrahim vd., 2019; Morales-Ubaldo vd., 2023). Mikotik mastitis, mastitis
tedavisinde kontrolsiiz antibiyotik kullaniminin bir sonucu olarak giderek daha yaygin
bir sorun haline gelmektedir. Bununla birlikte, konakg¢1, etken ve gevresel faktorler,
mastitisin ortaya ¢ikmasina katkida bulunur (Dubie vd., 2015). Sporadik olarak ortaya
cikan mikotik mastitis vakalari, kontamine meme i¢i uygulamalar veya yogun cevresel
kontaminasyon sonucunda da meydana gelebilir (Elad vd., 1995; Krukowski ve Saba,
2003). Candida tiirlerine bagh sporadik ve firsatgr infeksiyonlar genellikle
immiinosupresyon durumu veya antimikrobiyal ilaglarin uzun siireli kullanimiyla
iligkilidir. Hayvanlarda normalde flora iiyesi olan Candida tiirlerinin asir1 artmasi,
hayvanlarin sindirim sistemlerini veya tirogenital sistemlerini de etkiler. Taylarda
antibiyotik tedavisinin mikrobiyotada degisikliklere neden olmasi sonucunda mikotik
enterit vakalar1 (Preis vd., 2012), ineklerde Candida tiirlerinin neden oldugu abortlar ve
mastitis vakalar1 bildirilmistir (Cabafies, 2010; Da Costa vd., 2012; Eldesouky vd.,
2016; Kurt ve Eksi, 2021; Yiiksel Dolgun vd., 2022; Awandkar vd., 2023).



1.1. Mikolojinin Tarihgesi

Mantarlarin varliginin ¢ok eski zamanlara kadar uzandigi, MO. 1200'lii yillara kadar
bitkiler iizerinde mantarlarin tiredigi ve bazi zararlara neden oldugu bilinmektedir.
Romalilar doneminde, depolarda saklanan danelerde ve tahillarda mantarlarin tiretildigi
rapor edilmistir. Ayn1 donemlerde Pompei'deki kazilarda mantarlarla ilgili bazi resimler
cizilmigtir (Arda, 2015). Mantar infeksiyonlarina dair en eski belge, Hindu kutsal
metinlerinden biri olan Sambita'da bulunmakta olup, bu belge ayakta misetomadan
bahseder. Eski donemlerdeki belgelerden biri de, Hipokrat (M.O. 460-377) tarafindan
agizda Kandidiyaz olarak bilinen aft infeksiyonunun tanimlandigi belgedir. Ayrica
Roma ansiklopedisti Aulus Cornelius Celsus tarafindan "De Re Medicina" eserinde
dermatofitozun ilk tanimi yapilmis ve yangili Ringworm, agizda Kandidiyaz gibi
infeksiyonlardan bahsedilmistir (Yiicel, 1999; Samanta, 2015). 'Mikoloji' terimi Berkley
tarafindan mantarlarla ilgili bir ¢alisma olarak ortaya atilmistir. Polonyali doktor Robert
Remak, 1837-1841 yillar1 arasinda ilk insan mikozisini tanimlamistir (Samanta, 2015).
Robin tarafindan 1853 yilinda, Candida albicans hastalarin pamukguk lezyonlarinda
incelenmis ve etkenin basit kiltiirii yapilmistir (Yiicel, 1999). Literatiirde, C. albicans
farkli isimlerle adlandirilmistir. Rubin 1843°te bu organizmay1 "Oidium albicans”, Zopf
1890°de "Monilia albicans" ve en son olarak Berkhout 1923 yilinda "Candida albicans™
olarak adlandirmistir (Tiimbay, 1999; Asan, 2007). Giliniimiizde yaklasik olarak 200
Candida tiirii bilinmektedir. Bu cins iginde en sik karsilagilan patojen tiir C. albicans
olarak kabul edilmektedir. Diger yaygin tiirler arasinda Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei ve Candida guillermondii bulunur
(Hazen vd., 2003). Tibbi Mikolojiye 6énemli katkilarda bulunan ve medikal mikolojinin
onciilerinden biri olarak kabul edilen Raymond Sabouraud, 1910 yilinda dermatofitler
tizerine kapsamli bir ¢aligma olan "Les Teignes" adli kitab1 yayimlamistir. Mantarlarin
tretilmesi i¢in kullanilan besiyerleri de, Sabouraud'un anisina "Sabouraud glukoz
(dekstroz) agar" olarak adlandirilmaktadir (Odds, 1991; Yiicel, 1999). Mantarlarin
mikroskop altinda incelenebilmesi i¢in; Gomori 1946’da boyama yontemi gelistiren ilk
kisidir. Bu yontem daha sonra 1955'te Grocott tarafindan modifiye edilmistir. Kligman
tarafindan 1951°de, mantarlarin histopatolojik olarak gdsterilmesi icin Periodik Asit

Schiff (PAS) boyasint kullanilmistir. Gridley 1953 yilinda PAS boyasindaki periodik



asidi kromik asit ile degistirerek, dokularda hem hifalarin hem de maya hiicrelerinin

mikroskobik olarak goriintiilenmesini saglamistir (Samanta, 2015).

Tiirkiye'de Osmanli doneminde Celalettin Muhtar'in  1892'de el ve ayak
dermatofitleri hakkindaki ilk makalesi, Talad'in 1908'de Favus konusundaki bilimsel
yayinlari, Englaender’in 1916’daki onikomikoz yayimnlari ve Prof. Dr. Ekrem Kadri
Unat'in Tiirkiye'deki dermatofit listesini hazirlamasi mikoloji alaninda anlamlhi ve
degerli katkilar olarak kabul edilir (Yiicel, 1999; Hilmioglu-Polat vd., 2019). Insanlarda
ilk Histoplazmoz olgusu, Dr. Tevfik Saglam tarafindan 1945 yilinda rapor edilirken,
Tiirkiye'nin ve diinyanin ilk kedi Histoplazmoz olgusu, Veteriner Hekim Resat S. Akiin
tarafindan 1949 yilinda bildirilmistir. Dr. Ayhan Yiicel ve Kantarcioglu Tiirkiye’de ilk
kez 1989 yilinda ¢evresel oOrneklerden Histoplasma capsulatum’u izole etmeyi
bagarmiglardir (Turhan, 2009). Tirkiye'de mikoloji biliminin gelisimine biiyiik
katkilarda bulunmus bir¢ok degerli bilim insan1 bulunmaktadir. Tibbi mikoloji alaninda;
Prof. Dr. Emel Tiimbay, Prof. Dr. Nizamettin Erbakan, Prof. Dr. Liitfi Tat, Prof. Dr.
Cemal Gezen, Prof. Dr. Resat T. Kinacigil, Prof. Dr. Nevzat Oke, Prof. Dr. Behi¢ Onul,
Prof. Dr. Namik Aksoycan, Prof. Dr. Enver Tali Cetin, Prof. Dr. Ozdem Ang, Prof. Dr.
Omer Kasimoglu, Prof. Dr. Ayhan Yiicel, Prof. Dr. Nuran Yulug gibi énemli bilim
insanlarin1 bulunurken, Veteriner Mikolojinin kurucusu Prof. Dr. Mustafa Arda 6nemli

caligmalar yapmis ve mikoloji bilimine katki saglamistir (Yiicel, 1999).

1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgiler

Mantar terimi, Latince'deki "Fungus" kelimesinden tiiretilmistir. Bu kelime Latince'ye
Yunanca "sphongirs" veya "spongae" ifadelerinden geg¢mistir (Drouhet, 2010).
Mantarlar aleminde yaklasik 1 500 000 tiir oldugu tahmin edilmekte olup, bu tiirlerin 80
000'den fazlasi tanimlanmistir. Bununla birlikte, yaklasik 400 mantar tiirii insanlarda
hastaliga neden olma egilimindedir (Quinn vd., 2011). Mantarlar, mikroskobik olarak
tek hiicreli mayalardan, ¢ok hiicreli kiiflere kadar farkli formlarda degisen, aerofilik
okaryotik, heterotrof, spor iceren, hareketsiz saprofitlerdir (Baron, 1996). Genis yayilim
alanlartyla bilinen mantarlar, kuru ve nemli alanlar ile tropik bdlgelerden 1liman
iklimlere, ¢oOllerden derin denizlere kadar neredeyse her tiirlii yasam alaninda

bulunabilirler (Wang vd., 2017). Eseyli (seksiiel) ve/veya eseysiz (aseksiiel) yollarla



cogalabilen mantarlarin karakteristik ve essiz 6zelligi sert bir hiicre duvar1 varligidir.
Esas olarak kitin ve glukanlardan olusan hiicre duvari, antibakteriyel bilesikler de dahil
olmak tizere bircok maddeye karsi mantarlar1 gecilmez hale getirir (Garcia-Rubio vd.,
2020). Besinlerini ekzoenzimler lireterek disarida pargalayan ve ardindan absorpsiyon
yoluyla elde eden okaryotik mantarlar, fotosentez yapmayan heterotrof mantarlar
arasinda yer alir ve bu grupta yaklasik 400 mantar tiirii, hayvanlar i¢in patojen olarak

kabul edilmektedir (Quinn vd., 2011).

Mantar aleminin taksonomisi, yeni DNA karsilastirmalarina dayanan son
aragtirmalarin etkisiyle siirekli olarak giincellenmektedir. Geleneksel yaklasim ise
simiflandirmayr morfolojik farkliliklara, fizyolojiye, yapisal makro molekiillerin
varhigma ve seksiiel aktiviteye dayandirmaktadir (Quinn vd., 2011; Mora-Montes ve

Lopes-Bezerra, 2017).

Mantarlar, morfolojilerine gére filament6z bir koloni morfolojisine sahip kiifler
ve mukoid bir lireme gésteren mayalar olmak tizere genel olarak iki gruba ayrilirlar.
Mayalar ve kiiflerin disinda kalanlar ise ara form olan dimorfik mantarlar grubunda

siiflandirilirlar (Arda, 2015; Gorthi, 2019; Giilmez ve Alp, 2021).

1. Kiifler: Eseyli (seksiiel) veya eseysiz (aseksiiel) iireme bi¢imlerine bagl
olarak karmagik yapilar sergileyen filamentoz, ¢ok hiicreli formlara sahiptirler. Kiiflerin
temel yap1 birimi, septum ile bdolmelenmis (septumlu) (Ascomycetes sinifi) veya
bolmelenmemis (septumsuz) (Zygomycetes ve Oomycetes sinifi), genellikle ince, uzun
ve saydam, ipliksi bir yapi olan hifalardir (Butterfield, 2009). Dallanmis hifalarin
olusturdugu ag benzeri yapi ise miselyum olarak bilinir ve bu yapr mantarin vejetatif
govdesini olusturur. Ascksiiel olarak Ttireyen mantarlar, vejetatif misellerden
konidyoforlar olarak ortaya g¢ikan ve sonunda konidya olusturan cisimler meydana
getirir.  Konidyanin yapist ve organizasyonu, bir¢ok kiiftin morfolojik olarak
tanimlanmasi i¢in faydali araglardir. Seksiiel olarak iireyen mantarlar, timii mantarlarin
morfolojik tanimlanmasina yardimci olan, ¢esitli isimlerle belirtilen ek spor keseleri

uretirler. Kiifler Ascomycota ve Basidiomycota boliimleri altinda siniflandirilirlar. Tibbi



acidan 6nemli mantarlarin ¢ogu, birkag istisna diginda Ascomycota boliimiine aittir (De

Vries vd., 2017).

2. Mayalar: Tek hiicreden lateral tomurcuklanma (blastospor, blastokonidya) ile
asekstiel olarak tireyen (seksliel olarak tireyen tiirler hari¢) tek hiicreli mantar
formlaridir. Candida tiirlerinde tomurcuklanma sirasinda ana hiicrenin bir boliimiiniin
uzamasiyla olusan yapiya blastospor ismi verilir. Candida albicans gibi firsat¢1 maya
tirleri filamentéz tireme de gosterebilirler (Chaffin vd., 1998). Bu tiirler, hiicreden
hiicreye yalanci hifa (Psddohifa, Pseudohypha) olustururlar. Blastosporlarin ana
hiicreden kopmadan uzayarak olusturduklar1 hiicre zinciri seklinde de tanimlanabilen
psodohifalar, iki hiicrenin birlestigi yerde bir daralmanin varhigi ve daralmis noktadan
dallanmanin varlig1 ile gercek hifadan ayrilir. Duvarlar1 birbirine paralel olmayip,
hiicreler arasinda daralmalar olusmasi nedeniyle, psodohifalar bogumlu olarak
goriillirler. Yeni hiicre ana hiicreye bagl kalarak uzar ve filament6z goriiniimde bir yap1
olusturur (Chaffin vd., 1998; Steinberg vd., 2017). Maya hiicresinden veya hifanin bir
dalindan olusabilen gergek hifalar ise, duvarlar1 birbirine paralel, septumlu,

bogumlanma géstermeyen, diizgiin kenarli yapilardir (Markey vd., 2013).

3. Dimorfik mantarlar: Yukaridaki iki genis kategorinin diginda, insan ve hayvan
dokulari ile baz1 6zel ortamlarda 37 °C sicaklikta maya formunda bulunabilen, ancak
oda sicakligindaki dis ortamlarda kiif olarak varligini siirdiiren belirli mantarlar,
fenotipik ac¢idan dimorfik mantarlar olarak gruplandirilirlar (Mora-Montes ve Lopes-
Bezerra 2017).

Sekil 1.1: C. albicans. A: Hifa, B: Psodohifa, C: Tomurcuklanan maya hiicresi (Markey vd.,
2013)



Mantarlarin (mayalar ve kiifler) Okaryotik, bakterilerin ise prokaryotik
organizmalar olmalar1 nedeniyle, mantarlar ve bakteriler birka¢ temel agidan farklilik
gosterirler. Mantarlarin temel hiicre yapilari; ¢ekirdek, c¢ekirdekcik, sitoplazma,
sitoplazma i¢i graniiller, mitokondriya, golgi aygiti, 80S yapisinda ribozom,
endoplazmik retikulum, hiicre membrant ve hiicre duvarindan olusmaktadir.
Cryptococcus spp. gibi bazi maya tipi mantarlarin hiicre duvarinin disinda ayrica
polisakkarit yapida bir kapsiil bulunur (Money, 2016; Casadevall vd., 2019). Mantar
hiicre duvar bakterilerde oldugu gibi peptidoglikan tabakadan degil, kalinlig1 0,06 pum
olan ¢ok katl kitinden olusur. Bu nedenle mantarlar peptidoglikan sentezini inhibe eden
penisilinler ve sefalosporinler gibi belirli antibiyotiklere kars1 duyarsizdir. Kitin, uzun
N-asetilglukozamin (NAGA) zincirlerinden olusan bir polisakkarittir. Mantar hiicre
duvari, bir D-Glukoz polimeri olan B-glukan ve diger polisakkaritleri de igerir. B-
glukanin tibbi 6nemi, antifungal bir ilag olan Kkaspofunginin etki bolgesi olmasidir.
Mantar hiicre membrani ise, kolesterol igeren insan ve hayvan hiicre zarmin aksine
ergosterol ve zimosterol igerir. Amfoterisin B, flukonazol ve ketokonazol gibi azol
grubu antifungal ilaglarin mantarlar {izerindeki etkisi, mantar hiicre membraninda

bulunan steroller arasindaki farkliliga dayanmaktadir (Levinson, 2014).

Mantarlarin dogada farkli kosullarda farkli formda ve oOzellikte bulunabilme
yetenekleri dimorfizm olarak tanimlanmaktadir. Ornegin, maya formundan kiif formuna
veya kiif formundan maya formuna doniisiim farkli ortam ve farkli sicakliklara gore
sekillenir. Bu tiirler, ortam sicakliginda kiif olarak, canli dokular ve zenginlestirilmis
besiyerlerinde viicut sicakliginda ise maya formunda bulunurlar (Mora-Montes ve
Lopes-Bezerra, 2017). Bu genellemeden farkli olarak Candida tiirleri; canli dokularda
37 °C’de kiif formunda iirerken, dogada 24 °C ortam 1sisinda maya formunda gelisim
gosterirler. Candida tiirlerinin dokularda 37 °C’de kiif seklinde tiremesi, etkenlerin
firsatg1 patojen olmasi ile iliskilendirilmektedir. Farkli sicakliklarda farkli yapi ve

formlar olusturan bu mantarlar, termal dimorfik mantarlar olarak tanimlanirlar

(Samanta, 2015).

Mantarlar genellikle zorunlu aerofilik organizmalardir. Baz tiirler ise fakiiltatif

anaerofilik olabilirken, hi¢bir mantar tiirii zorunlu anaerofilik degildir. Biitiin mantarlar



metabolizmalari ig¢in dnceden var olan bir organik karbon kaynagina ihtiya¢ duyarlar.

Bu nedenle ¢ogu mantarlarin dogal yasam alani ¢evredir. Mantarlar ve bakterilerin bazi

Ozelliklerinin karsilastirilmasi Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Levinson, 2014).

Cizelge 1.1: Mantarlar ve bakterilerin karsilastirilmasi (Levinson, 2014)

Ozellik Mantar Bakteri

Cap Yaklasitk olarak 4 pm Yaklagik  olarak Ium
(Candida spp.) (Staphylococcus spp.)

Cekirdek Okaryotik Prokaryotik

Sitoplazma Icerisinde mitokondri ve Icerisinde mitokondri ve
endoplazmik retikulum endoplazmik retikulum
bulunur. bulunmaz.

Hiicre membranm

Sterol (ergosterol ve

zimosterol) igerir.

Sterol igermez.

(Mycoplasma harig)

Hiicre duvan icerigi

Kitin

Peptidoglikan

Spor

Ureme icin seksiiel ve

aseksiiel sporlar vardir.

Baz1 bakterilerde, bakterinin
hayatta kalmasi i¢in
endospor vardir (bu sporun
bakterilerin liremesi ile

ilgisi yoktur).

Termal dimorfizm

Var (bazilari)

Yok

Metabolizma

Yasamak icin organik
karbona ihtiyag¢ duyar.
Zorunlu anaerofilik 6zellik

gostermezler.

Organik karbona ihtiyag
duymadan yasayabilir. Bazi
zorunlu

bakteri tirleri

anaerofilik ozelliktedir.

Dogada seksiiel ve aseksliel olarak tireyebilen mantarlardan bazilar1 her iki

formda da iireyebilmekte ve bu mantarlar “Fungi perfecti” olarak tanimlanmaktadir.

Sekstiel sporlar olusturmayan mantarlar ise “Fungi imperfecti” olarak isimlendirilmekte

ve imperfect mantarlar (kusurlu mantarlar) olarak siniflandirilmaktadir (Dyer ve Kiick,

2017). Tibbi agidan 6nemli pek ¢ok mantar tiirii, 6zel yapilarinin kenarlarindan veya

uclarindan asekstiel sporlar olusturarak ¢ogalirlar. Bu aseksiiel sporlarin sekli, rengi ve

diizeni, mantarlarin tanimlanmasina katki saglar (Levinson, 2014).



Baz1 6nemli aseksiiel spor tipleri asagida verilmistir:

1. Artrosporlar: Hifa uglarinin pargalanmasiyla ortaya ¢ikan aseksiiel spor tipidir
(Coccidioides immitis).

2. Klamidosporlar: Yuvarlak, kalin duvarli ve olduk¢a direncli olan aseksiiel spor
tipidir (C. albicans).

3. Blastosporlar: Mayalarin eseysiz olarak ¢ogaldigi tomurcuklanma siireciyle
olusan asekstiel spor tipidir. Bazi mayalar, 6rnegin C. albicans, birbirinden
ayrilmayan ¢oklu tomurcuklar olusturabilir ve bdylece tanmimlama igin
kullanilabilecek yalanct hifa denilen psddohifa tiretebilirler.

4. Sporangiosporlar: Bu aseksiiel spor tipi Rhizopus ve Mucor gibi kiifler tarafindan

0zel yapilarn iginde olusturulur (Levinson, 2014; Samanta, 2015).

/ .
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Sekil 1.2: Aseksiiel spor tipleri. A: Blastokonidya (Blastoconidia) ve psodohifa (Candida spp.),
B: Klamidosporlar (Candida spp.), C: Artrosporlar (Coccidioides spp.), D: Sporangia ve
sporangiosporlar (Mucor spp.), E: Mikrokonidya (Microconidia) (Aspergillus spp.), F:

Mikrokonidya ve makrokonidya (macroconidia) (Microsporum spp.) (Levinson, 2014)



1.3. Candida’lar Hakkinda Genel Bilgiler

Mantar alemi Veteriner Hekimlik de dahil olmak tizere, tibbi 6nem tasiyanlar olarak alti
bolime  ayrilmustir.  Bunlar;  Ascomycota, Basidiomycota, = Zygomycota,
Microsporidiomycota, Chytridiomycota ve Glomeromycota boliimleridir (Markey vd.,
2013; Naranjo-Ortiz ve Gabaldon, 2019). Ascomycota boliimii, Saccharomycetales
takiminda bulunan mayalar, ¢cevrede yaygin olarak bulunan ve genellikle bitkiler veya
bitki materyalleri ile iliskilendirilen tiirlerdir. Ayrica bu etkenler, insan ve hayvanlarin
deri ve mukoz membranlarinda kommensal flora {iyesi olarak da bulunurlar. Baz: tiirler,
immunsupresyona neden olarak veya mukozal yiizeylerdeki dogal floranin dengesini
bozup antimikrobiyal tedaviyi baskilayarak firsatgr infeksiyonlara yol agabilirler
(Markey vd., 2013; Spampinato ve Leonardi, 2013; Fernandes vd., 2016; Vila vd.,
2020). Okaryotik tek hiicreli mantarlar olarak bilinen mayalar, endiistri, cevre ve tip

alanlarinda 6nemli iglevlere de sahiptirler (Maicas, 2020).

Mayalar, genellikle tek hiicreden lateral tomurcuklanma ve bazen bdliinme
yoluyla aseksiiel olarak {lireyen, vejetatif hiicrede spor olusturmayan tek hiicreli
mantarlar olarak siiflandirilirlar (Walker, 2009). Bununla birlikte, son yillarda ¢esitli
Candida tiirlerinde, 6zellikle C. albicans'ta, seksiiel iremenin varligi da gosterilmistir
(Hull ve Johnson, 1999; Butler vd., 2009).

Maya tiirleri, cesitli kriterlere gore tanmimlanabilir ve oOzelliklerine gore
karakterize edilebilirler. Tiirlerin tanimlanmasina yonelik analiz yontemleri arasinda;
hiicre morfolojisi (hiicre boliinme sekli ve spor yapisi), Fizyoloji (seker fermentasyon
testleri), Immiinoloji (immunofloresan teknikler) ve molekiiler biyoloji temelli genetik
cesitlilik analizleri yer almaktadir. Bu molekiiler teknikler arasinda Ribozomal DNA
filogenisi, DNA rekombinasyonu, DNA baz kompozisyonu, hibridizasyon, rastgele
amplifiye polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) ve 26S
rDNA'nin D1/D2 domain dizilerinin amplifikasyon fragment uzunlugu polimorfizmi
(Amplified Fragment Length Polymorphisms, AFLP) bulunmaktadir. Molekiiler dizi
analizleri, yeni tiirlerin kategorizasyonu i¢in maya taksonomistleri tarafindan giderek

daha fazla kullanilmaktadir (Walker, 2009).



Cizelge 1.2: Candida tiirlerinin giincel taksonomisi (Schoch vd., 2020)

Ust alem Eukaryota

Alem Fungi

Alt alem Dikarya

Boliim Ascomycota

Alt boliim Saccharomycotina

Sinif Saccharomycetes

Takim Saccharomycetales

Familya Saccharomycetales fam incertae sedis
Cins Candida

Tiir C. albicans, Candida tropicalis, vb.

Geleneksel identifikasyon yontemlerinin temeli, mantarlarin morfolojik ve

fenotipik 6zelliklerini incelemek iizerine kuruludur. Ancak, yeni molekiiler yaklagimlar

geleneksel mantar taksonomisinde derin degisimlere yol agmis, Candida tiirlerinde de

onemli isim degisikliklerine neden olmustur. Ornegin, Candida krusei, Candida

glabrata, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida rugosa ve Candida

kefyr gibi anamorf (aseksiiel tireme ile iligkili isim) tiir isimleri, telemorf (seksiiel tireme

ile iligkili isim) tiir isimleri olarak yeniden isimlendirilmektedir (Borman ve Johnson;
2021; Kidd vd., 2023).

Cizelge 1.3: Candida tiirlerinin giincel olarak isimlendirilmeleri (Kidd vd., 2023)

Onceki isim
(Anamorf isim)

Giincel isim
(Telemorf isim)

Giincel isim
(Telemorf isim)

Onceki isim
(Anamorf isim)

C. bracarensis Nakaseomyces bracarensisa C. lambica Pichia fermentans

C. catenulata Diutina catenulata C. lusitaniae Clavispora lusitaniae

C. colliculosa Torulaspora delbrueckii C. neorugosa Diutina neorugosa

C. eremophila Pichia eremophila C. nivariensis Nakaseomyces nivariensisa
C. fabianii Cyberlindnera fabianii C. norvegensis Pichia norvegensis

C. famata Debaryomyces hansenii C. pararugosa Diutina pararugosa

C. fermentati Meyerozyma caribbica C. pintolopesii Kazachstania telluris

C. glabrata Nakaseomyces glabrataa C. pseudorugosa Diutina pseudorugosa

C. guilliermondii Meyerozyma guilliermondii C. pulcherrima Metschnikowia pulcherrima
C. inconspicua Pichia cactophila C. rugosa Diutina rugosa

C. kefyr Kluyveromyces marxianus C. sorbosivorans Starmerella sorbosivorans
C. krusei Pichia kudriavzevii C. utilis Cyberlindnera jadinii
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Mayalar igerisinde 200'den fazla Candida tiirii bulunmakla birlikte, yalnizca C.
albicans'in hayvanlarda yaygin olarak infeksiyonlarla iliskili oldugu diisiiniilmektedir
(Markey vd., 2013). C. albicans’in; kus (Talazadeh vd., 2022), at (Ledbetter vd., 2011),
domuz (Zlotowski vd., 2006), kopek (Bradford vd., 2013) ve kedilerde (Seyedmousavi
vd., 2018) birgok mikotik kaynakli infeksiyon olusturdugu bildirilmistir. Sigirlarda; C.
albicans’in disinda C. tropicalis, Candida pseudotropicalis, C. krusei, C. parapsilosis,
C. guilliermondii ve C. rugosa dahil olmak tizere diger Candida tiirlerinin mastitise
neden oldugunu bildiren raporlar mevcuttur (Markey vd., 2013; Zhou vd., 2013; Ksouri
vd., 2015; Du vd., 2018).

C. albicans, Candida tiirii infeksiyonlarinin en yaygin nedeni olmasina ragmen,
son aragtirmalarda non-albicans Candida tiirlerinin (NAC) neden oldugu vakalarda artis
rapor edilmistir (Rodriguez vd., 2010). Insanlardan en sik izole edilen NAC tiirleri C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr ve C. krusei olarak bildirilmistir
(Parmeland vd., 2013). Siit ineklerinden de mikotik mastitis etkeni olarak izole edilen
NAC tiirleri arasinda en yaygin olanlar C. krusei ve C. parapsilosis olarak bildirilmekle
birlikte, C. kefyr, Candida lipolytica, C. lusitaniae, C. rugosa, Candida sphaerica, C.
tropicalis ve Candida utilis gibi NAC tiirleri de rapor edilmektedir (Tiirkyilmaz ve
Kaynarca, 2011; Du vd., 2018; Yiiksel Dolgun vd., 2022).

1.3.1. Candida Tiirlerinin Mikroskobik ve Makroskobik Morfolojisi

Candida tiirleri genellikle 2-10 x 3-16 pm boyutlarinda, oval, yuvarlak ve silindirik
sekilli tomurcuklanan hiicrelerden olusurken filamentler ugtan uca bagli uzunlamasina
hiicrelerden olugan morfolojiye sahiptir. Gram pozitif boyanma 06zelligi gosteren
Candida tiirleri, ince duvarli, kapsiilsiiz, hareketsiz, hem aksiyal hem de bipolar
tomurcuklanma ile asekstiel olarak iireyen (seksiiel tireme gosteren tiirler harig), tek
hiicreli 6karyotik mayalardir (Arda, 2015; Kadosh ve Mundodi, 2020).

Candida tiirlerinde tomurcuklanma sirasinda ana hiicrenin bir bolimiiniin

uzamasiyla olusan yapilar blastospor (blastokonidya) olarak isimlendirilir. C. albicans

gibi bazi maya tiirlerinde tomurcuklanma sirasinda vejetatif hiicrede olusan
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blastosporlar, olgunlastiktan sonra ana hiicreden ayrilmayip hiicre yilizeyinde kalarak
psodohifa adi verilen uzun zincirler olustururlar (Whiteway ve Bachewich, 2007).
Psodohifalar, genisliklerinin merkezde uglardan daha fazla olmasi ve septal kavsaklarda
daralmalar1 nedeniyle genellikle elipsoidaldir (Sudbery vd., 2004). Maya hiicresinin bir
dalindan olusabilen gercek hifalar ise psddohifalarin aksine, genellikle birbirine paralel
kenarlara sahip, genislikleri tiniform ve daralmalar1 olmayan gercek septumlara sahip,
diizgliin kenarli yapilardir. Hifa hiicrelerinde ayrica hiicresel iletisimi saglayan
gozenekler bulunur (Samanta, 2015; Desai, 2018). Optimal olmayan beslenme
kosullarinda, 26 °C’de 48-72 saat inkiibasyon sonrasinda yedek besinleri
depolayabilmek amaciyla gelisen bir diger morfolojik yap1 ise klamidospordur.
Klamidosporlar maya boyutunun ii¢ ile dort kati kadar biiyiikliikte olabilen, yuvarlak,
kalin duvarli ve tipik olarak hifal filamentlerin i¢lerinde, uclarinda veya kenarlarinda
olusabilen yapilardir. Klamidospor olusumunun, &zellikle C. albicans ve Candida
dubliniensis gibi tiirlerde besin agisindan zayif kosullar karsisinda gelistirilen bir

savunma mekanizmasi oldugu bilinmektedir (Staib ve Morschhéuser, 2007).

Cizelge 1.4: Patojen Candida spp.’lerin morfolojik yapilari (Thompson vd., 2011)

Tiir Morfolojik yap1
C. glabrata Maya, Yalanci hifa
C. lusitaniae Maya, Yalanci hifa

C. guilliermondii  Maya, Yalanci hifa

C. parapsilosis Maya, Yalanci hifa

C. tropicalis Maya, Yalanci hifa, Hifa

C. dubliniensis Maya, Yalanci hifa, Hifa

C. albicans Maya, Yalanci hifa, Hifa
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Sekil 1.3: C. albicans'in maya ve filament6z morfolojileri (Thompson vd., 2011)

Candida tiirleri, bakteri iiremesini inhibe etmek amaciyla penisilin, streptomisin
veya kloramfenikol ilaveli Sabouraud Dekstroz Agar (Sabouraud Dextrose Agar, SDA),
patates dekstroz agar, kanli agar ve beyin-kalp infiizyon agar gibi farkli besiyerlerinde
tiretilebilirler. Candida tiirlerinin koloni morfolojileri kiigiik, yuvarlak, yiizeyi diizgiin,
piiriizsiiz (Smooth), parlak ve homojen yapilidir (Arda, 2015). Koloni morfolojisinin,
hiicre tipleri ile iligkili oldugu da bilinmektedir. Diizgiin koloniler blastosporlari
igerirken, piirlizli kolonilerde hifa, psddohifa ve blastosporlarin farkli oranlarda
bulundugu bilinmektedir (Novak vd., 2003). Candida tiirlerinin ¢ogu zorunlu aerofilik
ozellik gosterirken, ayn1 zamanda anaerobik ortamlara da uyum saglarlar (Dumitru vd.,
2004; Arda, 2015). Genis bir sicaklik ve pH araliginda tireme yeteneklerine sahiptirler.
Besiyerleri genellikle 25-30 °C'de 2-3 giin siireyle inkiibe edilirlerken, 37 °C'de 24-48
saat inkiibe edilirler (Samanta, 2015; Sachivkina vd., 2021). C. albicans, C. tropicalis
ve C. krusei gibi farkli tiirlerin tiir diizeyinde identifiye edilmesi i¢in 6zel renkler
tirettikleri kromojenik besiyerleri de kullanilabilir (Hospenthal vd., 2006; Charles vd.,
2015).

1.3.2. Candida Tiirlerinin Hiicre Yapisi

1.3.2.1. Hiicre iskeleti

Mayalarin hiicre iskeleti, siirekli degisen dinamik bir yapiya sahiptir. Bu dinamik yap1

protein alt birimleri ile mekanik olarak calisarak performans gosterir. Hiicre iskeleti
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glukanlardan, kitin ve glikoproteinlerden olusur. Mikrotubiiller ve mikrofilamentler
hiicre iskeletinin fizyolojisinde mitoz boélinmede, mayoz bdliinmede, organel
hareketliligi ve septum olusumunda gorev alirlar. Alfa tubulin (a-tubulin) ve beta
tubulinlerden (B-tubulin) olusan mikrotubiiller membran hareketliliginde gorev alirken,
aktin filamentler ve mikrotubiiller birlikte sitoplazmik akiskanlikta ve organel tasimada
gorev yaparlar. Maya hiicre iskeletinde; organel tasinmasinda gorev alan miyozin ile
mitoz boliinmede gorevli olduklar1 bildirilen kinesin ve dinein olmak iizere {i¢ motor

protein bulunur (Feldmann, 2011; Garcia-Rubio vd., 2020).

1.3.2.2. Hiicre Duvarn

Maya hiicre duvari, hiicreye ortamin ozmotik kosullarindaki dalgalanmalara dayanacak
mekanik destek saglayarak hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli, maya hiicrelerinin en
dis tabakasinda yer alan dinamik bir organeldir. Ayni1 zamanda hiicre duvari hiicre
biiyiimesini, hiicre boliinmesini ve morfogenezi saglamak icin yeterli esneklige sahip bir
yapidir. Boylece hiicre duvari, hiicrenin temel mimarisini korur ve duvarin sertligi ile

elastikiyeti arasinda hassas bir denge kurarak islevini yerine getirir (Prasad, 2017).

Maya hiicre duvarmin temel yapisi, mannanlar (mannan polimerleri), B-
glukanlar (B-glikozidik baglarla baglanan D-glikoz polimerleri) ve kitinler (N-asetil-D-
glukozamin polimerleri) dahil olmak {izere ¢ok sayida karbonhidrat katmani ile birlikte
kiiciik miktarlarda lipid ve proteinden olusur (Saijo ve lwakura, 2011; Arda, 2015).
Hiicre duvarmin ana yapisal polisakkariti olan -1,3-D-glukan, orta derecede dallanmig
bir yapiya sahiptir. Bu yapi, hiicre duvarinin etrafinda uzanan {i¢ boyutlu bir agi
olusturan stabil bir iliskiye yol acar (Klis vd., 2001). Hiicre duvarinin énemli bir kiigiik
bileseni, liflerin ¢6ziinmezligine katkida bulunan kitindir. Kitin molekiilleri, B-1,4-
baglar1 yoluyla -1,3-D-glukana baglanir. B-1,3 glukan-kitin kompleksi i¢ duvarin ana
bilesenidir. Kitinin B-1,3-D-glukan'a ¢apraz baglanmasi duvara sertlik ve dayaniklilik
saglar. B-1,6-D-glukan i¢ ve dis duvarlarin bilesenlerini birbirine baglar (Lipke ve
Ovalle, 1998; Arda, 2015). B-1,6-D-glukan bagi suda ¢oziiniir, ¢ok dallidir ve diizenli
yapidan yoksundur. Baglayici B-1,6-D-glukan iskelet i¢ katmani ve protein tabaka

arasinda esnek baglayicilar olarak hareket eder. Hiicre duvarinin yilizeyinde yer alan ve

14



duvarin kuru agirligmin yaklasik %35-40'i1 olusturan bir diger bilesen protein
tabakasidir. Bu tabaka, hiicrenin 0Ozelliklerini belirler ve yogun bir sekilde
mannoproteinlerden olusur. Hiicre duvari proteinlerinden (Cell wall protein, CWP) PIR-
CWP, dogrudan [B-1,3-D-glukan ile baglanti kurar. Bu protein, i¢ hiicre duvarini
giiclendirme yetenegine sahiptir. Genellikle hiicre duvarinin onariminda rol oynayabilir.
Bazi CWP'ler, saglam bir duvarin korunmasina katkida bulunan dinamik baglama
yeteneklerine sahiptir. Bu nedenle, CWP'lerin hiicre duvari onarim aktivitelerinde ve
hiicre duvar1 yapisinin siirdiiriillmesinde 6nemli roller oynadigi bildirilmistir (Orlean,

2012; Arda, 2015; Prasad, 2017).
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Sekil 1.4: C. albicans'in hiicre duvari bilesenleri ve yapisal organizasyonu (Prasad, 2017)

1.3.2.3. Hiicre Membram

Maya hiicrelerinin en dis tabakasi, hiicre duvart ile g¢evrelenmistir. Hiicre duvari,
hiicrenin yapisin1 ve dayanikliligin1 korurken, ayni zamanda 600 Dalton'dan kiiclik
¢oziinmiis molekiillerin gecebildigi gegirgen bir yapiya sahiptir. Hiicre membrani ise,
hidrofilik molekiiller icin kismen gecirgen olmayan bir bariyer olusturur. Bu
ozelliginden dolay1 hiicre membrani, hiicre ile dis ortam arasinda hayati 6neme sahip bir

yapiy1 olusturmaktadir (Lipke ve Ovalle, 1998).

Hiicre membrani, hem lipitlerden hem de proteinlerden olusur. Hiicre
membraninin ¢ift katli fosfolipit tabakasi; transport protein, reseptor protein ve sinyal

protein adi verilen 6zel proteinler icerir. Bu proteinler dig ¢evrenin algilanmasi, g¢esitli
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isaretlerin verilmesi, ¢6ziinmiis maddelerin alinmasi, membranin biiylimesi, hiicre
duvarinin tamiri ve sentezi, endositoz ve ekzositoz gibi gorevler yaparlar (Van Der Rest
vd., 1995; Cabezon vd., 2009). Hiicre membranmin lipid bilesenleri esas olarak;
fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol, fosfatidilserin ve
fosfatidilgliserol gibi fosfolipidlerden ve ayrica ergosterol ve zimosterol gibi
sterollerden olusur (Feldmann, 2011). Hiicre membraninda yapilarina ve membranla
birlesme sekillerine gore, integral ve periferal olmak tizere iki tiir membran proteini
bulunmaktadir. Integral membran proteini ayn1 zamanda transmembran protein olarak
da bilinir. Periferal proteinler ise membranin digina ¢ikmaz ve onunla etkilesim halinde
bulunurlar (Tan vd., 2008).

Maya hiicre membraninin temel gérevleri sunlardir:

e Hiicrenin fiziksel olarak korunmasi

e Ozmotik stabilitenin kontroliiniin saglanmasi

e Hiicre duvari biyosentezinin kontrolii

e Hiicre iskeleti bilesikleri i¢in baglanma noktas1 olmasi

e Hiicreye giren veya ¢ikan bilesikleri kontrol eden segici gegirgenlik bariyeri
saglamasi

e Endositoz ve ekzositoz ile ilgili islevler

¢ Sinyal iletim yollarinin bilesenlerinin konumunun olusturulmasi

e Hiicre-hiicre tanima ve hiicre-hiicre yapigma bdolgelerinin olusturulmast (Van
Der Rest vd., 1995).

1.3.2.4. Hiicre Sitoplazmasi

Diger tiim hiicresel organizmalarda oldugu gibi, maya hiicresinin sitoplazmasi da bir¢cok
hiicresel aktivitenin merkezi yeridir. Maya hiicrelerinin sitoplazmasi, pH degeri
genellikle 5,2 olan, hafif asidik karakterde, kolloidal bir sivi seklindedir. Sitoplazma;
niikleus, nukleolus ve lineer kromozom, lizozom, mitokondri, golgi aygiti, endoplazmik
retikulum, 80S ribozomlar, enzimler, yag asitleri ile yag, protein ve karbonhidrat

vezikiilleri gibi yap1 ve organelleri icerir (Feldmann, 2011; Samanta, 2015).
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1.3.3. Candida Tiirlerinin Viriillens Faktorleri

C. albicans, maya kaynakli infeksiyon nedenleri arasinda viriilensi ve patojenitesi en
yiiksek tiir olarak kabul edilmekle birlikte, NAC tiirlerinden kaynaklanan infeksiyonlar
da artmaktadir (Yang, 2003; Cordeiro vd., 2013; Taei vd., 2019). C. albicans ve NAC
tiirleri; deri, agiz, gastrointestinal sistem ve vajina gibi farkli anatomik bolgelerde
kolonize olan firsat¢1 patojenlerdir. Candida tiirlerine bagl olarak, deri veya mukozal
yiizeylerde infeksiyonlarin gelismesi ve ilerlemesi genellikle konakta degisiklikler
gerektirir. Candida tiirlerinin patojen olma sebebi, duyarli konakg¢ilarda infeksiyonlara
yol acan viriilens faktorlerinin varligina dayandirilmistir. Bu viriilens 6zellikleri, genler
tarafindan kodlanan adhezyon yetenegi, morfogenezis ve hifa olusumu, fenotipik
degisimler, proteinaz, fosfolipaz, lipaz ve esterazlar gibi enzimler ve biyofilm iiretimi
gibi faktorleri igerir (Haynes, 2001; Mayer vd., 2013; Mroczynska ve Brillowska-
Dabrowska, 2021; Macias-Paz vd., 2022).

Candida tiirlerinde farkli kosullara adapte olmay: saglayan cesitli genlerin
viriilense ve patojeniteye katki sagladig: bildirilmistir. Ornegin, C. albicans'm kan
dolasiminda veya dokulardaki n6tr pH kosullarima uyum saglamak amaciyla ¢evresel
adaptasyon genlerinden pH diizenleme genini (pH regulated gene, PHR1) eksprese
ederken, vajinal kanalda asidik pH'da hayatta kalmak icin PHR2'yi eksprese ettigi
belirtilmistir (Saporito-Irwin vd., 1995; Miihlschlegel ve Fonzi 1997; Abaci ve Haliki,
2004). Benzer sekilde, C. dubliniensis’in de ¢evresel adaptasyon genlerinden PHR1 ve
PHR2'yi benzer islevler igin kullandigi rapor edilmistir (Heinz vd., 2000). Candida
maltosa'nin ¢evresel adaptasyon i¢in PHR1 gen sekansina benzer sekanslara sahip temel
psodohifal gelisim geni 1 (essential pseudohyphal development gene, EPD1) ve EPD2
gen sekanslarina sahip oldugu, bu viriilens genlerinin C. maltosa'nin hiicre duvarmin
yapisina katildigi, pH kosullarina uyum saglamada gorev aldig1 ve psddohifal biiyiime
i¢in 6nemli oldugu belirtilmistir (Nakazawa vd., 2000).
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1.3.3.1. Adhezyon

Adhezyon yeteneginin Ozellikle C. albicans'm konak hiicrelere (biyotik ortam)
tutunmasinda ilk adim goérevi gordiigli, ayrica C. albicans ve NAC tiirlerin tibbi
cihazlara yapigsmasina (abiyotik ortam) ve biyofilm olusturmasina da yardimer oldugu
bilinmektedir (Sun vd., 2015). Bu durumun, tibbi uygulamalarla iligkili olarak
kandidemi gelisimini ve antifungal ilaglara karsi diren¢ olusumunu artirabilecegi
bildirilmistir (Silva-Dias vd., 2015; Cavalheiro ve Teixeira, 2018). C. albicans ve
patojen NAC tiirleri arasinda adhezyon yetenegi yiiksek suslarin, daha az yapisma
Ozelligi gosteren suslardan daha patojen oldugu kabul edilmektedir. (Calderone ve
Braun 1991; Deorukhkar vd., 2014; Singh vd., 2021). C. albicans i¢in adhezyonla
iliskilendirilen genler aglutinin-benzeri sekans (agglutinin-like sequence, ALS), hifal
duvar proteini (hyphal wall protein, HWP1), integrin (INT1), mannoziltransferaz
(mannosyltransferase, MNT1) ve protein mannoziltransferaz (protein
mannosyltransferases, PMT1/6) genleri olarak belirtilirken, NAC tiirleri i¢in ALS ve
epitelyal adhezyon proteinleri (epithelial adhesin protein, EPA1) genleri bildirilmistir
(Calderone ve Fonzi 2001; Yang, 2003; Harris vd., 2009; Noumi vd., 2015; Vale-Silva
vd., 2016).

Hedef hiicreye adhezyon asamasinda, hiicre yiizeyindeki glikoproteinleri
kodlayan ALS gen ailesi anahtar bir rol oynar. ALS geni, hem C. albicans hem de diger
Candida tiirlerinde bulunur ve patojenite mekanizmalariyla iligskilendirilen gen ailesinin
bir 6rnegini olusturur (Cota ve Hoyer, 2015; Oh vd., 2019). Tipik bir ALS geninin
sematik gosterimi Sekil 1.5’te gosterilmistir (Hoyer, 2001a). ALS gen ailesi, ii¢ ortak
ozellige sahip glikoproteinden olusur. Bu o6zellikler korunmus bolge (5° domain),
merkezi bolge (108 baz ¢iftinden olusan tandem tekrarlari i¢eren domain) ve serin-
treonin zengini bolge (3' domain) olarak adlandirilir (Calderone ve Fonzi, 2001). ALS
gen ailesinin korunmus olan 5' domain alaninin uzunlugu aile boyunca neredeyse sabit
kalsa da, tandem tekrar bolgesi ve 3' domain alanlarinin uzunluklar: oldukca degiskenlik

gosterir (Hoyer, 2001a).
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Sekil 1.5: Tipik bir ALS geninin sematik gosterimi (Hoyer, 2001a)

C. albicans'in ALS gen ailesinin, hiicre yiizeyi glikoproteinlerini kodlayan sekiz
geni icerdigi belirtilmektedir (Sekil 1.6). Bu ALS genleri arasindaki yogun sekans
benzerligi ve genellikle ayn1 C. albicans tiiriinde bulunan cesitlilik, gen ailesinin
karmagik tanimini ve karakterizasyonunu daha da karmasik hale getirir. ALS
proteinlerinin konak yiizeylere adhezyon rolleri disinda, C. albicans'in biyolojisi ve
patogenezinde énemli oldugu bildirilmistir (Hoyer vd., 2008). ALS1 geni, infeksiyonun
ilk evresinde organizmanin agiz mukozasina tutunmasi i¢in 6nemlidir (Kamai vd.,
2002). ALS1 ve ALS5 genleri, fibronektin glikoproteini ve insan bukkal epitel

hiicrelerine adhezyon islevine sahip 6zellikleriyle 6ne ¢ikar (Hoyer, 2001)

5" domain T;mdgm repeat 3' domain
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Sekil 1.6: C. albicans’m ALS gen ailesinin yapisi. ALS gen ailesi 5' domain alaninin uzunlugu
tiim ALS genlerinde benzerdir. Tandem tekrar domain alanm C. albicans susuna gore ve ayni sus
icinde degislik gostermektedir. ALS9 geni iki allel olarak gosterilmistir. ALS7'nin 3' domain
alanlar1 degisken uzunluktadir. Tekrarlanan bolgenin konumu paralel, capraz c¢izgilerle
isaretlenmistir. ALS8, kodlama bolgesi ALS3 ile ayni oldugundan ve tek bir lokus tarafindan
kodlandigindan sekilden ¢ikarilmistir (Hoyer vd., 2008)
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Sekil 1.7: C. albicans’in ALS gen ailesinin iginde bulunan farkli sekanslarin insan bi¢iminde
sunumu. GOriintiiniin arka planinda yapim asamasinda olan yeni bina, ALS proteinleri i¢in tespit
edilen non-adheziv islevleri temsil etmektedir (Hoyer vd., 2008). ALS3 geninin silinmesi, C.
albicans'in adhezyonunu diger genlerin silinmesine gore daha fazla azalttigi igin, bu gen
"kraliyet ciibbesi" ile temsil edilmektedir. ALS3'in silinmesinin, C. albicans adhezyonunu
etkileme konusunda ALS1'in silinmesinden daha belirgin bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Zhao vd., 2004)

ALS gen kodlari, C. albicans’in yani sira C. tropicalis ve C. dubliniensis'te de
Southern blot ve Western blot yontemleri kullanilarak tespit edilmistir (Hoyer vd.,
2001b). Ayrica, birbirine yakin ancak farkli {i¢ tiir olan C. parapsilosis, Candida
orthopsilosis ve Candida metapsilosis tiirlerinde de C. albicans'ta bulunan ALS
genlerinin kodlama ozelliklerinde benzerlikler ve farkliliklar gézlemlenmistir (Oh vd.,
2019).

HWP1 geni; biyofilm gelisimi sirasinda da rol alan bir diger adhezyon genidir.
ALS proteinleri gibi bir mannoprotein olan HWP1, iyi karakterize edilmis hifal adhezin
olup, C. albicans'in konak hiicrelere kovalent baglanmasina aracilik eder (Inci vd.,
2013). Adhezyonda gorev alan diger genlerden biri olan INT1 geninin kodladig:
proteinlerin salgilanmasinda meydana gelen aksakliklar ya da INT1 geninde meydana
gelen mutasyonlarin, C. albicans'in insan epitel hiicrelerine adhezyonunu %40 oraninda
azalttig1 bildirilmistir (Gale vd., 1998). Candida’larin hiicre duvarinin ana bileseni

mannandir. Mannan Candida’larin konak hiicreye adhezyonunda 6nemli rol oynar.
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MNT1 ve MNT2 a-1,2-mannozil transferazi kodlayan ve mannoproteinlerin sentezinde
gorev alan genlerdir. MNT1-2'in olmamasinin, C. albicans’in insan bukkal epitel
hiicrelerine, sigan vajinal epitel hiicreleri ve diger hiicrelere adhezyon kabiliyetini
azalttig1 bildirilmistir. Bu nedenle MNT1-2 genleri C. albicans’in adhezyonunda ve
viriilensinde kritik dneme sahiptir (Buurman vd., 1998; Munro vd., 2005; Mora-Montes
vd., 2010).

1.3.3.2. Morfogenezis (Morfolojik degisim, Dimorfizm)

Morfogenezis (morfolojik degisim) terimi, tek hiicreli maya formundan filamentli hifa
ve psodohifa formlar1 arasinda geri doniisiimlii olarak gerceklesen gegisi tanimlar.
Candida tiirleri arasinda sadece C. albicans ve C. dubliniensis'in bu form degisikligini
gerceklestirebildigi belirtilmekte, bu nedenle bu tiirler polimorfik maya tiirleri olarak
siniflandirilmaktadirlar (Calderone ve Fonzi, 2001). Ozellikle C. albicansn maya
formundan hifa formuna gegisinin patojenite i¢in kritik oldugu ifade edilmistir (\Van Der
Meer vd., 2010; Desai vd., 2018). Hifal formun, epitel hiicrelerini istila ederek dokusal
hasara yol a¢ma mekanizmasinda oOnemli bir rol oynadigi belirtilmektedir.
Morfogenezin gergeklesmesi igin, besin durumu, serum varligi, N-asetilglukozamin
seviyeleri, sicaklik ve CO> gibi ¢esitli kosullarin etkili oldugu bildirilmektedir (Sudbery,
2011). Ayrica pH, morfogenezin baslatiimasinda olduk¢a 6nemlidir. Besin eksikliginde
C. albicans’in karbon kaynagi olarak aminoasitleri kullanabildigi, amino nitrojeni
amonyak olarak salgilayarak cevresel pH'yr yiikselttigi ve morfogenezi uyardigi,
boylece dogrudan patogeneze katkida bulundugu bildirilmistir. Boylelikle, C.
albicans'm ortaminin pH'simi aktif olarak degistirebildigi ve hifal forma ge¢isini

baslatabildigi ve patojenitedeki kritik 6nemi gosterilmistir (Vylkova vd., 2011).

Daha invazif oldugu bildirilen hifal formun diizenlenmesinde gorev alan bazi
genler arasinda; hiicre duvari proteinlerini kodlayan PHR1, hiicre uzama derecesini
kodlayan (Extent of cell elongation, ECE1) ve pH'y1 diizenleyici antijeni kodlayan (pH-
regulated antigen, PRA1) bulunur. Ayrica biyofilm olusumunun diizenleyen (Regulator
of biofilm formation, RBF1), filament6z biiylimeyi gelistiren (enhanced filamentous
growth, EFG1) ve kitin sentaz izoenzimini kodlayan (Chitin Synthesis, CHS2) genler
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bulunmaktadir (Mitchell, 1998; Sharkey vd., 1999; Martin vd., 2013). Bu genlerin yan1
sira, hifa olusumunu dogrudan etkilemeyen ancak viriilens faktorlerini kodlayan protein
tabanli genler de bildirilmistir. Bu genler arasinda HWP1, ALS3 ve salgisal aspartil
proteinaz 4/5/6 (secreted aspartyl proteinases, SAPS) bulunmaktadir (Mayer vd., 2013).

1.3.3.3. Fenotipik Degisim

Uzun yillardir, fenotipik degisim ozelligi ozellikle C. albicans iizerinde yogun bir
sekilde arastirilmig ve fenotipik degisimin C. albicans'in antijenik 6zelligini ve biyofilm
olusumunu etkiledigi One sirilmistir (Mayer vd., 2013; Macias-Paz vd., 2022).
Temelde iki farkli fenotipik degisim sekli olduguna inamilmaktadir. Ilk fenotipik
degisiklik hiicrenin seklinde ortaya ¢ikar. C. albicans kolonileri diiz, piiriizli, yildizl,
noktal1, sapkali ve diizensiz yapilar gibi cesitli fenotipler arasinda gecis yapabilir. Bu
fenotipik degisim geri doniisiimlii olarak meydana gelir (Slutsky vd., 1987; Soll, 2014).
Ikinci fenotipik degisim, ozellikle C. albicans icin en ilgi ¢ekici olamdir. "White-
Opaque (Beyaz-Opak, W-O) hiicre doniisiimii" olarak adlandirilan bu fenomen, beyaz
renkli oval hiicrelerden gri renkli uzun hiicrelere gecis yetenegini ifade eder. C.
albicans’lar normal maya morfolojisinde beyaz renkli hiicre yapisina sahipken, sekstiel
hiicre morfolojisi agamasinda opak renkli hiicre yapisindadirlar (Sasse vd., 2013). Beyaz
hiicreler yari kiire seklinde beyaz renkli koloniler olustururken, opak hiicreler diiz, gri
koloniler olusturur (Morschhéduser, 2010). Bu 6zellik, belirli gen faktorlerinin katkisiyla
gerceklesmektedir. Beyaz renkli hiicrelerin SAP2, beyaz spesifik (White-specific,
WH11) ve EFG1 gibi protein temelli genleri salgiladigi, opak hiicrelerin ise SAP1 ve
SAP3 genlerini salgiladigi belirtilmistir. Opak hiicrelerin deride kolonizasyon
yeteneklerinin daha fazla oldugu gosterilmesine ragmen, sasirtici sekilde hayvan modeli
deneyinde beyaz hiicrelere gore letal giiciiniin daha diisiik oldugu bildirilmistir (Kvaal
vd., 1999, Miller ve Johnson, 2002). Fenotipik degisim c¢ogunlukla C. albicans’ta
meydana gelmekte olsa da, C. glabrata ve C. lusitaniae’nin da benzer fenotipik

degisimler gosterdigi bildirilmistir (Jain vd., 2008).
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1.3.3.4. Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu Candida spp.’lerin patojenitesinde dnemli bir viriilens faktorii olarak
kabul edilmektedir. Biyofilm olusumunun antifungal ajanlara karsi direng gelisimini
arttirdi@, lenfositlerin ve lokositlerin etkinliginde azalmaya neden oldugu, fagositoz
gibi immunolojik savunma mekanizmalardan korunmayi sagladigi ve bdylece de
viriillensi artirdigi  bilinmektedir. Bu sebeple, arastirmacilar biyofilm gelisiminin
onlenmesine ve antifungal direncin yonetimine odaklanmislardir (Hirota vd., 2017;
Silva vd., 2017; Rodriguez-Cerdeira vd., 2020). Biyofilm tabakasi olusumunu
etkileyebilecek ¢ok sayida faktor tanimlanmistir. Bunlar; substratum tabakasi, hiicre disi
polimerik maddeler (extracellular polymeric substances, EPS), besin ve oksijen
varligidir (Seneviratne vd., 2008). Candida spp.'lerde yaygmn bir fenomen olarak
goriilen biyofilm olusumunun endotrakeal tiipler, stentler, implantlar, kalp pilleri ve
kataterler gibi tibbi cihazlarin neredeyse tamaminda gozlemlendigi rapor edilmistir

(Ramage vd., 2006; Heiby vd., 2015; Nobile ve Johnson, 2015; Malinovska vd.,2023).

Biyofilm olusumu kisaca dort asamada meydana gelir: Ik asamada
mikroorganizmanin yiizeye adhezyonu gerceklesir. Ikinci asamada yeni hiicre
kolonilerinin olusumu ve diizenlenmesi, tliglincii asamada hiicre dis1 polimerik maddenin
salinmasi ve ii¢ boyutlu bir yapiya doniisiim tamamlanir. Son olarak, yeni biyofilm

hiicrelerinin yayilmasiyla asamalar tamamlanir (Seneviratne vd., 2008).
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Sekil 1.8: Biyofilm olusumunun sirasiyla gosterimi (Seneviratne vd., 2008)
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Adhezyon baslangicinda hiicreler ve hiicreler arasindaki spesifik olmayan
etkilesimler, hidrofobik ve elektrostatik kuvvetler gibi unsurlar aracilik eder. Adhezyon
stireci genellikle bir iki saat iginde tamamlanir (Donlan ve Costerton, 2002). Daha
sonra, daha giiclii yapismay1 saglamak i¢in spesifik adhezyon molekiilleri salgilanir. Bu
spesifik adhezyon molekiilleri arasinda en bilineni ALS genleri tarafindan kodlanan
hiicre yiizeyi glikoproteinleri olarak bilinenlerdir (Zhao vd., 2005). Biyofilm olusumu
ve organizasyon asamasi, erken faz (0-11 saat), orta faz (12-30 saat) ve olgunlagsma fazi
(38-72 saat) olmak iizere ii¢ fazda meydana gelir. Erken asamada, blastosporlarin
yapigsmasi ve belirgin mikrokolonilerin gelisimi ile karakterizedir. Orta faz agamasi
dimorfizmin gergeklestigi, germ tiipleri ve geng¢ hifalarin karisimindan olusan iki
katmanli biyofilm tabakasinin goézlemlenebildigi asamadir. Olgunlasma sirasinda,
biyofilm kalin bir EPS tabakasina doniislir ve bu tabaka i¢inde yogun bir ag icinde
maya, psddohifalar ve hifalar gémiiliidiir (Seneviratne vd., 2008). /n vivo modellerde
olusturulan Candida biyofilmleri bahsedilen siray1 takip ediyor gibi goriinmektedir.
Bununla birlikte, in vivo modellerde gelisen biyofilm tabakasinin olgunlasma hizi ve
kalinligi, in vitro sistemlerde gelisenlerden daha hizli ve daha kalindir (Andes vd., 2004;
Martinez ve Fries, 2010).

Biyofilm olusumu ve gelisiminin incelenmesinde, elektron mikroskobu, floresan
mikroskobu ve konfokal mikroskop kullanimi gibi mikroskobik yOntemler
kullanilmaktadir (Andes vd., 2004; Costa-Orlandi vd., 2017).

Fotograf 1.1: C. albicans'in Elektron Mikroskobu ile biyofilm analizi (Seneviratne vd., 2008)
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Biyofilm olusturma yetenegi genellikle insan orijinli Candida izolatlarinda
aragtirtlmistir. Bu yetenek, 6zellikle C. albicans suslari ile iliskilendirilmekle birlikte, C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. kefyr gibi NAC tiirlerinde de biyofilm olusumu tespit
edilmistir (Hasan vd., 2009; Satilmis vd., 2011; Costa vd., 2018; Malinovska vd., 2023).
Tirkiye’de mastitisli inek siitlerinden izole edilen Candida tiirlerinin biyofilm
olusturma yeteneklerinin arastirildigi bir ¢alismada, biyofilm olusumunun C. Krusei
(n=7), C. kefyr (n=4), C. guilliermondii (n=1), Candida famata (n=1) ve Candida
laurentii (n=1) olmak iizere toplam 14 non-albicans izolatta tespit edildigi rapor
edilmistir (Tiirkyilmaz ve Kaynarca, 2011). Benzer sekilde, Afyonkarahisar'da Anadolu
mandalarinda mastitis nedeni olarak izole edilen 66 Candida izolatinin 53 tanesinde
biyofilm olusturma 6zelligi pozitif bulunmustur. Ayni calismada, biyofilm olusturan
Candida tiirleri C. krusei (n=18), C. rugosa (n=8), C. kefyr (n=5), C. tropicalis (n=7),
C. albicans (n=3), C. zeylanoides (n=3), C. parapsilosis (n=4), C. guilliermondii (n=3),
C. famata (n=1) ve C. glabrata (n=1) olarak siralanmistir (Seker ve Ozeng, 2011).

1.3.3.5. Enzimler

Mikroorganizmalarin viriilensine katkida bulunan onemli faktorlerden biri hidrolitik
enzim tiretimidir. Bu enzimlerin, bakterilerin, protozoalarin ve patojenik mayalarin
patojenitesinde merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu enzimler arasinda o6zellikle
proteinazlarin viriilensle iliskili en yaygin enzimler oldugu ifade edilmektedir (Naglik
vd., 2003). C. albicans'da bulunan protein bazli enzimlerin bir kisminin spesifik olarak
salgilanan enzimler oldugu, bir kisminin ise hiicre duvarindan veya spontan hiicre
lizisinin sonucu olarak sitoplazmadan salinan bilesenler oldugu belirtilmektedir
(Martinez vd., 1998; Chaffin, 2008; Satala vd., 2020). C. albicans tarafindan iiretilen bu
hidrolitik enzimler arasinda salgisal aspartil proteinaz, fosfolipazlar, asit fosfataz,
kitinazlar, esteraz ve glukoamilaz gibi enzimler yer almaktadir (Chaffin vd., 1998;
Naglik vd., 2003; Schaller vd., 2005; Bramono vd., 2006; Chaffin, 2008). Bu enzimler
arasindan Ozellikle salgisal aspartil proteinaz, fosfolipaz B ve lipazlar olmak iizere ii¢
onemli hiicre dis1 hidrolitik enzimin 6ne ¢iktig1 ifade edilmektedir (Naglik vd., 2003).

Infeksiyon sirasinda bu hidrolitik enzimlerin salgilanmasmin, etkenlerin konak
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hiicrelerine adhezyonuna, invazyona ve konak¢1 bagisiklik faktorlerinin yok edilmesine

yardimci olarak viriilense katki sagladig: diistintilmektedir (Hube ve Naglik, 2001).

1.3.3.5.1. Salgisal Aspartil Proteinazlar

C. albicans, infeksiyon olustururken konak organizmada kolonize olmak, infeksiyona
yol agmak ve konak savunma mekanizmalarindan kagmak amaciyla oldukga genis bir
viriilens faktor yelpazesine sahiptir. C. albicans'in viriilensinde kritik bir rol oynadigi
kabul edilen salgisal aspartil proteinaz (SAP) gen ailesi, on adet farklt SAP proteini
kodlar. Bu SAP gen ailesi tiyeleri ¢esitli alt gruplara ayrilmistir (Hube ve Naglik, 2001).
SAP genlerinin sekizi (SAP1-8) tarafindan kodlanan proteinler hiicre dist bosluga
salgilanirken, SAP9 ve SAP10 genleri tarafindan kodlanan proteinlerin membran
baglantili Glikosil-Fosfatidil-inositol (GPI) proteini oldugu bildirilmektedir. Ayrica, bu
SAP proteinlerinin Streptomyces spp.’lerden salinan pepstatin A tarafindan inhibe
edilebildigi ve c¢ogunun asidik pH araliginda en uygun aktiviteye sahip oldugu
belirtilmektedir (Schaller vd., 2005; Dos Santos, 2010). SAP gen ailesi, aminoasit dizisi
sekansina dayali olarak {i¢ ana alt aileye ayrilir. SAP1-2-3'ten olusan ilk grupta
aminoasit dizilisi %67 oraninda aynidir. Ikinci grup SAP4-5-6'dan olusur ve aminoasit
dizilisi yoniinden %89 homologluk gosterir. Her ikisi de GPI protein dizilerine sahip
olan SAP9 ve SAP10 ise tigiincii grubu olusturur. SAP7 ve SAP8'in farkli oldugu ve alt
aile liyeleri olarak kabul edilmedigi bildirilmistir (Naglik vd., 2008).

Sapd
Sap6

Sap$5

Sapl
Sap2

M

Sap3

Sap8

Sap9
Sapl0

Sap7
Sekil 1.9: C. albicans’a ait SAP virillens gen ailesinin dizi homolojisiyle gruplarinin

gosterilmesi (Naglik vd., 2003)
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En son yapilan arastirmalar, SAP1-6 arasinda onceki ¢aligmalarla uyumlu bir
sekilde en yiiksek proteolitik aktivitenin pH 3,0-5,0 araliginda g6zlendigini gosterirken,
SAP7 ve SAP8'in farkli 6zellikler sergiledigini ortaya koymustur. Bu c¢alismalarda,
SAP7'nin aspartil proteaz aktivitesi i¢in sira dis1 bir pH olan nétr pH'da optimal aktivite
sergiledigi ve pepstatin A'nin bu proteolitik aktiviteyi inhibe etme kapasitesinin son
derece diisiik oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira, SAP8'in tiim SAP izoenzimleri
icinde en diisik pH olan 2,5'te en yiiksek proteolitik aktiviteyi gostermis oldugu
bildirilmistir (Aoki vd., 2011).

C. albicans hiicre dis1 proteinaz ireten tek Candida tirii degildir. C.
dubliniensis, C. tropicalis ve C. parapsilosis gibi patojenik Candida tiirlerinin de, in
vitro kosullarda aktif hiicre dis1 proteinazlar iireten SAP genlerine sahip oldugu
gosterilmistir (Moran vd., 2012; Silva vd., 2012). C. tropicalis'in dort SAP genine, C.
parapsilosis'in en az iki SAP genine sahip oldugu bilinmektedir. SAP proteinlerinin C.
dubliniensis viriilensinde ne kadar 6nemli olduguna dair yayilanmis ¢ok az bilgi olsa
da, bu tiriin de en az dokuz SAP genine sahip oldugu diisiiniilmektedir (Naglik vd.,
2003). Hematojen Candida infeksiyonlari ve viriilens faktorleri {izerine yapilan bir
calismada, izole edilen 68 C. albicans izolatinin 61'inde (%89,7), non-albicans tiirler
olarak izole edilen 31 izolatin sadece sekizinde (%25,8) pozitif proteinaz aktivitesi
tespit edilmistir (Gokce vd., 2007).

1.3.3.5.2. Fosfolipazlar

Fosfolipaz enzimi, konak hiicreyi lizise ugratma veya hiicre yiizeyinin 6zelliklerini
degistirme yeteneginden dolay1 infeksiyonlarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.
Bu tiir degisikliklerin, mantarin dokuya adhezyonuna ve penetrasyonuna yardimci
oldugu disiiniilmektedir (lbrahim vd., 1995; Ghannoum, 2000; Theiss vd., 2006).
Fosfolipaz (PL), heterojen bir enzim grubunu tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir.
Bu enzim grubu, gliserofosfolipidlerde bulunan ester baglantisin1 pargalama yetenegine
sahiptir. C. albicans'ta fosfolipaz A (PLA), fosfolipaz B (PLB), fosfolipaz C (PLC) ve
fosfolipaz D (PLD) olmak iizere dort farkl tip fosfolipaz tanimlanmistir. Ancak hiicre

disinda sadece PLB1 ve PLB2 genlerinin {irlinleri olan fosfolipazlar tespit edilmistir.
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PLB1'in, C. albicans tarafindan salgilanan fosfolipaz B aktivitesinin ¢cogundan sorumlu
oldugu diisiiniilse de, PLB2’nin de bu aktiviteye kii¢iik de olsa katkida bulundugu ifade
edilmektedir. PLB1 geni bulunmayan izolatlarda kalinti miktarlarda fosfolipaz B

aktivitesine rastlanilmasi, bunun kaniti olarak diistiniilmektedir (Ghannoum, 2000).

Fosfolipaz enzimi ve PLB geni varligi genellikle uzun siiredir C. albicans ile
iliskilendirilmis olsa da, smirli sayida ¢alisma C. tropicalis, C. glabrata ve C.
parapsilosis gibi tiirlerde de bu enzimin varligin1 gostermistir (Ghannoum, 2000; Anil
ve Samaranayake, 2003; Harmal vd., 2013; Rossoni vd., 2013; Fatahinia vd., 2017).

1.3.3.5.3. Lipazlar ve Estrazlar

C. albicans'in hiicre dis1 proteinazlar1 ve fosfolipazlarina yogun ilgi gosterilirken,
lipazlar ve esterazlar goz ardi1 edilmistir. Esterazlar ve lipazlar mono, di ve
triasilgliserollerin, hatta fosfolipidlerin, ester baglarmin hidrolizini katalizleyen
yetenekleri ile tamimlanmislardir. Ancak, ¢oziliniir substratlar tizerindeki etkilesimleri
farklilik gosterir. Lipazlar, ¢dziinmeyen triasilgliserol fazi ile enzimin i¢inde ¢6ziinduigii
sulu faz arasindaki ara yiizde ester baglarini hidrolize ederler. Bu nedenle, lipazlar
genellikle ¢oziinmeyen yag damlaciklarinin yiizeyinde etkili olurlar. Esterazlar ise
¢Oziinlir substratlar {izerinde etki goOsterirler ve ester baglarmin hidrolizini
gerceklestirirler (Schaller vd., 2005). C. albicans'ta lipaz ve esteraz genleri lizerine
yapilan arastirmalar sonucunda, lipaz geni (lipase, LIP) ilk olarak Fu vd. (1997)
tarafindan, esteraz geni (esterase) ise Tsuboi vd. (1996) tarafindan kesfedilmistir.
Southern blot analizi sonucunda C. albicans'in lipaz gen ailesi olan LIP'ye sahip
olabilecegi gosterilmis ve ayrica bu analizler lipaz genlerinin C. parapsilosis, C.
tropicalis ve C. krusei gibi tiirlerde de bulunabilecegini ortaya koymustur. Ancak C.
pseudotropicalis ve C. glabrata gibi diger tiirlerde bu lipaz geni tespit edilmemistir (Fu
vd., 1997). Tsuboi vd. (1996) tarafindan gerceklestirilen calismada, 85 Candida
izolatinin esteraz aktivitesi incelenmistir. Bu ¢alismada, C. albicans, C. tropicalis ve C.
parapsilosis gibi tiirlerde esteraz enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu, ancak C.
kefyr, C. krusei, C. glabrata ve C. guilliermondii gibi tiirlerde ise daha diisiik bir enzim

aktivitesi gozlendigi bildirilmistir.
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1.4. Candida Infeksiyonlarinda Epidemiyoloji ve Patogenez

Son otuz yilda, bagisiklik sistemi baskilanan insanlarda 6zellikle Candida, Aspergillus
ve Cryptococcus spp. gibi mikroorganizmalarin neden oldugu mantar kaynakli
infeksiyonlar ortaya ¢ikmustir. Insanlarda invazif kandidiazis nedeni olarak 30'dan fazla
farkli Candida spp. bildirilmistir. Ancak bu infeksiyonlarin %90’indan fazlasi C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei olmak iizere temelde
bes tiir tarafindan olusturulmaktadir (Miceli vd., 2011; MacCallum, 2012; Spampinato
ve Leonardi, 2013; Kumar vd., 2022). insanlarda deri, gastrointestinal ve iirogenital
sistemlerin mikrobiyolojik florasinin normal {iyeleri olarak kabul edilen Candida tiirleri,
ayrica solunum sisteminde de goriilebilen firsat¢i patojenlerdir (Nobile ve Johnson,
2015; Limon vd., 2017; Valand ve Girija, 2021; Lopes ve Lionakis, 2022). Candida
tirleri diinyanin bir¢gok bodlgesinde nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonlarinin en
yaygin nedenlerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (DiazGranados vd., 2008; Doi vd.,
2016; Bac vd., 2019). Ayrica bu etkenler, Edinsel Immun Yetmezlik Sendromu
(Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) hastalarinda en sik goriilen mantar
infeksiyonu nedenlerindendir (Fidel vd., 1999; Anwar vd., 2012; Maheshwari vd., 2016;
Lamichhane vd., 2020). Candida tiirleri arasinda C. albicans, insanlarda en yaygin
bulunan ve en onemli tiir olarak kabul edilmektedir (Eggimann vd., 2003; Turner ve
Butler, 2014; Nobile ve Johnson, 2015; Talapko vd., 2021; Anderson vd., 2023;
Rapala-Kozik vd., 2023).

Insanlarda Candida tiirleri ile ilgili infeksiyonlarin spektrumu genistir. Bazi
durumlarda Candida infeksiyonu gegiren hastalari tanimlamak zordur ve yayimlanmig
caligmalarda tanimlar iizerinde bir fikir birligi yoktur. Uzerinde fikir birligi olunan tek
konu ise infeksiyonlarin 6zellikle immun sitemi baskilanmis hastalarda goriilmesidir.
Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda, invazif karakterdeki kandidiyazis igin kandidemi ve
sistemik kandidiyazis olmak tizere iki terim kullanilir. Kandidemi, Candida spp.'nin
kandan izolasyonunu ifade eder. Hasta gecici olarak iligkili infeksiyon belirtileri
gosteriyorsa, kandidemi kanitlanmig kabul edilir. Sistemik kandidiyazis ise, genellikle
kiiltiir veya histoloji sonuglariyla ortaya ¢ikan, normalde steril olan bolgelerde Candida
spp.min varligiin tespit edildigi durumlari ifade eder (Eggimann vd., 2003). Kandidemi

ve invazif kandidiyazis, Candida tiirlerine bagli olarak gelisen mikozisler arasinda
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tartismasiz en sik rastlananlaridir. Bu infeksiyonlarda genellikle en sik karsilasilan tiir
C. albicans olmakla birlikte; C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C.
lusitaniae ve C. guilliermondii gibi diger tiirler de nadiren de olsa izole edilebilmektedir
(Pfaller vd., 2014). Hastane ortaminda hala ciddi morbidite ve mortaliteye yol agan bir
sorun olarak devam etmekte olan kandidemilerin epidemiyolojisi degismektedir.
Yapilan bir arastirmada, NAC tiirlerine bagli kandidemi insidensi, C. albicans kaynakl
kandidemi insidensine gore daha yiiksek olarak gozlemlenmistir (Horn vd., 2009).
Kandidemi vakalarina yonelik farkli arastirmalarda, C. albicans en sik izole edilen tiir
olarak bildirilse de, C. glabrata ve C. parapsilosis'in neden oldugu vakalarin sayisi
arasinda Onemli farkliliklar bulunmustur. Kuzey Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde yapilan arastirmalarda, C. glabrata'nin neden oldugu vaka sayisi yiiksek
olarak bildirilirken, Ispanya ve Brezilya'daki ¢aligmalarda, C. parapsilosis nedenli
vakalarin C. glabratamin neden oldugu vaka sayisindan daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Guinea, 2014). Kiiresel olarak, C. albicans siklig1 azalirken, C. glabrata
ve C. krusei'nin sikliginin sabit kaldigi, buna karsin C. parapsilosis ve C. tropicalis'in
sikliginda artis gozlendigi vurgulanmaktadir (Pfaller vd., 2010; Pfaller vd., 2019).
Hasta ozelliklerinin ve onceki antifungal tedavinin cografi alandan bagimsiz olarak
Candida spp.'nin dagilimi ve sikligi iizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir (Guinea, 2014).

Candida tiirlerine bagli infeksiyonlar; bagisiklik ve hormonal yetersizlikler,
normal floranin kolonizasyon direncinin azalmasi veya konakgilarin hassas dokularinin
etkenlere yogun olarak maruz kalmasi ile iliskilendirilir. Bu kosullar, bebekler, diyabet
hastalar1, antibiyotik ve steroid kullanan bireyler, kalici katetere sahip hastalar ve
laktasyon donemindeki ineklerin meme bezlerinin duyarliligini  agiklamaktadir

(Pohlman ve Chengappa, 2022).

Insanlardakine benzer sekilde, hayvanlardan da en sik izole edilen tiirler C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei’dir. Saglikli
hayvanlarin florasinin dogal bir parcasi olarak bulunan bu tiirler, kommensal ve
fakiiltatif patojen olarak kabul edilirler (Blanco ve Garcia, 2008; Nadas vd., 2014;
Seyedmousavi vd., 2018; Mba ve Nweze, 2019; Bastos vd., 2023). C. albicans ve C.
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glabrata ¢ogunlukla sicakkanli konakgilarda goriiliirken, diger bulasict Candida tiirleri
de ¢evrede bulunmaktadir. infeksiyonlar genellikle konagi 6nceden kommensal olarak
kolonize eden suslar tarafindan tetiklenir. Bu nedenle, zoonotik potansiyelin diisiik
oldugu diisiiniilmektedir (Seyedmousavi vd., 2018). insanlarda oldugu gibi, hayvanlarda
da en patojen tiir C. albicans olmasina ragmen, infeksiyon bolgesine bagli olarak belirli
hayvanlarda diger Candida tiirleri de yaygm birer patojen olabilir. Hayvanlarda
Candida kaynakli kandidiyazisler, kanatli hayvanlar (Sokot vd., 2020), domuzlar
(Shimada vd., 2021), atlar (Pirrone vd., 2012), sigirlar (Du vd., 2018), kediler
(Duchaussoy vd., 2015), kopekler (Willems vd., 2017), primatlar (Samaranayake ve
Samaranayake, 2001) ve deniz memelileri (Takahashi vd., 2010) gibi birgok hayvan
tirtinde rapor edilmistir. Kandidiyazis hayvanlarda primer infeksiyon nedeni olmasina
ragmen, Candida tiirlerinin neden oldugu bulgular, bakteriyel infeksiyonlara eslik eden
sekonder infeksiyon tablosu olarak da ortaya cikabilir. Ozellikle konakgcilarin
antibiyotik tedavisine yanit vermedigi durumlarda, Candida infeksiyonlar1 olasi bir

secenek olarak diistiniilmelidir (Seyedmousavi vd., 2018).

C. albicans, yiizeysel ve derin dokulari etkileyen maya infeksiyonlarin baskin
nedeni olan polimorfik bir maya tiridir (Qin vd., 2016). Candida tiirlerinin
patogezinde adhezyon yetenekleri dokulara tutunmayi kolaylastirir. Fosfolipaz ve
proteaz enzimleri iretiminin, dokularin invazyonuna yardimci olabilecegi
diigiiniilmektedir. Maya formunun epitelyal yiizeylere kolonizasyondan sorumlu form
oldugu diisiiniiliirken, doku penetrasyonu ve invazyonu hifa formuyla saglanir. Candida
infeksiyonlarinda hazirlayic1 faktorler arasinda hiicresel bagisiklik yetersizligi, eslik
eden hastalik, antimikrobiyal ilaglarin uzun siireli kullanimi nedeniyle normal floranin
bozulmast ve kalict kateterlerden mukozanin hasar gormesi gibi faktorler yer alir.
Candida infeksiyonlarinda etkilenen mukoza genellikle kalinlagsmis ve siklikla
hiperemiktir. Hifa veya psodohifanin vaskiiler invazyonunu takiben hematolojik

invazyon meydana gelebilir ve bu durum sistemik lezyonlara neden olabilir.

31



1.5. Candida Infeksiyonlarinda Immunolojik Savunma

Candida infeksiyonlarinda ana savunma dogal (nonspesifik) bagisiklik ile saglanir.
Ancak tam bir bagisikligin saglanmasi, dogal bagisiklik ile kazanilmis (spesifik,
edinsel) bagisikligin (humoral ve o6zellikle de hiicresel bagisiklik) uyumlu sekilde
calismasi ile olusur (Lilic, 2002). Savunmada nétrofiller, dendritik hiicreler ve
makrofajlar gibi nonspesifik bagisiklik hiicreleri ile spesifik immun yanitin ana
hiicreleri olan T lenfositler rol alir. Her ne kadar her biri herhangi bir doku bolgesinde
bir dereceye kadar katkida bulunabilse de, polimorfoniikleer 16kositler ve makrofajlar
tarafindan saglanan nonspesifik bagisiklik, kandidemiye kars1 korumada baskin olurken,
T hiicreleri ve sitokinler tarafindan saglanan hiicresel bagisiklik, agirlikli olarak
mukozal dokular1 infeksiyondan korur (Fidel, 2002). Candida infeksiyonlarinda
immiinolojik olarak oncelikle notrofiller ve aktive edilmis makrofajlar, ana savunmay1
olusturur. Opsoninler hedef hiicrenin fagositozunu kolaylastirirken, makrofajlar
tarafindan salgilanan Interlokin-12 (Interleukin-12, 1L-12), yardimei T lenfosit 1'lerin (T
helper lymphocyte 1, Thl) uyarmmini saglar. Uyarilmig Thl lenfositler tarafindan
salgilanan interferon gama (Interferon gamma, IFNy), timoér nekrozis faktor alfa
(Tumor necrosis factor-alpha, TNF-a)) ve IL-2 ise makrofajlarin aktivasyonuna neden

olur (Pohlman ve Chengappa, 2022).

Candida'lara  karst ~ humoral  savunmada,  nonspesifik  bagisiklik
mekanizmalarindan olan komplement sisteminin etkinlestirilmesi ozellikle alternatif
komplement yolu ve lektin yolu ile gergeklesir. Ayrica pihtilasma ve fibrinoliz
sistemleri araciligiyla dolayli olarak da kolaylastirilir. Bu yolla indiiklenen komplement
aracili humoral savunma, kemotaksisi, opsonizasyonu ve fagositozu kolaylastirir.
Mantarlarin kalin hiicre duvari, onlar1 komplement aracili lizis gibi belirli konake1
savunmalarina kars1 direncli hale getirse de, mantar yiizeyinde olusturulan membran
atak kompleksinin (MAK) diizenleyici bir rol oynadigi, lokal ve invazif Candida
infeksiyonlar1 i¢in 6nemli ve hizli hareket eden bir savunma mekanizmasi oldugu

bildirilmistir (Shoham Levitz, 2005; Harpf vd., 2020).

32



Dogal bagisiklik sistemi Candida tiirleri gibi patojenlerle karsilagtiginda, viicudu
korumak icin ¢ok cesitli karmasik mekanizmalar devreye girmesini saglar. Etkenlerde
bulunan patojen iliskili molekiiler yapilar (Pathogen-associated molecular pattern,
PAMP) bu siirecte bliyiik bir rol oynar. Farkli bagisiklik hiicreleri, bu PAMP'lan
taniyarak immun yanitin baslamasini saglar. Bu 6zgiil tanima, patern taniyici reseptorler
(Pattern recognition receptor, PRR) sayesinde gerceklesir. Candida’larin hem dis, hem
de i¢ tabakasinda yer alan PAMP molekiillerini taniyan reseptorler arasinda Toll-benzeri
reseptorler (Toll-like receptors, TLRS) ve C-tipi lektinler (mannoz reseptorii, Dektin 1
ve 2 gibi) bulunur. TLR4; monositler, makrofajlar ve dendritik hiicrelerde bulunur. Bu
hiicreler, mitojen ile aktive olan protein kinaz (mitogen-activated protein Kkinase,
MAPK) yollar1 araciligiyla proinflamatuar sinyalleri harekete gecirerek infeksiyonun
sinirlanmasina yardimci olurlar. Ayrica, invazif kandidiyazise karst koruma saglayan
Thl lenfosit yanitlar1 da devreye girer. TLR2 ise hem orta diizeyde proinflamatuar
sitokinlerin tiretimini tesvik eder, hem de giiglii IL-10 ve doniistiiriicii biiyiime faktorii
beta (Transforming growth factor beta, TGF-B) yanitlarin1 uyarir. Dektin 1, IL-2, IL-10
ve Th17 yanitlarin1 tetikler ve TLR2'min etkilerini artiran bir rol iistlenir. Mannoz
reseptorii (Mannose receptor, MR) ise monositler ve makrofajlarda proinflamatuar
etkileri tetikler. TNF ve Dektin 2 aktivasyonu, immiinosupresif sitokin olan IL-10
tiretimini destekler. Saglikli bireylerde mukozal yiizeyler sikga C. albicans ile kolonize
olur. Buradaki mukozal epitel hiicreleri bir taraftan koruyucu bir bariyer olustururken,
diger taraftan mantarlar1 tanir. Epitel hiicreleri, kommensal maya ve invazif patojen
maya formlar1 arasinda ayrim yapabilen iki agsamali bir MAPK yoluyla C. albicans'a
yanit verebilirler. Ikinci fazdaki MAPK yolu maya tarafindan degil, invazif hifalar
tarafindan indiiklenebilir. Bu ikinci faz indiiksiyonu, sitokinlerin {iretimi i¢in gerekli
olan transkripsiyon faktorii (IL1, IL6) aktivasyonunu tetikler. Hifalar; inflamatuar
hiicreler ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicrelerinde IL-1p iiretimini uyaran ve ayrica
Th17 hiicrelerini sitokinler (IL-17, IL-22) {iretmeye tesvik eden bir etkiye sahiptir. IL-
17 nétrofilleri aktive ederken, IL-22 epitel hiicrelerinden defensin salinimini uyarir. Bu

iki faktor, mukozal antifungal savunmanin kritik unsurlaridir (Samanta, 2015).
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1.6. Candida Tiirlerinin Yol Actig1 infeksiyonlar

1.6.1. insanlarda Candida Tiirlerinin Yol Actig1 infeksiyonlar

Candida tiirlerinin insanlarda neden oldugu infeksiyonlar ve klinik bulgularin
spektrumu asagidaki gibi tanimlanmistir (Eggimann vd., 2003; Talapko vd., 2021):

Hematojen Infeksiyonlar: Kandidemi, endoftalmitis, vaskiiler dolasim ilgili
infeksiyonlar, septik tromboflebit, infeksiyéz endokarditis, artritis, osteomiyelitis,
spondilodiskit, menenjitis, piyelonefritis, pulmoner kandidiyazis, hepatosplenik

kandidiyazis (kronik dissemine kandidiyazis)

Non-Hematojen Infeksiyonlar: Yiizeysel infeksiyonlar, kutandz kandidiyazis,

orofaringeal kandidiyazis, vajinitis

Derine Yerlesmis Infeksiyonlar: Ozofageal kandidiyazis, sistitis, peritonitis, trakeitis/

bronsitis

Cogu insan infeksiyonunun kaynagi C. albicans olsa da, NAC tiirleri ile
iligkilendirilen spesifik klinik 6zellikler de tanimlanmistir. Bu tiirlerle iliskilendirilen

yaygin klinik belirtiler Cizelge 1.5'te verilmistir.
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Cizelge 1.5: Insanlarda baz1 kandidiyazis vaka raporlar (Eggimann vd., 2003)

Candida Tiirleri

Infeksiyon Tipi

C. albicans

Mukokutandz infeksiyonlar: orofaringeal kandidiyazis, 06zofajitis,
vajinitis; derin yerlesimli infeksiyonlar: piyelonefritis, peritonitis;
hematojen infeksiyonlar: kandidemi, menenjit ve hepatospleni

kandidiyazisi

C. parapsilosis

Kandidemi, implante cihazlarla iliskili derin infeksiyonlar, kontamine

soliisyonlarla ilgili infeksiyonlar, yeni dogan kandidemileri

C. tropicalis Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda kandidemi ve sistemik
kandidiyazis, siddetli miyalji ve miyozitis

C. glabrata Sistemik kandidiyazis, kandidemi, idrar yolu infeksiyonlar1

C. krusei Kandidemi, endoftalmitis ve yeni doganlarda diyare

C. ciferrii Onikomikozis (Tirnak Mantar1)

C. dubliniensis

HIV pozitif hastalarda orofaringeal infeksiyonlar

C. guilliermondii

Intravenoz ilag kullananlarda sistemik kandidiyazis, endokarditis

C. haemulonii Kandidemi, deri infeksiyonlari

C. kefyr Sistemik kandidiyazis

C. lipolytica Intravenoz kateter iliskili kandidemi
C. lusitaniae Kandidemi ve yaygin infeksiyonlar

C. norvegensis

Bobrek nakli alicilarinda infeksiyonlar

C. pulcherrima

Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda invaziv infeksiyonlar

C. rugosa

Yanik hastalarinda siklikla goriilen intraven6z kateter iligkili kandidemi

C. viswanathii

Menenyjitis

C. zeylanoides

Kandidemi, artritis
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1.6.2. Hayvanlarda Candida Tiirlerinin Yol Actig1 infeksiyonlar

Kandidiyazis, kanatli hayvanlar, domuzlar, atlar, sigirlar, kediler ve kopekler basta
olmak {izere birgok hayvan tiiriinde rapor edilmistir (Takahashi vd., 2010; Pirrone vd.,
2012; Duchaussoy vd., 2015; Willems vd., 2017; Du vd., 2018; Seyedmousavi vd.,
2018; Sokot vd., 2020; Shimada vd., 2021). Kanatli hayvanlarda kandidiyazis; tavuklar,
hindiler, glivercinler ve diger kanatli hayvanlarin 6zellikle sindirim sistemini etkileyerek
6liime neden olabilir (Osorio vd., 2007; Mugale vd., 2015). Kandidiyazis, domuzlarin
ve taylarn sindirim sistemlerinde riiptiire olabilen iilseratif lezyonlar olarak goriiliirken
(Gelberg, 2017; Pohlman ve Chengappa, 2022), atlarda genital sistem infeksiyonlari,
infertilite, metritis ve abortuslara neden olur (Stefanetti vd., 2014; Satué ve Gardon,
2016). Candida tiirleri ile infeksiyonlar; siit ineklerinde ve mandalarda mastitis (Seker,
2010; Seker ve Ozeng, 2011; Ali vd., 2021; Sav ve Oztiirk, 2022), gebe ineklerde
abortus (Quinn vd., 2011; Pal, 2015), kedi ve kopeklerde lokalize infeksiyonlar, oral
infeksiyonlar, iist solunum yolu, gastrointestinal ve iirogenital sistem mukozalarinin
iyilesmeyen, {lseratif lezyonlar1 (Quinn vd., 2011) ile karakterize edilir. Ayrica,
primatlar ve deniz memelilerinde de mukokutan6z kandidiyazis goriilebilecegi
bildirilmistir (Samaranayake ve Samaranayake, 2001; Takahashi vd., 2010; Pohlman ve
Chengappa, 2022). Hayvanlarda Candida tiirlerinin yapmis oldugu baz1 infeksiyonlar ve
bu infeksiyonlar i¢in hazirlayic1 faktorler Cizelge 1.6°da gosterilmistir (Seyedmousavi
vd., 2018).
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Cizelge 1.6

: Hayvanlarda kandidiyazis se¢ilmis baz1 vaka raporlar1 (Seyedmousavi vd., 2018)

Konakel Candida Tiirleri Infeksiyon Tipi Hazirlayic1 Faktorler
Kanath Candida spp. Oral ve gastrointestinal ~ Diger patojenler tarafindan eslik eden
hayvanlar kandidiyazis (Giivercinler, infeksiyonlar, immunsupresyon
papaganlar, Tavuklar, 6tiicii
kuslar, yirtic1 kuslar)
C. albicans Pulmoner kandidiyazis -
(Giines muhabbet kusu, yirtict
kuslar)
Miyokarditis (Kanarya),
Kutandz kandidiyazis
(Otiicii kuslar, tavuklar)
Kopek C. guilliermondii Eklem infeksiyonu Leishmaniasis ve eklem ici
kortikosteroid enjeksiyonlari
C. albicans Peritonitis, ~ dermatitis, otitis Bagirsak cerrahisi, kortikosteroidler,
C. glabrata externa atopi ve diger otoimmiin hastaliklar,
C. guilliermondii immiinosupresif bozukluklar ve ilaglar,
C. parapsilosis diger infeksiyonlar
C. tropicalis
C. albicans Idrar yolu infeksiyonu Diabetes mellitus, alt idrar yolu
C. parapsilosis Kandidiiri, Sistitis infeksiyonlar1, bakteriyel infeksiyonlar
C. tropicalis ve antibiyotik tedavisi, neoplazi
C. albicans Yaygin kandidiyazis Bagirsak cerrahisi, immiinosupresyon,
Candida spp. (Endoftalmitis, perikarditis,  neoplazi, kateterizasyon
spondilit)
C. albicans Keratitis -
Candida spp. Pnémoni Eszamanlhi bakteriyel pndmoni ve
Aspergilloz
Kedi C. parapsilosis Idrar yolu infeksiyonu, Kortikosteroid tedavisi

C. albicans Graniilomat6z rinit Diabetes mellitus, alt idrar yolu
infeksiyonlari, bakteriyel infeksiyonlar
antibiyotik tedavisi, neoplazi

Candida spp. Kandidiiri, Sistitis -

C. albicans Intestinal granuloma Siipheli yabanci cisim yaralanmasi

Candida spp. Yaygin kandidiyazis Diabetes mellitus, immunsupresyon

(Go6z tutulumu dahil)
C. albicans Piyotoraks -
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Cizelge 1.6: Devam

Konake1 Candida Tiirleri infeksiyon Tipi Hazirlayic1 Faktorler
Ruminantlar C. albicans Mastitis Meme i¢i antibiyotik tedavisi,
C. catenulata ¢evre kirliligi, sagim hijyeni
C. guilliermondii
C. kefyr
C. krusei
Sigir C. maltosa
C. rugosa
ve digerleri
C. parapsilosis Abort -
C. tropicalis
Candida spp. Otitis externa -
C. albicans Gastrointestinal infeksiyon Antibiyotikler, eszamanli
gastrointestinal infeksiyonlar
C. glabrata Yaygin kandidiyazis Antibiyotikler, geng yas
Candida spp. Bronkopnémoni -
C. krusei
Alpaka, C. albicans Yaygin kandidiyazis Immiinosupresyon siiphesi
Lama,
Guanako
Deve C. albicans Dermatitis -
Koyun
At Candida spp. Keratitis -
Candida spp. Anrtrit -
C. parapsilosis Endokardit -
C. albicans Sistemik kandidiyazis Dogum hipoksisi, sepsis
Candida spp. Oral kandidiyazis Geng yas ve immun yetmezlik
Candida spp. Gastroozofageal kandidiyazis Geng yas
C. guilliermondii Abort -
Domuz C. albicans Mukokutandz kandidiyazis Muhtemelen immiinosupresyon

nedeniyle viral infeksiyon
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1.7. Candida Tiirlerinin Laboratuvar Tam Yontemleri

Hayvanlarda Candida tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarin teshisi amacryla,
etkilenen sistem ya da organlar dikkate alinarak oOrnekleme yapilmasi etkenlerin
izolasyon sansinmi artirmaktadir. Bu amagla, lezyonlu organ pargalari, lenf yumrulari,
cesitli eksudatlar, genital akintilar, deri kazintisi, tirnak, apse igerigi, siit, idrar,
serebrospinal sivi, krage, kan, serum ve cesitli anatomik alanlardan (agiz, burun, goz,
kulak, kursak gibi) alinan sivap Ornekleri gibi ¢ok sayida Ornek laboratuvara
gonderilebilir (Raju ve Rajappa, 2011; Montes vd., 2019; Tamo, 2020; Shourie vd.,
2021).

Candida infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda, gonderilen 6rneklerden
besiyerlerine ekimler yapilarak 6rneklerin kiiltiiriiniin yapilmasi ve iireyen kolonilerin
makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirilmesi temel yontemler olarak
kullanilmaktadir. Tiir bazinda identifikasyonda ise, manuel olarak klasik yontemler
veya otomatize sistemlerin kullanimi ile etkenlerin gesitli biyokimyasal aktivitelerinin
ortaya konmasini saglayan testler yapilmaktadir. Ayrica, gonderilen 6rnegin 6zelligine
gore antijen antikor reaksiyonlarina dayali serolojik testlerden de yararlanilmaktadir
(Tamo, 2020). Insanlarda invazif kandidiazis vakalarinda kan kiiltiirii altin standart
kabul edilse de, kiiltiiriin diger tan1 yontemleri ile kombine edilmesinin tan1 koymayi
kolaylastiracag: diistiniilmektedir (Camp vd., 2020). Bu nedenle, az miktarda DNA'dan
hizli ve hassas teshis yapabilen molekiiler teknikler son derece ¢ekici hale gelmistir.
Son yillarda, spesifite ve sensitiviteleri degiskenlik gosterse de cesitli molekiiler
tekniklerin, klasik kiiltiirel yontemlere kiyasla daha gelismis bir duyarlhilik sagladigi
bildirilmekte ve teshiste molekiiler teknikler de yaygin olarak kullanilmaktadir (Arda,
2015; Camp vd., 2020; Giilmez ve Alp, 2021).
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1.7.1. Mikolojik Tam Yontemleri

1.7.1.1. Direkt Mikroskobi

Direkt mikroskobik baki igin; tirnak, deri kazintisi, sivap ornekleri, krase, doku veya
hiicreleri igeren 6rnekler genellikle %10-20'lik potasyum hidroksit (KOH) soliisyonuyla
muamele edildikten sonra ¢esitli boyalarla boyanmaktadir (Arda, 2015; Lemaitre vd.,
2018). Kullanilan boyalar ve boyama yontemleri arasinda; Gram boyama, laktofenol
pamuk mavisi ile boyama, metilen mavisi ile boyama, Giemsa, periyodik asit schiff
(PAS) ile boyama, ¢ini miirekkebi ile boyama ve Wright boyama teknikleri bulunur
(Timbay, 1999). Siipheli 6rneklerin direkt mikroskop ile incelenmesi yaygin bir tani
yontemi olmakla birlikte, farkli tiirlerin ayn1 mikroskobik morfolojiyi gostermeleri
direkt mikroskobik baki ile tan1 yontemini degersizlestirmektedir. Ayrica, mikroskobisi
yapilan orneklerin incelendigi sahada etkenlerin goriilmemesi, sonucun negatif oldugu
anlamma da gelmemektedir. Bu nedenle, direkt mikroskobi uygulamasinin mutlaka

kiiltirle desteklenmesi gerektigi 6nerilmektedir (Giilmez ve Alp, 2021).

1.7.1.2. Kiiltiir

Candida stipheli 6rneklerden Candida izolatlarmin {iretilmesinde en sik kullanilan
besiyerleri pH’s1 5,5-5,6 olan Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve Sabouraud Dekstroz
Broth (SDB) besiyerleridir (Odds, 1991; Raju ve Rajappa, 2011; De Angelis vd., 2020;
Acharya ve Hare, 2022). SDA hazirlanirken igerisine aseptik kosullarda gentamisin ve
kloramfenikol gibi antibiyotiklerin ilave edilmesi istenmeyen bazi mikroorganizmalarin
tiremesini baskilarken, Candida tiirleri igin segiciligi artirmaktadir (Raju ve Rajappa,
2011, Hare, 2013; Sahoo ve Mahajan, 2016). Siipheli 6rneklerden ekim yapilmis SDA
petrileri, 25-30 °C'lerde aerobik kosullarda 2-3 giin (48-72 saat) inkiibe edilir. Candida
tiirlerinin izolasyonunda en ¢ok kullanilan SDA'da koloniler yuvarlak, beyaz ve kivami

kremsi koloniler olustururlar (Samanta, 2015).

Etkenlerin izolasyonunda SDA disinda; Tween 80 ilaveli misir unlu agar (Corn

Meal Agar, CMA), %7 koyun kani ilave edilmis kanli agar, beyin kalp infiizyon agar,
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inhibitor mold agar, yeast nitrogen agar, yeast potato dekstroz agar ve broth da
kullanilabilir (Madhavan vd., 2011; Samanta, 2015).

Son yillarda, bazi Candida izolatlarinin besiyerlerinde daha hizli ve kolay
tanimlanmasina yardimct olan kromojenik besiyerleri de yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Kromojenik besiyerleri, mikroorganizmalarin salgiladigi enzimlerle
etkilesime gecerek renk degistiren substratlar igerir. Mikroorganizmalarin tlirlerine 6zgii
ekzoenzimler, besiyerlerindeki substratlari hidrolize eder ve sonug¢ olarak farkli
renklerde koloniler olusmasina yol agar. Bu 6zellik, belirli mikroorganizmalarin belirgin
bir renkte tanimlanmasini kolaylastirirken, ayn1 zamanda diger mikroorganizmalardan

ayirt edilmesine de yardimer olur (Ghelardi vd., 2008).

CHROMagar™ Candida (CAC, CHROMagar Company), CandiSelect™4 Agar
(Bio-Rad), Candida Kromojenik Agar (CCA, Condalab), Bizmut Siilfit Glikoz Glisin
Maya agar (BiGGY Agar, Oxoid) ve ayn1 zamanda modifiye Nickerson agar olarak da
bilinen Candida Ident Agar (Fluka) gibi farkli ticari firmalara ait ¢ok sayida kromojenik
besiyeri bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu kromojenik besiyerlerinden CHROMagar
Candida (CAC) ve Candida Kromojenik Agar (CCA) yaygin maya tiirlerinin hizli bir
sekilde varsayimsal olarak tanimlanmasinda en sik kullanilan besiyerleri olarak
bilinmekte, karigtk Candida kiiltirlerini tespit etmesiyle Mikoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarindaki is akisin1 kolaylastirmaktadir. Bu besiyerleri; C.
albicans, C. tropicalis ve C. krusei gibi Candida tiirlerinin kolonilerini tanimlayan
diferansiyel besiyerleridir. Kromojenik besiyerlerinde, C. albicans genellikle parlak
yesil renkte koloniler olustururken, C. tropicalis mavi ve C. krusei pembe renkte
koloniler olusturur. Bu sayede, besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi ve pigmentasyon
temelinde C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei gibi tiirlerin %95'ten fazlasi dogru
sekilde tanimlanabilmektedir. Ayrica, bu besiyerlerinin, C. glabrata'y1 da beyaz renkte
tanimlayabildigi belirtilmistir (Pfaller vd., 1996; Aubertine vd., 2006; Devi ve
Maheshwari 2014; Bayona vd., 2020).

CHROMagarin Candida tiirlerini tanimlamadaki spesifitesinin arastirildigi bir

calismada besiyerinin spesifitesi C. albicans i¢in %96, C. tropicalis i¢in %100, C.
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krusei i¢cin %100 ve C. glabrata i¢in %100 olarak bildirilmistir. Ayn1 calismada,
CHROMagar'n, farkli Candida izolatlarin1 ayirt etmek i¢in geleneksel yontemlere gore
daha hizli ve giivenilir bir alternatif olabilecegi belirtilmistir (Devi ve Maheshwari
2014). Benzer sckilde, CandiSelect™4 Agar, BiGGY Agar, Candida Ident Agar,
Candida Kromojenik Agar ve CHROMagar Candida gibi farkli kromojenik
besiyerlerinin Candida tiirlerinin tanimlanmasi ve ayirt edilmesi tizerindeki
etkinliklerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, en etkili besiyerleri CHROMagar Candida
ve Candida Kromojenik agar olarak rapor edilmistir. Arastirmada, her iki besiyerinin de
tiretici firma tarafindan Onerilen inkiibasyon siiresinde beklenen renkli kolonileri verdigi
belirlenmistir. Candida Ident Agar (modifiye edilmis) ve CandiSelect™4 Agarin sadece
iiretici firma tarafindan Onerilen kontrol suslari i¢in tipik sonuglar verdigi, BiGGY
Agarin ise tiim kontrol suslarmi tek bir renk araliginda gosterdigi ve ayirt edici
morfolojik ozellikleri belirlemede yetersiz kaldiklart vurgulanmistir (Messeir vd.,
2012).

1.7.1.3. Boyama

Kanli agar ya da SDA gibi besiyerlerinde iiretilen Candida izolatlarinin mikroskobik
morfolojilerinin incelenmesinde en yaygmn kullanilan boyama yontemi Gram
boyamadir. Etkenler Gram boyamada Gram pozitif kok benzeri, kiire seklinde veya oval

maya hiicreleri seklinde goriiliirler (Arda, 2015; Deorukhkar ve Roushani, 2018).

1.7.1.4. Blastokonidya, Hifa, Psodohifa ve Klamidospor Olusumu

Stipheli izolatin tanimlanmasi igin mikroskobik incelemelere dayanan cgesitli ek testler
de kullanilmaktadir. Bu testler Candida izolatlarinin morfolojik ve yapisal 6zelliklerini
incelenmesini igeren gozlemsel yontemlerdir. En sik incelenen yapilar, blastokonidya,
hifa, psodohifa, klamidosporlar ve germ tiiptiir (Pincus vd., 2007). Blastokonidya,
psodohifa ve hifalar, mikroskop altinda taze kiiltiirlerde incelenebilir. Bazen bu
morfolojik yapilarm incelenmesi i¢in basit bir boyama islemi gerekebilir. Incelenen
yapilar Candida tiirleri hakkinda fikir sahibi olunmasina yardimci olabilir. Tween 80

ilaveli misir unlu agarda iretilmis C. albicans, septumlar1 iizerinde iiziim salkimi
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seklinde Dblastokonidyum kiimeleri olan uzunlamasmna psodohifalara sahiptir
(Deorukhkar ve Roushani, 2018). PAS, Gomori'nin giimiisii (GMS), Papanicolaou
(PAP) veya Gram boyama ile boyanmis bélgelerde hifa veya blastokonidyumlarin
gbzlenmesi, mayalarin varligi veya yoklugunu belirlemek i¢in kullanilir (Barrett vd.,

1998; Padilha vd., 2014).

Sekil 1.10: C. albicans’ta blastokonidyum ¢izimi (Markey vd., 2013)

Klamidosporlar, genellikle hifalarin uglarinda veya kisa yan dallarinda
bulunurlar. Bu o&zellik, pratikte C. albicans ve C. dubliniensis gibi tiirlerin tespit
edilmesini ve ayirt edilmesini saglar. Klamidospor aramasi, besin yoniinden smirli bir
kiiltiir ortaminda gerceklestirilir. Stipheli koloniler 25 °C'de 24-48 saat boyunca inkiibe
edildikten sonra, psddomiselyumun terminal veya yan uglarinda yer alan blastosporlarla
iliskilendirilmis, ¢apt 10-15 pm olan biiyiik, kalin duvarli yuvarlak sporlar meydana
gelir. Bu gozlem, Candida tiirlerini tanimlamak ve ayirt etmek i¢in 6nemlidir (Tamo,
2020).

Klamidosporlarin varliginin incelenmesi i¢in, Dalmau plak kiiltiirii teknigi adi
verilen bir test yapilir. Bu test i¢in izole edilmis C. albicans siipheli koloni, steril 6ze
kullanilarak Tween 80 ilaveli misir unlu agar lizerine 45° aciyla ekilir. Agarin yiizeyi
tizerine ekilen ¢izgileri kaplayacak sekilde bir lamel yerlestirilir. Agar 25 °C'de 48 saat
boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda lamel ile kapali alanlar mikroskop
altinda incelenir. Mikroskop altinda incelenen lamel ile kapali alanlarda klamidosporlar

belirlenirse, izolatlar C. albicans olarak kabul edilir (Beena, 2020). Tween 80 ilaveli
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musir unlu agarda Candida tiirlerinin mikroskobik morfolojik 6zellikleri Cizelge 1.8°da
gosterilmistir (Walsh vd., 2018).

Cizelge 1.7: Tween 80 ilaveli misir unlu agarda iretilen bazi Candida tiirlerinin mikroskobik

morfolojik 6zellikleri (Walsh vd., 2018)

Candida spp. Tween 80 Tlaveli Misir Unlu Agarda Morfolojik Ozellik

C. albicans Hifalarin sonunda veya kisa yan dallarinda klamidosporlar bulunur ve
septumlarinda {iziim benzeri blastokonidyum kiimeleriyle uzun pseudohifalar

igeren bir yapiya sahiptir.

C. tropicalis Uzun hiicrelerden olusan bol dalli psddohifalar mevcuttur. Blastokonidyumlar,
misel boyunca tek bagina veya kiiciik gruplar halinde gézlemlenir. Bazi suslarda

bulunan gercek hifalar ve klamidosporlar, 6zellikle ilk izolasyonda iiretilir.

C. parapsilosis Psodohifa uzun, ince ve dallidir.

C. guilliermondii Baz1 suslarda bol, bazen ise seyrek ve ¢ok ince kisa psodohifalar bulunur. Kiigiik
zincirlerde veya kiimeler halinde gozlenen minik blastokonidyumlar mevcuttur.

Terminal uclarda klamidosporlar gézlenmez.

C. krusei Agag benzeri dallanma gosteren uzun, ince, diiz hiicreler ve blastokonidyum

zincirleri bulunur.

C. kefyr Cok fazla psodohifa iiretimi gozlenir.

C. dubliniensis Misir unlu agar iizerinde gercek hifa tiretimi belirgin bir sekilde mevcuttur. Bu
durum, bu tirtin C. albicans'tan ayirt edilmesine yardimei olur. Ayrica
klamidosporlar, genellikle gercek hifalarda kiimeler halinde veya bitigik ¢iftler
halinde bulunur. Tek veya kiimelenmis blastokonidyumlarin varligi, 6nemli bir

karakteristik ozelliktir.

C. glabrata Hifa veya psddohifa olmamasi karakteristik 6zelliktir.

C. lusitaniae Cok fazla dallanmis psodohifa goriilebilir. Psddohifa kavislidir. Bazi suslar ilkel
psodohifaya sahiptir veya hi¢ psddohifaya sahip degildir.

C. rugosa Psodohifalar, bogum aralarinda bol miktarda ve blastospor ile iyi sekilde
geligmistir.

1.7.1.5. Germ Tiip Olusumu

Germ tiip olusumu, Candida spp.'lerin maya formundan hifal forma gectiginde
gbzlemlenen ilk uzantilardir (Staab vd., 1996; Kim vd., 2002; Rusu vd., 2014). Germ
tiiplerinin aranmasi genellikle C. albicans'in tanimlanmasi i¢in kullanilir. C. albicans

izolatlarmin yaklasik %95'inin ve ayrica NAC tiirleri arasinda C. dubliniensis'in germ
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tiip olusturabilen tek tiir oldugu belirtilmektedir (Sullivan vd., 1999; Raju ve Rajappa,
2011).

Germ tlip tespitinde siipheli maya kolonisinin izole edilmesinin ardindan,
koloninin 0,5 ml insan serumu igerisine eklenerek bir siispansiyon hazirlanmasidir. Bu
siispansiyon, 2-3 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
cam bir lam iizerine bir damla maya-serum siispansiyonu yerlestirilir. Daha sonra, bir
lamel kullanilarak bu damla kapatilir ve diisiik 151k gilicline sahip bir mikroskop altinda
germ tiip varlig1 mikroskobik olarak incelenir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, 2-3 saat
icinde maya hiicresinden ince uzantilarla biiyliime ve cogalma yetenekleri gézlemlenirse,
test pozitif kabul edilir ve izolat C. albicans olarak degerlendirilir (Beena, 2020).
Fotograf 1.2’de boyamasiz bir sekilde ve x40 biiylitmede germ tiipleri net bir sekilde
goriilmektedir (Markey vd., 2013). "Reynolds-Braude fenomeni" olarak adlandirilan
germ tiip testi C. albicans'm identifikasyonunda ana test sayilir. C. albicans siipheli
izolatlarin germ tiip testine pozitif sonu¢ vermesi durumunda, ¢ogu ileri tetkiklere gerek

duyulmayabilecegi belirtilmektedir (Jasm Mohammed ve Yassein, 2020).
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Sekil 1.11: C. albicans’ta germ tiip olusumu ¢izimi (Markey vd., 2013)
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Fotograf 1.2: Serum orneklerinde C. albicans’in boyamasiz germ tiip tespiti (Markey vd.,
2013)

1.7.1.6. Biyokimyasal Testler

1.7.1.6.1. Karbonhidrat Asimilasyon Testleri

Mayalarin karbonhidratlar1 asimilasyon teknigi, smirli kaynaklara sahip teshis
laboratuvarlarinda ve arastirma ortamlarinda mayalarin cins ve tiirlerini ayirt etmek i¢in
hala yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir. Bu yontem, mayalarin farkli
karbonhidratlar1 kullanma yeteneklerine dayanir. Sonuglar, asimilasyon i¢in kullanilan
kat1 veya sivi ortamdaki bilyiime veya pH degisimi ile degerlendirilir. Candida spp. igin
karbonhidrat asimilasyon testleri Cizelge 1.8’da gosterilmistir (Devadas vd., 2017).
Mayalarin karbonhidrat asimilasyon testlerinde kullanilan karbonhidratlar arasinda;
glukoz (Glu), laktoz (Lak, lac), sukroz (Suk, suc), maltoz (Mal), trehaloz (Tre), ksiloz
(Ksi, xyl), rafinoz (Raf, Raff), sellobiyoz (Sel, Cel), galaktoz (Gal) ve dulcitol (Dul)
bulunur. Bu karbonhidratlar, maya tiirleri arasinda farkli asimilasyon profillerini ortaya
cikarir (Walsh vd., 2018). Candida tiirlerinin tespitinde kullanilan bu karbonhidrat
asimilasyon testleri ayrica ID32C gibi ticari identifikasyon Kkitleri ile de
degerlendirilebilmektedir (Erdem vd., 2017).
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Cizelge 1.8: Baz1 Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan karbonhidrat asimilasyon

testleri ve degerlendirilmeleri (Walsh vd., 2018)

Candida spp. KARBONHIHRATLAR

GLU LAK SUK MAL TRE KSIi RAF SEL GAL DUL

C. albicans + - + + + + - - + -
C. tropicalis + - + + + + - + + i
C. krusei + - - - - - - - - _
C. parapsilosis + - + + + + - - + -
C. glabrata + - - - + - - - - -
C. kefyr + + + - - + + + + i

1.7.1.6.2. Nitrat Testi

Nitrat testi, nitratt nitrojen kaynagi olarak kullanma yetenegine sahip bazi mantar
tiirlerinin ayriminda kullanilan bir testtir. Nitrat, hiicreye alindiktan sonra nitrat ve nitrit
rediiktaz enzimlerinin etkisiyle amonyuma indirgenir (Cabrera vd., 2014). Nitrat
testinde, mantarlarin nitrati indirgeme yetenegi kullanilarak, Candida spp.,
Cryptococcus spp., Trichosporon spp., Geotrichum spp., Rhodotorula spp., Saprochaete
spp., Mucor spp. ve Pichia spp. gibi bazi mantar tiirlerinin ve cinslerinin ayrimi
saglanabilir (Kidd vd., 2022). Candida nitratophila ve C. utilis disindaki Candida

tirleri nitrat1 asimile edemezler (Siverio, 2002; Navarro vd., 2003).

1.7.1.6.3. Hizh Ureaz Testi

Candida tiirlerinin, Cryptococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces ve Trichosporon
tirlerinden ayirt edilmesini saglayan bir testtir. Candida tiirleri hizli iireaz testinde
negatif sonug¢ verirken, diger tiirler teste pozitif reaksiyon verirler. Bu nedenle de,
ozellikle C. albicans, iireaz testlerinde negatif kontrol olarak kullanilir (Pincus vd.,
2007; Lerm vd., 2017).
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1.7.1.6.4. Hizh Trehaloz Testi

Kromojenik agarlar, C. glabrata'nin renk veya agar iizerindeki morfolojik 6zelliklerine
gore tamimlanmasinda smirli kalmaktadir. Bu nedenle, genellikle C. glabratanin
tanmimlanmasi igin klasik kiiltiirel 6zellikler ve biyokimyasal testler gibi daha geleneksel
yontemler kullanilir. Ancak, C. glabrata'nin insan infeksiyonlarindaki artan prevalansi
g0z Oniline alindiginda, klinik mikoloji laboratuvari i¢in hizli ve kesin bir tan1 yontemi
onemlidir. Bu baglamda, Stockman ve Roberts tarafindan gelistirilen hizli trehaloz
asimilasyon testi (Rapid assimilation of trehalose, RAT) kullanilabilmektedir
(Stockman ve Roberts, 1985). Bu test, C. glabrata'nin yalnizca bir saatlik kisa
inkiibasyon siiresi sonunda trehalozu asimile etmesi tizerine kuruludur (Fidel vd., 1999;

Lopez vd., 2001; Murray vd., 2005).

1.7.1.6.5. Tuz Toleransi Testi

Candida tiirlerinin viriilensi, g¢evresel faktorlerden biiyiikk oOlgiide etkilenir. Bunlar
arasinda pH ve alkali metal katyonlarinin konsantrasyonu da yer alir. Bunun yani sira,
Candida tiirlerinin yiiksek tuz konsantrasyonlart ve diger ozmolitlerin varliginda da
gelisme yetenekleri nedeniyle ozmotolerans gosterdikleri bilinmektedir. Farklt maya
tiirleri arasinda tuz toleransi diizeylerindeki farkliliklarin, 6zellikle patojenik Candida
tiirlerinin tuz tolerans mekanizmalar1 ve diizenlemesinin anlasilmasi i¢in biiyiik 6neme
sahip olabilecegi, ayrica, bu konunun daha derinlemesine incelenmesinin, antifungal
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir adim olabilecegi diistintilmektedir.
Farkli tlirlerin ozmotolerans yeteneklerinin arastirildigi ¢aligmalarda, C. tropicalis ve
Candida versatilis'in yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebildigi, C. parapsilosis ve
C. albicans'in genel olarak yiiksek tuz konsantrasyonlarina daha dayanikli oldugu, C.
glabratanin C. dubliniensis'e gore daha yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere
edebildigi, C. dubliniensis'in ise ozmotoleranst en diisiik tiir oldugu belirtilmistir
(Garcia vd., 1997; Silva-Graga vd., 2003; Krauke ve Sychrova, 2010).
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1.7.1.6.6. Is1 Toleransi Testi

Okaryotik hiicreler, cevresel degisikliklere uyum saglamak igin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Ozellikle sicaklik degisikliklerine adaptasyon, bu hiicrelerin hayatta
kalmasi ve fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in 6énemlidir. C. albicans gibi sicakkanli
hayvanlarda infeksiyon olusturan tiirler iizerinde yapilan aragtirmalar, termal
adaptasyon sistemlerinin dinamik davraniglari hakkinda degerli bilgiler saglamistir

(Leach vd., 2012).

Klamidospor iiretimi, C. albicans ve C. dubliniensis arasindaki ayrimi saglamak
icin kullanilan bir fenotipik Ozelliktir. C. albicans, oda sicakliginda sinirli sayida
klamidospor {iretebilirken, C. dubliniensis bu sicaklikta yogun klamidospor iiretimine
sahiptir. Her iki Candida tiirti de 37 °C'de klamidospor iiretmezken, C. dubliniensis
izolatlarinin tamami1 26 °C'de 24-48 saatlik siire sonunda ¢ok miktarda klamidospor ve
psodohifa iiretebilir. Bu inkiibasyon sicakliginda, C. albicans klamidospor ve psddohifa
tiretebilme yetenegine sahip degildir. Bu nedenle, diisiik 1sida inkiibasyonun, C.
albicans ve C. dubliniensis izolatlar1 arasinda ayrim yapabilmek agisindan 6nemli bir
belirleyici faktor olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Sancak vd., 2005). Baska bir
arastirmada, C. albicans ve C. dubliniensis izolatlar1 SDA besiyerinde 45 °C'de 24 ve
48 saat inkiibasyona birakilmis ve iireme agisindan degerlendirilmistir. Bu sicaklikta ilk
24 saatlik inkiibasyondan sonra, C. albicans'm %97,5'inin gelisme gosterirken, 48
saatlik inkiibasyondan sonra tiim C. albicans izolatlarinin gozle goriiliir bir sekilde
tiredigi belirlenmistir. Ancak, 20 C. dubliniensis izolatindan sadece tg¢iiniin 48 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda iireme gosterdigi bildirilmistir. Arastiricilar, 45 °C'de
tireyebilme o6zelligi gosteren C. albicans'in C. dubliniensis'e daha yiiksek sicaklik
toleransina sahip oldugunu, C. dubliniensis'in ise aynmi sicaklikta daha sinirli gelisim

gosterdigini vurgulamiglardir (Jan vd., 2022).

1.7.1.6.7. Hizh Test Kitleri ile Tami

Candida tiirlerinin hizli tanis1 i¢in, germ tiip testi, klamidospor olusumu ve karbonhidrat

asimilasyon testlerine dayali geleneksel testlerin minyatiir versiyonlarini temsil eden,
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ticari olarak temin edilebilen basitlestirilmis teshis sistemleri gelistirilmistir. En yaygin

kullanilan ticari yontemler asagida siralanmistir (Neppelenbroek vd., 2014).

e API 20C sistemi (Analytab Products, Plainview, NY, ABD)

e D 32C sistemi (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, Fransa)

e API Candida sistemi (bioMérieux, Marcy 1I’Etoile, Fransa)

e API Yeast Identification System (Analytab Products, Plainview, NY, ABD)

e Microring YT sistemi (MYT; Medical Wire & Equipment Co., ABD)

e Candida ID Sistemi (bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Fransa)

e Auxacolor sistemi (Sanofi Diagnostics Pasteur, Paris, Fransa)

e Uni-Yeast-Tek kit (Flow Laboratories, Inc., Baltimore, Md., ABD)

e RaplD Yeast Plus Sistemi (Innovative Diagnostic Systems, Norcross, Georgia,
ABD)

Yukarida sayilan ticari identifikasyon sistemleri disinda, Candida izolatlarinin
identifikasyonunda en yaygin kullanilan yontem MALDI-TOF MS (Matrix Assisted
Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry) analiz yontemidir
(Becker vd., 2019; Delavy vd., 2019). MALDI-TOF MS analiz yontemi, klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda hizli, giivenilir ve uygun maliyetli alternatif bir teshis
yontemi olmast nedeniyle, hizla yayginlasan bir analiz yontemi olarak 6n plana
cikmaktadir (Dhiman vd., 2011; Angeletti, 2017; Li vd., 2022). MALDI-TOF MS
sistemi, mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin ve biiyiikk organik molekiillerin
iyonize edilerek analiz edildigi bir yontemdir. Hedef mikroorganizmanin
biyomolekiilleri, bir matrise yerlestirilir ve lazer atistyla iyonize hale getirilir. Iyonize
olan molekiiller, elektrik veya manyetik alandan gegirilerek ayrigtiritir. Bu islem
sonucunda elde edilen iyonlar, bir ugus siiresi (time-of-flight) spektrometresiyle
algilanir ve kiitlesel analizleri gergeklestirilir. Bu sayede, mikroorganizmanin protein
profili ¢ikarilir. Elde edilen profil spektrumu, sistemde bulunan referans

mikroorganizmalarin veri tabaniyla karsilastirilir ve cins ve/veya tiir bazinda tanimlama

yapilir (Wieser vd., 2012; Singhal vd., 2015).
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MALDI-TOF MS sisteminin, yaygmn Candida izolatlarinin tanimlanmasinda
yiiksek dogruluk sagladigi ifade edilmektedir. Bir aragtirmada, bu sistemin 138 yaygin
maya izolatini, tiir diizeyinde %96,3 dogrulukla tanimlandigi, ayrica, C. albicans ve C.
dubliniensis gibi tiirler arasinda da basarili bir sekilde ayrim yapabildigi gosterilmistir.
(Dhiman vd., 2011). Bunun yan1 sira, nadir veya yeni ortaya ¢ikan maya tiirlerinin de
dogru bir sekilde tanimlanmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Lacroix vd., 2014).
Giinlimiizde MALDI-TOF MS kullanilan ¢esitli ticari sistemler arasinda; MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Heidelberg, Germany) ve VITEK MS (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Fransa) bulunmaktadir (Sampedro vd., 2018).

1.7.2. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Candida izolatlarinin sus bazinda tiplendirilmesi, bu etkenlerin biyolojisini, neden
olduklar1 infeksiyonlarin epidemiyolojisini ve populasyon yapisini anlamak i¢in biiyiik
Oonem tasir. Bu amagcla, Deoksiriboniikleik asit (DNA) temelli olmayan, geleneksel
DNA temelli ve DNA temelli kesin identifikasyon yontemleri gibi bir dizi molekiiler
teknik kullanilmaktadir (Saghrouni vd., 2013; Singhal vd., 2015; Arafa vd., 2023).
Molekiiler tan1 yontemleri, Candida tiirlerinin teshisinde en uygun yaklagimlar olarak
bilinir. Bu yontemler genellikle maliyetli olsa da, sagladiklar1 dogruluk ve hizlari
tartigmasizdir (Eghtedar Nejad vd., 2020; Evren vd., 2022). Giiniimiizde Candida
tirlerinin identifikasyonunda en sik kullanilan molekiiler tani1 yontemleri arasinda;
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR), multipleks (Coklu) PZR, yuvalanmis PZR
(Nested PCR), ger¢ek zamanli PZR (Real-Time PCR), ¢ogaltilmis fraksiyon uzunlugu
polimorfizmi (amplified fragment length polymorphism, AFLP), restriksiyon fraksiyon
uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism, RFLP), polimorfik
DNA'nin rastgele ¢ogaltilmasi (random amplified polymorphic DNA, RAPD), sekans
analizi ve diger yontemler bulunur (Eghtedar Nejad vd., 2020).

Molekiiler tani yontemlerinden hangi yoOnteminin secilecegi, arastirmanin

dogasina ve hedefleri g6z 6niinde bulundurularak belirlenmelidir. Performans agisindan,

her bir identifikasyon tekniginin kolayhigi, ayirt edici giicii, tekrarlanabilirligi,
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uygulanabilirligi ve sonuglarin yorumlanabilirligi gibi faktorlerin degerlendirilmesi
gerektigi bildirilmistir (Chen vd., 2005).

1.7.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) kesfi, Molekiiler Mikrobiyoloji’nin ilerleyisi
icin bir doniim noktas1 olarak kabul edilmekte ve insan ve hayvanlarin infeksiyoz
hastaliklarinin teshisi ve epidemiyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Zhu vd., 2020; Tiiredi ve Seker, 2023). Bu teknik, hedeflenen DNA veya Riboniikleik
asit (RNA) dizilerinin sayisal olarak artirilmasi esasina dayanmaktadir. PZR'da hedef
genetik materyal ¢cok az sayida olsa bile DNA veya RNA dizisi ¢ogaltilarak milyonlarca
kopyasi ¢ikarilabilmekte ve istenilen dizinin kolaylikla tanimlanmasi saglanmaktadir
(Garibyan ve Avashia 2013; Green ve Sambrook, 2019). PZR tabanli molekiiler
yontemler kullanilan 6zel primerler ve problar sayesinde yiiksek spesifiteye sahiptir.
Geleneksel yontemlerin yeterli olmadig1 veya yavas kaldigi durumlarda 6nemli bir
avantaj saglamaktadir (Trtkova ve Raclavsky 2006; Zhang vd., 2016; Magalhaes vd.,
2022). Klasik olarak, DNA’nin elde edilmesi ve niikleik asitlerin amplifikasyonuna
dayali PZR tabanli yontemler, ¢ok esnek olup, ¢esitli modifikasyonlara da olanak tanir.
Bu modifikasyonlar arasinda; Multipleks PZR, yuvalanmis PZR, Real-Time PZR gibi
yontemler bulunur (Neppelenbroek vd., 2014; Camp vd., 2020; Menu vd., 2021).

PZR tabanli molekiiler yontemler igin en popiiler hedefler genellikle ribozomal
DNA (rDNA) bolgeleridir. Bu genetik bolgeler, ribozomal DNA genlerini igeren kiiclik
alt birim (188S), orta alt birim (5.8S) ve biiylik alt birim (26S) olmak iizere ii¢ farkl alt
birimden meydana gelir. Ribozomal rDNA alt birimleri, yiiksek derecede korunmus
alanlar1 igerir. Bu 6zellik, rDNA alt birimlerini hem evrensel PZR primerleri, hem de tiir
veya cinse Ozgili primerlerin tasarlanmasi i¢in miikemmel bir hedef yapar. Farkli
evrensel mantar primerleri, yliksek derecede korunmus bolgeleri hedef alarak 18S, 5.8S
veya 26S rDNA bdlgeleri icin tasarlanmistir. Bu primerler, 18S, 5.8S ve 26S rDNA'nin
kopyalanmis aralayici bolgeleri (internal transcribed spacer, ITS) olarak adlandirilan
ITS1 ve ITS2 bolgelerinin amplifikasyonunu gergeklestirmek i¢in kullanilabilir. Bu ITS

bolgeleri, 18S ve 28S rDNA arasinda bulunan ve transkripsiyon sirasinda kesilen
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aralayict bolgelerdir. Bu bolgelere gore tasarlanan primerler, mantarlarin genetik
yapilarinin farkli bolgelerini hedef alarak identifikasyonunu saglar (Long ve Dawid
1980; Pincus vd., 2007; Alam vd., 2014; Raja vd., 2017). Son yillarda, rDNA'nin biiyiik
alt birimi (D1/D2 bdlgesi), maya tiirlerinin sekans analizleri i¢in tercih edilen bir hedef
haline gelmistir. Bu bolgenin, 600 niikleotitten olusan degisken bir bolgeyi igerdigi ve
klinik olarak 6nemli bir¢ok maya tiiriiniin giivenilir bir sekilde ayrilmasi sagladig

gosterilmistir (Kurtzman ve Robnett 1997; Taverna vd., 2013; Aydin vd., 2019).

A rDNA
Ll | L | o e o Il L LLL
18s 586 28s 55
B TS region D1/D2 region
ITS1 1S3 NL1 NL3
- - - -
- - -~ -
ms2 1154 NLZ NL4
ITS1-1TS2
ITS3-1754
NL1-NL2
NL3-NL4

Sekil 1.12: Fungal rDNA'nin yapist ve evrensel primerlerin sematik diyagrami. A ile ifade
edilen kisimda, 18S, 5.8S, 28S ve 5S rDNA'dan olusan dort rDNA genleri tekrarlanir. Genis
cubuk bir kodlama bolgesini temsil ederken, ince ¢gubuk kodlama olmayan bolgeyi temsil eder.
B ile ifade edilen kisim ise ITS bolgesi ve D1/D2 bolgesidir. ITS bolgesi, 1TS1 bolgesi, 1TS2
bolgesi ve 5.8S rDNA'dan olusur. Kisa oklar evrensel primerleri gosterir. Cubuklar, evrensel

primerler kullanilarak PZR ile amplifiye edilen DNA pargalarini gosterir (Horisawa vd., 2013)

1.7.2.2. Konvansiyonel PZR (Conventional PCR)

Konvansiyonel PZR, DNA'nin denatiirasyonu, primerlerin baglanmasi ve zincir uzamasi
adimlarmin tekrarlanmasiyla gerceklesen, hedef DNA'min milyarlarca kopyasinin
sentezlenmesini saglayan bir yontemdir. Primerler, hedef boélgeye 0zgii olarak
baglanarak DNA sentezini baglatir ve DNA polimeraz enzimi yeni DNA zincirlerini
olusturur (Valones vd., 2009; Garibyan ve Avashia, 2013; Green ve Sambrook, 2019).
Konvansiyonel PZR ile fungal ajanlarin identifikasyonunda ITS1, ITS2, ITS3, ITS4 ve

ITS5 primerleri en yaygin olarak kullanilan primerlerdir (Martin ve Rygiewicz, 2005;
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Leaw vd., 2007; Hoang vd., 2019). En yaygin kullanilan ITS primerleri ¢izelge 1.9°da
gosterilmistir (White vd., 1990).

Cizelge 1.9: Evrensel fungal primerler (White vd., 1990)

Primer 5'—3' Niikleotit sekansi rDNA Uriin Tm (°C)
Hedefi uzunlugu (erime
(base sicakhg,

pair, bp) melting

temperature)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 18S 290 65
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 5.8S 290 62
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 5.8S 330 62
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 26S 330 58
ITS5 GGAAGCTAAAAGTCGTAACAAGG  18S 315 63

1.7.2.3. Multipleks (Coklu) PZR

Multipleks PZR, 6nemli patojenik mantarlarin hizli ve es zamanli olarak tanimlanmasi
icin daha hassas ve spesifik bir yontem olarak kabul edilmektedir (Luo ve Mitchell,
2002; Carvalho-Pereira vd., 2020). Bu yaklasim, farkli tiirlere 6zgli primerleri tek bir
PZR tiipiinde birlestirerek klinik agidan avantaj saglar. Ancak, bu tiir bir tasarimin en

yaygin sorunu, farkli primer dizileri arasinda hibridizasyon olasiligidir (Luo ve

Mitchell, 2002).

Carvalho vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Candida cinsine ait klinik
olarak 6nemli olan C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C.
guilliermondii, C. lusitaniae ve C. dubliniensis’in identifikasyonu i¢in ITS1 ve ITS2
bolgelerinden elde edilen iki farkli parganin kullanildigi bir multipleks PZR yo6ntemi
kullanilmig ve iki cins spesifik ve sekiz tiir spesifik primerin kombinasyonuyla tek bir
PZR reaksiyonunda amplifikasyon gerceklestirilmistir. Sunulan bu arastirmada, DNA
probu veya pahali restriksiyon enzimlerine ihtiyag duyulmadan, sadece PZR bilesenleri
ve DNA izolasyon reaktifleri gerektiren bu teknigin maliyet agisindan verimli oldugu

bildirilmistir.
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1.7.2.4. Yuvalanmis PZR (Nested PCR)

Bu teknikte, Candida tiirlerinin identifikasyonunun spesifite ve sensitivitesini artirmak
i¢in iki ardisstk PZR kullanilir. ilk olarak dis primerler, amplifikasyon siirecinde daha
genis bir bolgeyi hedef alirlar. Ardindan, onceki reaksiyonda olusan iirlin, hedef
sekansin gercek amplifikasyonunu izlemek igin kullanilir. Bu ydntem, ilk
amplifikasyonda yanlis bir PZR fragmaninin amplifiye edilme olasiliginin diisiik olmasi
nedeniyle, daha spesifik bir teknik olarak kabul edilir. Ciinkii b6lgenin ikinci primer
cifti tarafindan tekrar amplifiye edilmesi i¢in, spesifik hedef sekansla tam olarak
eslesmesi gerckmektedir (Khan ve Mustafa, 2001; Neppelenbroek vd., 2014;
Hirschhorn vd., 2022).

Sistemik Kandidiyazise neden olan Candida tiirlerinin identifikasyonu amaciyla
serum kullanan bir ¢alismada, C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve C.
glabrata'nin rDNA'sindaki belirli hedefleri ¢ogaltmak igin bes 6zel i¢ primer ¢ifti
kullanilarak Nested PZR tasarlanmig ve tiire 6zgii Candida Nested PZR testlerinin
tamaminin %100 spesifite gosterdigi belirtilmistir. Ayni ¢alismada, ayrica, diger test
edilen mantar, bakteri, parazit tiirleri ve insan DNA's1 arasinda capraz reaktivite

gozlenmedigi de vurgulanmigtir (Bougnoux vd., 1999).

1.7.2.5. Ger¢ek Zamanh PZR (Real-Time PCR)

Real-Time PZR, amplifikasyon siirecinin her dongiisiinde amplifiye DNA'nin gergek
zamanlt miktarim1 belirlemeye olanak saglayan bir PZR teknigidir. Bu yontemde,
amplifikasyon reaksiyonunda floresan boyalariyla etiketlenmis problar kullanilir. Bu
amagla en yaygin tercih edilen floresan boya SYBR Green'dir. Bu boya, DNA'nin ¢ift
sarmal yapisina baglanip floresans yayarak amplifikasyonun ger¢ek zamanli olarak
izlenmesini saglar. Bu sayede amplifikasyon reaksiyonunun hangi dongiisiinde DNA
miktarinin arttifi ve reaksiyonun ne zaman doygunluga ulastifi gibi bilgiler elde
edilebilir (Trtkova ve Raclavsky, 2006; Cao ve Shockey, 2012; Kralik ve Ricchi, 2017).
PZR amplifikasyonunu ve floresan tabanli tespiti ayni reaksiyon tiipiinde birlestiren

Real-Time PZR, gelencksel PZR'ye kiyasla kontaminasyon riski sinirlanmis bir
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tekniktir (Pincus vd., 2007; Nabili vd., 2013). Candida tiirlerinin identifikasyonunda
kullanilan Real-Time PZR, farkli prob ve floresan sinyal algilama yontemlerine
dayanan c¢esitli versiyonlara sahiptir. Hidroliz probu tabanli Real-Time PZR
versiyonlart arasinda TagMan, Beacons ve Scorpions proplarini igeren cesitler
bulunmaktadir. Hibridizasyon probu tabanli Real-Time PZR versiyonlari arasinda ise en
yaygin kullanilan LightCycler'dir (Pincus vd., 2007; Foongladda vd., 2014; Nehdi vd.,
2020).

Bir aragtirmada C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr ve
C. glabrata gibi klinik izolatlarin identifikasyonu igin tiire 6zgii primer ve TagMan™
prob setleri ile Real-Time PZR kullanilmistir. Calismada, problar farkli floresan boyalar
ile etiketlenmis, bu sayede, testlerin spesifitesi bir dizi patojenik mantar koleksiyonu
susuna, klinik izolatlara ve cesitli maya, bakteriyel ve viral patojenlere karsi
degerlendirilmistir. Arastiricilar, primer ve prob setlerinin kendi tiirleri i¢in %100
spesifite gosterdigini ve basit ekstraksiyon yonteminden sonra gerceklestirilen Real-
Time PZR’la belirtilen alt1 tiiriin tanimlanmasinin 4-6 saat i¢inde tamamlanabildigini
bildirmislerdir (Guiver vd., 2001). Selvarangan vd. (2003) tarafindan gerceklestirilen bir
bagka c¢alismada, Candida tiirlerinin identifikasyonu i¢in LightCycler yazilimi
kullanilarak Real-Time PZR yaklasiminin basariyla uygulandigi gosterilmistir. Bu
caligmada, hedeflenen alti Candida tiirii olan C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. krusei ve C. lusitaniae igin kullanilan yontemin %100 spesifite ve

%100 sensitiviteye sahip oldugu belirtilmistir.

1.7.2.6. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi (High Resolution Melting Analysis,
HRM)

Yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizi (HRM), mutasyonlari, polimorfizmleri ve epigenetik
bilgileri tespit etmek i¢in kullanilan etkili bir molekiiler yontem olup, ayni zamanda
farkl1 organizma tiirlerini belirlemek i¢in erime egrilerinin goreceli konumlarimi ve
sekillerini karsilastirir (Nemcova vd., 2015). Real-Time PZR’in ardindan uygulanan
HRM analizi, o6zellikle klinik numunelerden Candida tiirlerinin tespiti ve dogru
identifikasyonu igin giivenilir, hizli ve basit bir teknik olarak bildirilmistir (Eghtedar
Nejad vd., 2020). Bu analiz yontemi, Candida cinsinin evrimini daha iyi anlamak,
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Candida tiirlerini belirlemek ve bazi gen ailelerinin evrimsel yollarini ortaya ¢ikarmak
icin filogenetik analizle birlikte kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalar, Candida'larin
molekiiler tanisinin yapilmasit ve genetik cesitliliginin arastirilmasi agisindan 6nem

tasimaktadir (Diezmann vd., 2004; Tong ve Giffard, 2012).

1.7.2.7. DNA Dizi Analizi (Sekans Analizi) ve Filogenetik Analiz

DNA tabanli molekiiler tekniklerin hassasiyeti; numune hazirlama, primer tasarimi ve
hedef DNA sec¢imi, DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyon yontemleri gibi faktorlere
baghdir (Bretagne ve Costa, 2005; Gupta, 2019). Amplifikasyon yonteminin basarisi,
hedeflenen niikleik asidin segimine bagl olarak 6nemli 6l¢iide degisebilir. Candida
tiirlerini ayirt etmek icin, 5.8S, 18S ve 28S rDNA genlerinin yiiksek oranda korunmus
sekanslar tercih edilir. Bu amagla, genellikle 1TS1 ve ITS2 bolgeleri kullanilir. Bu iki
korunmus bolgenin, tek basina kullanildiginda bile basarili sonuglar verebildigi, ancak,
birlikte kullanimlariin daha iyi sonuglar saglayabildigi belirtilmektedir (Chen vd.,
2001; Bengtsson-Palme vd., 2013; Yang vd., 2018). DNA dizi analizi veya sekanslama,
PZR ile ¢ogaltilan hedef DNA bdlgesinin niikleotit diziliminin belirlenmesi islemidir.
Bu analizler, otomatize sistemler kullanilarak gerceklestirilir. DNA dizi analizi
cthazlari, elektroforez sistemleri ve sabit bilgisayarlarda yiiklii olan programlar igerir.
DNA molekiiliinde bulunan farkli bazlar floresan boyalarla isaretlenir. Isaretli DNA
dizileri, elektroforez yoluyla ayristiritlir ve lazer 1sim1 altinda bulunan bir dedektor
kamera, niikleotidlerin verdigi floresan 1s1may1 kaydeder. Bu kaydedilen veriler daha
sonra degerlendirilir ve grafiksel veya matematiksel yontemlerle analiz edilir. DNA dizi
analizi cihazlari, 1400 baza kadar okuma yapabilme kapasitesine sahiptir. Elde edilen
niikleotid dizileri, gen bankalarmin veri tabanlarindaki mikroorganizma dizileriyle
karsilagtirilarak incelenen mikroorganizmanin tiir diizeyinde identifikasyonu saglanir

(Domén vd., 2022; Evren vd., 2022).

Candida spp.’lerin teshis edilmesi ve identifikasyonlarinda geleneksel
bakteriyolojik tani yontemlerine gore daha az zaman ve is giicii gerektirerek hizli
sonuclar elde edebilen PZR tabanli yontemler, spesifik hedef bolgelerin amplifikasyonu

ve DNA dizisinin analizi yoluyla tiir diizeyinde identifikasyonu saglayabilir. DNA dizi
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analizi, dogru tiir identifikasyonu i¢in kabul edilen altin standarttir. Ancak bu yontem
nispeten maliyetli olabilmekte ve klinik laboratuvarlarda yaygin olarak
bulunmamaktadir (Yis ve Doluca, 2018). Klasik zincir sonlandirma prensibine dayanan
Maxam-Gilbert ve Sanger sekanslama metodu ile yeni nesil sekanslama (Next
Generation Sequencing, NGS) yontemi olmak tizere iki temel DNA dizileme yontemi

bulunmaktadir (Bansal vd., 2018; Gupta ve Verma, 2019; Tiiredi ve Seker, 2023).

Maya tiirlerinin tanimlanmasinda ITS bolgelerinin sekans analizinin kullanildigi
bir ¢alismada, 299 referans susun 290'min (%97) 1TS1 bolgesi kullanilarak ve 298'inin
(%99,7) ITS2 bolgesi kullanilarak dogru sekilde tanimlandigi bildirilmistir.
Arastirmada, 1TS2 dizisinin ITS1 dizisine gore daha fazla tiire 6zgii oldugu vurgulanmis
ve klinik acidan 6nemli olan tiirlerin hemen hemen tamaminin, bilinmeyen tiirlere
karsilik gelen 1TS2 dizilerinin GenBank veri tabaninda anlamli bir sekilde mevcut
oldugu belirtilmistir (Leaw vd., 2006).

Filogenetik, ortak soydan gelen organizma soylar1 veya onlarin gen bolgeleri
arasindaki evrimsel iligkiyi agiklamay1 hedeflemistir. Filogenetik analizlerde kullanilan
en yaygin veri tipi, DNA ve amino asit dizisi sekanslaridir (Brinkman ve Leipe, 2001;
Saricam ve Miistak, 2015). Filogeniyi ¢ikarmak i¢in genom ve proteinlerin hizalanmig
dizileri arasindaki farklar olgiiliir ve bir aga¢ formunda gosterilir. Filogenetik agaglar,
tir i¢ci degerlendirmeler, karsilastirmalar ve uyum hesaplamalar1 i¢in verilerin gorsel
olarak anlasilabilmesini saglar (Gorbalenya ve Lauber, 2017). Bakteriler i¢in filogenetik
analizlerde en sik 16S rDNA kullanilmakta, maya izolatlar1 i¢in 26S rDNA ve 5.8S ITS
rDNA bolgeleri (D1/D2 bélgesi) kullanilmaktadir (Kurtzman ve Robnett, 1998;
Hayashi vd., 2013; Church vd., 2020; Awandkar vd., 2023). Filogenetik agag
olusturmada mesafe temelli yontemler ve karakter temelli yontemlerden olusan iki ana
yontem kullanilir (Munjal vd., 2019). Mesafe temelli yontemlerden, kiimelenme temelli
algoritmalar; aritmetik ortalama ile agirliksiz ¢ift grup yontemi (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean, UPGMA) ve komsu birlestirme yontemi (Neighbor
Joining, NJ) olarak ikiye ayrilir. En iyi durum temelli algoritmalar Fitch-Margoliash

yontemi ve minimum evrim yontemi (minimum evolution) olarak simiflandirilir.
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Karakter temelli yontemler ise, maksimum parsimoni, maksimum olabilirlik (maximum

likelihood) ve Bayesian analizi olarak iice ayrilir (Saricam ve Miistak, 2015).

Cizelge 1.10: Filogenetik aga¢ yontemlerinin siniflandirilmasi (Sarigam ve Miistak, 2015)

Filogenetik Aga¢ Yontemleri

Mesafe Temelli Yontemler Karakter Temelli
Yontemler
Kiimelenme temelli En iyi durum temelli Maksimum parsimoni
algoritmalar algoritmalar
UPGMA Fitch-Margoliash Maksimum olabilirlik
yontemi
NJ Minimum evrim yontemi Bayesian analizi

1.8. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu Infeksiyonlarmn Sagaltiminda Antifungal
Ajanlar

Mantar hiicre membraninin fosfolipit tabakasi; transport proteinleri, reseptor proteinleri
ve sinyal proteinleri gibi 6zellesmis proteinlere sahiptir. Bu proteinler dis ¢evrenin
algilanmasi, ¢esitli isaretlerin verilmesi, ¢6ziinmiis maddelerin alinmasi, endositoz,
ekzositoz, membranin biliylimesi, hiicre duvarinin tamiri ve sentezi gibi gorevler
yaparlar. Bu gorevlerinden dolay1 hiicre membran proteinleri antifungal ilaclarin hedef

noktalaridir (Reiss, 2001; Mazu vd., 2016; Sant vd., 2016).
Infeksiyonlarin sagaltiminda kullanilan antifungal ajanlarin etki mekanizmalari;

hiicre duvarina etki edenler, hiicre membranina etkili olanlar ve niikleik asit sentezini

inhibe edenler olmak tizere {i¢ ana baslik altinda toplanabilir (Cherry vd., 2013).
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1.8.1. Hiicre Duvarina Etkili Ajanlar

1.8.1.1. Ekinokandinler

Ekinokandinler, mantar hiicre duvarinin biitiinliigiinii saglayan anahtar bir enzim olan j-
1,3-D-glukan sentezini inhibe ederek etki gosteren antifungal ilag sinifini olusturur.
Mantar hiicre duvarinda mevcut olan B-1,3-D-glukan, memeli hiicrelerinde
bulunmadigindan ekinokandinler mantarlara 6zgiidiir ve segicilik gosterirler (Curto vd.,
2021; Szymanski vd., 2022). Kaspofungin, ekinokandinler sinifinda onaylanan ilk
antifungal ilagtir (DiNubile vd., 2004). Daha sonra, mikafungin ve anidulafungin de bu
smifta onay alan diger antifungaller olmustur (Kofla ve Ruhnke, 2011).
Ekinokandinlerin, 6zellikle C. albicans, C. parapsilosis ve C. guilliermondii'ye karsi
etkili fungisidal aktivite sergiledikleri, ayrica, amfoterisin B'ye ve flukonazole direngli
C. glabrata tiirlerine karsi da etkili olabildikleri bildirilmektedir (Grover, 2010).
Ekinokandin direnci yaygin olmamakla birlikte, C. glabrata ve C. parapsilosis
izolatlarinda bildirilmistir (Hernandez vd., 2004; Moudgal vd., 2005; Perlin, 2015;

Pristov ve Ghannoum, 2019).

1.8.2. Hiicre Membranina Etkili Ajanlar

1.8.2.1. Polyen Grubu Antifungal Ajanlar

Polyen grubu antifungal ajanlar, mantar hiicre membraninin yapisal bir bileseni olan
ergosterolii ve ergosterol sentezini hedef alirlar. Polyen grubu antifungaller mantar
hiicre zarinda bulunan ergosterol ile etkilesime girerek kanallar olusturur. Bu kanallar,
hiicre zarinin genislemesine ve gegirgenliginin artmasina neden olur. Sonug olarak
hiicre i¢i potasyum ve diger molekiiller hiicre disina sizar. Bu durum, mantar hiicresinin
i¢ dengesinin bozulmasina ve mantarin 6liimiine yol agar (Odds vd., 2003, Hoehamer
vd., 2010; Kristanc vd., 2019). Bu grupta bulunan antifungallere ait etken maddeler
Streptomyces bakterileri tarafindan {iretilir (Vandeputte vd., 2012). Giiniimiizde
kullanimda olan baslica polyen grubu antifungal ajanlar arasinda amfoterisin B,

natamisin ve nistatin bulunur (Ashbee ve Gilleece, 2014). Amfoterisin B'nin, etki
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mekanizmasindan dolayr memeli hiicreleri igin toksik etkili olabilecegi ve ozellikle
nefrotoksisiteye neden olabilecegi bildirilmistir (Dupont, 2002; Laniado-Laborin ve
Cabrales-Vargas, 2009; Kagan vd., 2012). Candida ve Aspergillus gibi mantar tiirleri
tizerinde etkili olan nistatinin de memeli hiicreleri i¢in toksik etkiye sahip oldugu, bu
nedenle de, sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisinde intravendz kullaniminin kisith
oldugu bilinmektedir (Sousa vd., 2023). Son donemde, toksisiteyi azaltmak amaciyla
gelistirilen daha az toksik liposomal nistatin formiilasyonu kullanima sunulmustur
(Larson vd., 2000; Sousa vd., 2023). Polyen grubu antifungallere kars1 direng gelisimi,
bu ilaclarin zarin temel bir yapisal bilesenini hedef almasi nedeniyle ¢ok yaygin degildir
(Serhan vd., 2014). C. albicans ve C. glabrata gibi birgok yaygin mantar patojeninde
amfoterisin B direnci nadir goriiliirken, C. lusitaniae ve C. guilliermondii gibi tiirlerin
ise hiicre zarlarinda ve ergosterol sentezindeki yapisal farkliliklar nedeniyle, amfoterisin
B’ye dogal direngli olabilecekleri diistiniilmektedir (Barker ve Rogers, 2006;
Spampinato ve Leonardi, 2013).

1.8.2.2. Azol Grubu Antifungal Ajanlar

Azol grubu antifungaller, mantarlara 6zgii ergosteroliin biyosentezinde rol oynayan bir
enzim olan ve ERG11 geni tarafindan kodlanan 14-a-sterol demetilazi inhibe ederek
etkilerini gosterirler (Whaley vd., 2017). Azol grubu antifungal ajanlar, azol
halkasindaki nitrojen atomlarimin sayisina bagl olarak iki farkli grupta siniflandirilir.
Azol halkasinda iki nitrojen atomu bulunanlar imidazoller olarak isimlendirilir. Bu
grupta; mikonazol, klotrimazol, tiokonazol, ekonazol, ketokonazol ve izokonazol gibi
antifungal ilaclar bulunur. Azol halkasi ii¢ nitrojen atomu igerenler ise triazoller olarak
isimlendirilir. Bu grupta birinci kusak olarak flukonazol ve itrakonazol gibi ilaclar yer
alirken, yeni kusak olarak da vorikonazol ve posakonazol gibi antifungaller
bulunmaktadir (Sienkiewicz vd., 2016).

Imidazol grubu antifungallerden; klotrimazol, ekonazol ve mikonazol 1960'larin
sonlarinda tedavi i¢in klinik kullanima uygun hale gelmistir. Ancak oral olarak
uygulandiklarinda ytiksek toksisiteleri nedeniyle, kullanimlart topikal uygulama ile

sinirlandirilmistir. Mikonazol 1968'de, parenteral yolla kullanim i¢in mevcut olan ilk
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antifungal olmus, ancak toksisitesi ve mantar tiirleri arasindaki etkisinin nispeten sinirli
olmasi nedeniyle kullanimi azalmistir. Ketokonazol ise, 1981'de antifungal olarak
kullaninmi  onaylanmis bir ilagtir. Azol grubu antifungallerin oral olarak
uygulandiklarinda zayif bir sekilde emildikleri ve bagisikligi baskilanmis hastalarda
serebrospinal bariyeri gecemedikleri, bu nedenle de etkinliklerinin azaldig
belirtilmektedir. Ayrica testosteron veya glukokortikoid iiretiminde azalmaya neden
olduklar1 ve karaciger ile gastrointestinal sistemde bazi ciddi yan etkileri bulundugu

bildirilmistir (Vandeputte vd., 2012).

Flukonazol, 1990 yilinda kullanilmaya baslanmis ve imidazol grubundaki
antifungallerin kullanimina gore bir¢ok avantaj saglamistir. Flukonazol yiiksek oranda
suda ¢bziinmesi nedeniyle kolayca intravendz olarak enjekte edilebilir. Itrakonazol,
1992'de onaylanmis ve klinik kullanima sunulmustur. Itrakonazol mantar tiirleri
arasinda flukonazolden daha genis bir etki spektrumuna sahiptir. Yeni kusak triazol
grubu antifungal ajanlar olan vorikonazol ve posakonazol ise sirasiyla 2002 ve 2006'da
Amerikan Gida ve lilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
onaylanmistir. Ravukonazol su anda ilag gelistirmenin klinik deneme asamasindadir
(Yamaguchi, 2016; Ishii vd., 2018). Yeni kusak triazoller genis bir aktivite spektrumuna
sahiptir. Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Scedosporium
spp., Acremonium spp., Trichosporom spp., dimorfik mantarlar, dermatofitler ve
Cryptococcus neoformans gibi birgok mikroorganizma tizerinde etkilidirler (Chiou vd.,
2000; Sabo ve Abdel-Rahman, 2000; Vandeputte vd., 2012).

Sinirlt  antifungal ajanlar i¢inde, azol grubu antifungaller Candida
infeksiyonlarini tedavi etmek i¢in en sik kullanilan siniftir. Flukonazol, ucuz olmasi,
sinirlt toksisite gostermesi ve oral uygulama i¢in mevcut olmasi nedeniyle birgok
Candida infeksiyonu ig¢in siklikla tercih edilen bir antifungaldir. C. krusei ve C.
glabrata'nin, flukonazole dogal direngli oldugu bilinmektedir (Xiao vd., 2015; Nami
vd., 2019; CLSI, 2022). C. parapsilosis izolatlarinin %2-5'inde, C. tropicalis
izolatlarinin ise %38&3'linde flukonazole direng gelisimi tespit edilirken, C. albicans

izolatlarindaki diren¢ oraninin neden oldugu infeksiyona bagl olarak degistigi ve en
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yiikksek diren¢ oraninin orofarengeal kandidiyazis vakalarindan elde edildigi

belirtilmistir (Xiao vd., 2015; Whaley vd., 2017).

1.8.3. Niikleik Asit Sentezini Inhibe Eden Ajanlar

1.8.3.1. Niikleozid Analoglari

Niikleozid analoglar1 smifinda yer alan flusitozin (5-fluorositozin, 5-FC), hedef
hiicrelerde RNA'ya dahil olarak mantar hiicrelerinde erken zincir sonlanmasina neden
olan 5-florourasil'e dontisen bir ilagtir. Flusitozinin doniistigii 5-florourasil, timidilat
sentaz enzimini inhibe ederek DNA sentezini engeller ve mantar hiicrelerinin
gelismesini ve ¢ogalmasimi inhibe eder (Odds vd., 2003; Delma vd., 2021). Candida
cinsi i¢inde klinik izolatlarin genelinde %7-8 oranlarinda flusitozine direng
gelisebildigi, ancak C. albicans disindaki tiirler de dikkate alindiginda bu oranin %22'ye
cikabildigi bildirilmektedir (Vandeputte vd., 2012). Bunun yani sira, C. tropicalis’te
oldugu gibi antifungal kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan diren¢li mutantlarin da
flusitozine karsi direngte etkili olabildikleri belirtilmektedir (Vandeputte vd., 2012;
Delma vd., 2021).

Hiicre Membrani ve Hiicre Duvari

} Mannoprotein

B-1,3-D-glukan

B-1,6-D-glukan

Hiicre membraninin ¢ift
katli fosfolipit tabakasi

Polyenler
Ergosterol . >
Azoller = /r .
Lanosterol B-1,3-glukan sentaz

Ekinokandinler
Skualen

Sekil 1.13: Antifungallerin etki sekillerinin hiicre {istiinde gosterimi (Chakrabarti ve
Sethuraman, 2017)
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Cizelge 1.11: Candida infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antifungal etken maddeler ve

etki mekanizmalari

Etki mekanizmasi Grup Etken Madde

Hiicre duvarina etkili ajanlar Ekinokandinler Anidulafungin
Kaspofungin

Mikafungin

Hiicre membranmina etkili ajanlar Polyenler Amfoterisin B
Natamisin

Nistatin

Imidazoller Ketokonazol
Mikonazol
Klotrimazol
Tiokonazol
Ekonazol

[zokonazol

Triazoller Flukonazol
Itrakonazol
Vorikonazol

Posakonazol

Niikleik asit sentezini inhibe Niikleozid analoglart  Flusitozin

eden ajanlar

1.9. Siit inekleri ve Anadolu Mandalarinda Mastitis

Mastitis; infeksiyoz veya infeksiydz olmayan etiyolojiye sahip, meme bezlerinin yangisi
olarak tanmimlanmaktadir (Shaheen vd., 2016; Beni¢ vd., 2018; Cheng ve Han, 2020).
Mastitise zemin hazirlayan infeksiydz olmayan nedenler arasinda yetersiz hijyen, kotii
bakim ve besleme, asir1 kalabalik yetistiricilik, yetersiz havalandirma, uygun olmayan
sagim teknikleri ve sagim makinalarinin hatali kullanimi gibi ¢evresel faktorler dnemli
yer tutar (Fagiolo ve Lai, 2007; Abed vd., 2021). Ayrica meme bas1 derisi, meme basi
kanali ve meme sarnici gibi memenin infeksiyona karst normalde etkili olan
bariyerlerini olumsuz etkileyen faktdrler de, memeyi mastitise yatkin hale getirir
(Cheng ve Han, 2020; Mukherjee vd., 2023). Mastitisin infeksiyoz nedenleri olarak ise;

bakteriler, Mikoplazmalar, mantarlar, mayalar ve algler gosterilmistir (Bradley, 2002;
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Moreira vd., 2019; Krukowski vd., 2020; Kurt ve Eksi, 2021). Mastitisin ekonomik
acidan siit hayvanlarinin en Onemli hastalifi oldugu ve siit ineklerinde hastalik
maliyetlerinin %38’ine direkt etki ettigi bildirilmistir (Larson vd., 2000; Cheng ve Han,
2020; Tommasoni vd., 2023). Kronik mastitisin aylik maliyeti 180 avro olurken
mastitise bagli satilamayan siitler, buzagilarin beslenme maliyetleri ve tedavi giderleri
hesaplandiginda laktasyonun erken donemlerinde meydana gelen ve toplam mastitisin

maliyetinin aylik 230 avro oldugu hesaplanmistir (Bonestroo vd., 2023).

Siit ineklerinde mastitisin etiyolojisine yonelik yapilan pek ¢ok ¢alismada, klinik
ve subklinik mastitisin dominant etkeni olarak Staphylococcus aureus ve Streptococcus
agalactiae bildirilmistir (Sharma vd., 2012; Lundberg vd., 2016; Mbindyo vd., 2020;
Kaczorek-Lukowska vd., 2021; Khasapane vd., 2023). Bu ¢alismalarda, Staphylococcus
cinsi igerisinde S. aureus'un genellikle ana etken oldugu, bu etkeni Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hyicus ile koagulaz negatif Staphylococcus (KNS)
tirlerinden Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus lentus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus
warneri ve Staphylococcus chromogenes'in izledigi belirtilmistir (Becker vd., 2014,
Getahun vd., 2023; Kansaen vd., 2023; Seker vd., 2023). Streptococcus cinsi igerisinde
ise temel patojenin Streptococcus agalactiae oldugu ve bu patojeni Streptococcus
dysgalactiae ve Streptococcus uberis'in takip ettigi rapor edilmistir (Kaczorek vd.,
2017; Cheng ve Han, 2020; Kabelitz vd., 2021; Smistad vd., 2023). Mastitis
etiyolojisinde onemli olan bu ana patojenler disinda, Escherichia coli ve Klebsiella
tirleri de g¢evresel mastitislerin ana etkenlerini olusturmaktadir (Azevedo vd., 2016;
Shiferaw ve Telila, 2017; Klaas ve Zadoks, 2018; Gelgelu vd., 2023). Siit ineklerinde en
onemli saglik problemlerinden olan mastitisin infeksiyoz nedenleri arasinda genellikle
bakteriler sorumlu olarak gosterilmekle birlikte, mastitis mantarlara bagli olarak da
olusmaktadir (Bakr vd., 2015; Cilvez ve Turkyilmaz, 2019; Cobirka vd., 2020; Kurt ve
Eksi, 2021; Mohamed vd., 2022; Yiiksel Dolgun vd., 2022; Awandkar vd., 2023).
Mantarlara bagli mikotik mastitislerin goériilme siklig1 genellikle diisiik olarak kabul
edilse de, mikotik mastitisler bazen ayn1 anda bir¢ok hayvanda goriilen ve bulasici

nitelikteki epizootik salginlar seklinde ortaya c¢ikabilmektedir (Krukowski ve Saba,
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2003; Seyedmousavi vd., 2018; Awandkar vd., 2023; Radzikowski vd., 2023). Siit
ineklerinde mikotik mastitis etkenleri arasinda Candida tiirleri 6zellikle son yillarda
yaygin sekilde izole edilmektedir (Seker, 2010; Eldesouky vd., 2016; Du vd., 2018;
Hizlisoy vd., 2020; Kurt ve Eksi, 2021; Yiiksel Dolgun vd., 2022; Awandkar vd., 2023).

Krishnaswamy vd. (1965) mandalarin meme basi sfinkterinin, ineklerin meme
basi sfinkterine gore mikroorganizma istilasina kars1 daha iyi bir bariyer olusturacak
sekilde diiz kas lifine sahip oldugunu belirtmislerdir. Mandalarin anatomik olarak uzun
ve dar meme ucu kanalina sahip olmalarinin, mikroorganizmalarin memeyi istila
etmesini engelleyebilecegi diisiiniilmiistiir (Moroni vd., 2006, Ozenc vd., 2020). Ancak,
ineklerle kiyaslandiginda mandalarin daha sarkik ve uzun meme basina sahip
olmalarinin, bu hayvanlarda mastitis gelisimi i¢in risk faktorii oldugunu belirten
arastiricilar da bulunmaktadir (Moroni vd., 2006; Fagiolo ve Lai, 2007; Kaur vd., 2018).
Geleneksel olarak, mandalarin ineklere gore mastitise daha direngli olduklari
disiiniilmekle  birlikte, manda siitiinlin  yiilksek  besin  igerigi  nedeniyle
mikroorganizmalar i¢in hizla {remeye wuygun bir ortam saglayabilecegi de
belirtilmektedir (Fagiolo ve Lai, 2007; Pisanu vd., 2019). Mandalarda goriilen
mastitislerden en sik izole edilen bakteriyel etkenler arasinda S. agalactiae, S. aureus,
Trueperella pyogenes (Arcanobacterium pyogenes), Mycoplasma spp., S. uberis, S.
dysgalactiae, E. coli ve Enterobacteriaceae familyasindaki diger tiirler ve KNS tiirleri
yer almaktadir (Fagiolo ve Lai, 2007; Javed vd., 2015; Sharma vd., 2018; Ali vd., 2021,
Tuzcu vd., 2023). Mandalarda mikotik mastitis ajanlari olarak ise 6zellikle Candida
tiirleri 6nemli bir yer tutmaktadir (Ozeng vd., 2008; Seker ve Ozeng, 2011; Ali vd.,
2021; Mohamed vd., 2022; Hassan vd., 2023).

1.10. Mastitis Stniflandirmasi

Mastitis tiplerinin siniflandirilmasi; neden olan patojenlere, klinik belirtilere, belirtilerin
siddetine, siiresine, meme dokusu hasarna ve yanginin durumuna bagli olarak klinik
form ve subklinik form olmak iizere iki ana grupta smiflandirilabilir (Argaw, 2016;
Sharun vd., 2021). Klinik goriiniimiine gore mastitis; siddetine, baslangi¢ hizina ve

stiresine gore; perakut, akut, subakut, subklinik ve kronik form olarak smiflandirilir
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(Cheng ve Han, 2020; Sarma ve Hussain, 2021). Gram pozitif bakteriler olan
Staphylococcus ve Streptococcus tiirleri hem klinik hem de subklinik mastitislerin
dominant bakterileridir (Holm ve Jespersen, 2003; Botrel vd., 2010; Dieser vd., 2014;
Kurt ve Eksi, 2021).

1.10.1. Etkenlere Gore Mastitis Stniflandirilmasi

Mastitislere neden olan etkenler; bulasic1 (kontagiy6z) mikroorganizmalar, firsatgi
(oportiinistik) mikroorganizmalar, c¢evresel mikroorganizmalar ve nonspesifik

infeksiyon etkenleri olarak ayrilabilir (Hamadani vd., 2013; Vural vd., 2016).

1.10.1.1. Bulasiar (Kontagiyoz) Mastitis Etkenleri

Bulasic1 mastitis patojenleri, meme bezinde yerleserek meme dokusuna zarar veren
etkenlerdir. Bu tiir patojenler hem subklinik hem de klinik mastitise neden olur
(Bradley, 2002; Cheng ve Han, 2020; Cobirka vd., 2020). Bulasici mastitis, sagim
yoluyla bir memeden digerine veya bir inekten digerine yayilabilir (Argaw, 2016;
Cobirka vd., 2020). Bulasici mastitise neden olan etkenler arasinda S. aureus ve
metisiline direngli S. aureus (methicillin resistant S. aureus, MRSA), S. agalactiae,
Corynebacterium bovis ve Mycoplasma tiirleri yer almaktadir (Francoz vd., 2012;
Cheng ve Han, 2020; Zecconi vd., 2020; Shoaib vd., 2021; Magro vd., 2023). Bu
patojenler arasinda ozellikle, S. aureus ve MRSA tiirleri diinyada subklinik ve kronik
inek mastitislerinin en yaygin bulasict nedenleridir (Fox ve Gay 1993; Vanderhaeghen
vd., 2010; Magro vd., 2017; Omara, 2017; El-Ashker vd., 2020; Campos vd., 2022;
Shahid vd., 2023).

1.10.1.2. Firsat¢r (Oportiinistik) Mastitis Etkenleri
Firsatg1 mastitis etkenleri, meme basi kanalinda ve derisinde bulunan firsatci

patojenlerdir. Patojenik olmadig: diisiiniilen normal flora {iyeleri, memeyi istila edebilir,

konake¢1 bagisiklik sistemini uyarabilir ve subklinik veya hafif klinik mastitise neden
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olabilirler (Kulkarni ve Kaliwal, 2013). Firsatgr mastitise neden olan dikkate deger
patojenler arasinda; S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans ve S. chromogenes
gibi KNS tiirleri bulunmaktadir (De Vliegher vd., 2003; dos Santos Nascimento vd.,
2005; Getahun vd., 2023; Kansaen vd., 2023; Umar vd., 2023). Candida tiirlerinde
firsat¢1 patojenler olarak kabul edilen tiirler arasinda C. albicans, C. tropicalis. C.
glabrata, C. krusei, C. zeylanoides, Candida guilliermondii ve C. rugosa bulunmaktadir
(Zaragoza vd., 2011; Dworecka-Kaszak vd., 2012; Du vd., 2018; Cilvez ve Turkyilmaz,
2019).

1.10.1.3. Cevresel Mastitis Etkenleri

Cevresel mastitis etkenleri, genellikle deri yiizeyinde veya memede dogal olarak
bulunmayan, ancak hayvanlar kontamine bir ortamla temas ettiginde meme kanalina
giren organizmalardir. Bu tlir mastitisin temel kaynagi, hayvanlarin temas ettii ve
yasadigr cevredir (Hamadani vd., 2013). Cevresel mastitise neden olan bakteriler
arasinda en yaygin olanlari Koliform grubu bakteriler (6zellikle E. coli ve Klebsiella
spp.), Enterococcus tiirleri (6zellikle Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium),
S. uberis, S. dysgalactiae, Streptococcus acidominimus, Streptococcus alactolyticus,
Streptococcus canis, Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus equi, Streptococcus
equinus ve Streptococcus parauberis gibi gevresel Streptococcus tiirleri ve T.
pyogenes'dir (Hamadani vd., 2013; Bi vd., 2016; Kabelitz vd., 2021).

1.10.2. Klinik Semptomlarina Gére Mastitis Siniflandirmasi

1.10.2.1 Klinik Mastitis

Klinik mastitis, meme bezindeki patolojik degisikliklerle birlikte siitte kan, su, pihti,
fibrin ve o6li hiicrelerden olusan parcalarin varhigiyla fiziksel, kimyasal ve genellikle
bakteriyolojik olarak tanimlanan bir durumdur. Klinik mastitis erken laktasyon sirasinda
siit ineklerinin iireme performansini belirgin sekilde etkileyen, yogun inflamasyon
belirtilerinin (sisme, sicaklik, kizarikhik ve agr1) varligi ile karakterizedir. Klinik
mastitisler belirtilerine gore perakut, akut ve subakut mastitis seklinde simiflandirilir

(Yang vd., 2012; Hamadani vd., 2013). Siit inekleri ve mandalarda klinik mastitise
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neden olan etkenler genellikle S. aureus, KNS tiirleri, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S.
uberis, T. pyogenes, Mycoplasma spp., E. coli ve mikotik mastitis ajanlar1 olarak ise
ozellikle Candida spp. 6nemli bir yer tutmaktadir (Sharma vd., 2018; Ali vd., 2021;
Kurt ve Eksi, 2021; Hassan vd., 2023; Tuzcu vd., 2023).

Perakut mastitisler, genellikle Staphylococcus tiirlerinin neden oldugu, siddetli
seyreden, lokal degisimlerin hizla ortaya ciktifi genel semptomlarla karakterizedir
(Sahin ve Yildirim, 2015). Akut klinik mastitisler, aniden baslar ve genellikle memede
sislik, agri, ates, hayvanda istahsizlik, dehidrasyon, siit liretiminde belirgin azalma ve
stitte belirgin degisiklikler gibi sistemik etkilerle birlikte goriiliirler. Subakut mastitisler
ise, memedeki ve siitteki klinik bulgularin belirgin olmamasi ile karakterizedir (Fagiolo

ve Lai, 2007).

1.10.2.2 Subklinik Mastitis

Subklinik mastitis diger klinik formlara gore daha yaygin olarak goriiliirken, genellikle
normal meme goriiniimii ve siit ile karakterizedir. Subklinik mastitis, belirgin bir yangi
veya siit bilesiminde anormal belirti olmadan ortaya ¢ikan degisikliklere sahiptir. Ancak
stitte somatik hiicre sayisinda (SHS) artis meydana gelir. Subklinik mastitiste SHS'deki
degisiklikler California Mastitis Test (CMT) ve elektriksel iletkenlik tarama testi ya da
degisiklikleri daha net veren Ozel ticari cihaz sistemleri kullanilarak tespit edilebilir
(Fagiolo ve Lai, 2007). Subklinik mastitis genellikle diisiik siit tiretimi, siit yapisinda
degisiklikler, siit isleme veriminde azalma, diisiik protein diizeyleri ve patojenik
mikroorganizma varligi gibi faktorler nedeniyle siit kalitesi ve siit hijyeni agisindan da
yiiksek risk tasimaktadir (Sharma vd., 2011). Inek ve mandalarda subklinik mastitise
neden olan dominant mikroorganizmalar arasinda Staphylococcus ve Streptococcus
tirleri 6nemli yer tutmaktadir. Subklinik mastitise neden olan Candida tiirleri arasinda
ise, C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. rugosa ve C. guilliermondii
daha sik rapor edilmektedir (Zaragoza vd., 2011; Dworecka-Kaszak vd., 2012; Du vd.,
2018; Kaczorek-Lukowska vd., 2021; Kurt ve Eksi, 2021; Khasapane vd., 2023).
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1.11. Mayalara Bagh Mastitisler

Ruminant mastitislerinin etiyolojisinde genellikle bakteriler ana patojenler olarak kabul
edilmekte (Cobirka vd., 2020; Ali vd., 2021), meme dokusunun firsat¢1 patojenleri
oldugu diisiiniilen mayalar ise sekonder mastitis patojenleri olarak degerlendirilmektedir
(Zaragoza vd., 2011; Akdouche vd., 2014; Eldesouky vd., 2016; Bertolini vd., 2022).
Ozellikle etkene spesifik olmayan antibakteriyel ilaglarn uzun siireli ve hatali
kullanimi, kontaminasyona neden olan meme tedavisi uygulamalari, uygun ortam
sicakligl, yiiksek nem, mevsimsel etkiler ve hayvanlarin kirli sulara girmesi gibi
faktorlerin memede maya kolonizasyonuna neden olabilecegi bildirilmektedir (Zaragoza
vd., 2011; Akdouche vd., 2014; Cheng ve Han, 2020; Bari vd., 2022). Ancak, son
yillarda mastitis etiyolojisine yonelik yapilan arastirmalarda mikotik mastitis ajanlarinin
izolasyonunun giderek yayginlasmast bu etkenlere bakis agisin1 degistirmistir
(Eldesouky vd., 2016; Du vd., 2018; Cilvez ve Turkyilmaz, 2019; Hizlisoy vd., 2020;
Yiiksel Dolgun vd., 2022; Awandkar vd., 2023). Inek ve mandalarda mikotik
mastitislerden Candida spp., Aspergillus spp., Cephalosporium spp., Coccidioides spp.,
Cryptococcus spp., Histoplasma spp., Mucor spp., Rhizopus spp. ve Torulopsis spp. gibi
farkli mantar tiirleri izole edilmistir (Zaragoza vd., 2011; Mohamed vd., 2022). Bu
etiyolojik ajanlar icerisinde inek ve mandalarda subklinik ve klinik mastitis etkeni
olarak en yaygim rapor edilen tiirler Candida cinsi iiyeleri igerisinde yer alan C.
albicans, C. kefyr, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. rugosa ve C.
guilliermondii‘dir (Sartori vd., 2014; Ksouri vd., 2015; Erbas vd., 2017; Du vd., 2018;
Sav ve Oztiirk, 2022). Ozellikle C. glabrata ve C. krusei, mikotik mastitiste dnemli
etkenler olarak kabul edilmektedir (Toxqui-Munguia vd., 2022; Yiiksel Dolgun vd.,
2022).

1.12. California Mastitis Test (CMT)

Mastitisin sahadaki teshisi genellikle, siitlin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde olusan
degisikliklerin en fazla siitteki SHS'yi etkilemesi nedeniyle siitte SHS belirlenmesi
esasma dayanmaktadir (Sharma vd., 2011; Alhussien ve Dang, 2018). Bu amagla da, en
yaygin olarak kullanilan test California Mastitis Test (CMT) olmak iizere, White Side
Test (WST), Wisconsin Mastitis Test (WMT) ve katalaz testleri de kullanilmaktadir
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(Yagci, 2008; Adkins ve Middleton, 2018; Jesse vd., 2023). CMT; gelismis teknolojik
ekipmanlara gerek duyulmayan basitce uygulanabilen, kullanigh, hizli sonu¢ veren ve
ekonomik bir test olmasi nedeniyle sahada siklikla tercih edilmektedir. Genellikle
subklinik mastitislerin teshisi amaciyla kullanilan bu test, siitteki SHS miktarina yonelik
kabaca sayisal bir deger vermekle birlikte, SHS'nin yiiksek veya diisiik olduguna dair
tahmini bir fikir verebilmektedir (Moroni vd., 2018). Saglikli kabul edilen meme lobu
diizeyinde siitlerde SHS'nin ml’de 100 000'in altinda olmasi istenir. Somatik hiicre
sayis1 ml’de 150 000-500 000 aras1 olan siitler CMT siipheli, 400 000-1 500 000 aras1
olan siitler CMT (+), 800 000-5 000 000 aras1 olan siitler CMT (++) ve 5 000 000’dan
fazla olan siitler CMT (+++) olarak derecelendirilmektedir (Schalm vd.,1971; Risvanl
ve Kalkan, 2002). Subklinik mastitislerin tespit edilmesinde basta CMT olmak iizere
cesitli yontemler kullanilsa da, mikrobiyolojik teshis "altin standart” olarak kabul
edilmektedir (Ozeng vd., 2019).

Bu tez calismasinda, Afyonkarahisar'da mastitisli Anadolu mandalar1 ve siit
ineklerinden Candida tiirlerinin izolasyonu, molekiiler tiplendirilmesi, C. albicans
olarak identifiye edilen izolatlarda aglutinin benzeri sekans (ALS1), salgisal aspartil
proteinaz (SAP1) ve fosfolipaz enzimi (PLB1) viriilens genlerinin varliginin
arastirilmast ve Candida izolatlarinin antifungal duyarlilik/direnglilik profillerinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calismada Kullamlan Hayvanlarin Secimi ve Siit Ornekleri

Bu Tez, Afyonkarahisar ili ve ilgelerinde yer alan aile tipi ve ticari tipte isletmelerden
secilen farkli laktasyon donemlerinde en az bir dogum yapmuis, son bir ayda antibiyotik
tedavisi uygulanmamis toplam 39 manda isletmesinde bulunan 301 sagmal Anadolu
mandasi ve 14 siit sigir1 isletmesinde bulunan 332 sagmal inek tlizerinde gergeklestirildi.
Calismada 301 sagmal mandaya ait 1188 meme lobu siit 6rnegi ve 332 sagmal inege ait
1321 meme lobu siit 6rnegi olmak {izere, toplam 2439 meme lobu siit 6rnegi materyal
olarak kullanildi. Orneklenen mandalarda 16 meme lobu, siit ineklerinde ise yedi meme
lobu kordii. Klinik mastitisli hayvanlar &rneklemede kullanilmadi. Orneklenen

hayvanlarin 6rneklemenin yapildigi yerlere gore dagilimi Cizelge 2.1'de gosterilmistir.

Cizelge 2.1: Orneklenen hayvanlarin 6rneklemenin yapildig1 yerlere gore dagilimi

v Orneklenen Hayvan Sayisi (n)
Ornekleme Yapilan Yerler

Anadolu Mandasi Inek
Emirdag - 27
Ihsaniye - 9
Sinanpasa 3 34
Kiligarslan Beldesi - 39
Bolvadin 61 68
Cay 118 29
Merkez 52 -
Merkez/Ismail K&yii 9 46
Merkez/Akgin Koyt 24 58
Merkez/Erkmen 2 -
Merkez/Kiigiik Cobanlar 32 22
Toplam 301 332
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Calismaya dahil edilen hayvanlarin 6ncelikle meme loblarinin fiziksel
muayenesi yapilarak meme loblarinda siskinlik, sicaklik, agri, kizariklik, sulu, kanli,
pihtil1 siit gibi anormallikler degerlendirildi ve kayit altina alindi. Daha sonra ise her bir
meme lobuna CMT uygulanarak Schalm vd. (1971) tarafindan 6nerildigi sekilde test
skorlart +1, +2, +3, siipheli ve negatif olarak kaydedildi. CMT skorlamasi sonucunda,
en az bir meme lobunda CMT pozitif reaksiyon alinan hayvanlar mastitis yoniinden
infekte olarak degerlendirilerek bu hayvanlarin meme loblarindan aseptik kosullarda siit
ornekleri alindi. Her bir meme bas1 kaba kirlerden arindirildiktan sonra %70’lik alkol ile
temizlendi ve birkag sagim islemi ile siit kanalindaki ilk siit uzaklastirildi. Daha sonra
her meme lobundan 10 ml siit 6rnegi steril tiiplere alinarak soguk zincirde Afyon
Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina

getirildi.

2.1.2. Standart Suslar

Tiim test ve uygulamalarda C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750 ve C.
krusei ATCC 6258 suslar1 pozitif kontrol susu olarak kullanildi.

2.1.3. Caismada Kullamilan Besiyerleri

2.1.3.1. Sabouraud %2 Dekstroz Broth (SDB, Merck Millipore, 108339.0500,
Almanya)

Sabouraud Dekstroz Broth 30 g tartilarak 1000 ml distile suda pH aralig1 5,4-5,8 olacak
sekilde ¢ozdiiriildii. Cam tiiplere 9'ar ml olacak sekilde pipet yardimiyla dagitildi.
Sterilizasyon i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklav islemi uygulandi.

Cizelge 2.2: Sabouraud Dekstroz Broth igerigi

Pepton (Kazein) 5g/L
Pepton (Et) 5g/L
D(+)-Glukoz (=Dekstroz) 20 g/L
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2.1.3.2. Sabouraud %4 Dekstroz Agar (SDA, Merck Millipore, 105438.0500,
Almanya)

Besiyeri 65 g tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde 1sitilarak pH’s1 5,64+0,2 olacak
sekilde tamamen ¢Ozdiiriildii. Sterilizasyon igin 121 °C’de 15 dakika otoklav islemi
uygulandi. Besiyeri 45-50 °C'ye sogutulduktan sonra, tiretici firmanin Onerisi
dogrultusunda 500 ml besiyerine 5 ml olacak sekilde kloramfenikol supplementi

eklendi. Besiyeri steril petri kutularina 15'er ml olacak sekilde dokiildii.

Cizelge 2.3: Sabouraud Dekstroz Agar igerigi

Pepton (Kazein) 59/L
Pepton (Et) 59/L
D(+)-Glukoz (=Dekstroz) 40 g/L
Agar-agar 15 g/L

Cizelge 2.4: Supplement icerigi

Kloramfenikol 50.0 mg

2.1.3.3. Candida Chromogenic Agar (CCA, Condalab, 1382, ispanya)

CCA besiyeri 45,9 g tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde 1sitilarak pH’s1 6,1+0,2
olacak sekilde tamamen ¢ozdiiriildii. Besiyeri 45-50 °C'ye kadar sogutulduktan sonra

steril petri kutularia 15'er ml olacak sekilde dokiildii.

Cizelge 2.5: Candida Chromogenic Agar icerigi

Glukoz 20 g/L
Bakteriyolojik Agar 15g/L
Pepton 10 g/L
Kloramfenikol 0,5g/L
Kromojenik Karigim 0,4g/L
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2.1.3.4. Tween 80 Ilaveli Corn Meal Agar (CMA, BD, 211132, ABD)

Corn Meal Agar (musir unlu agar) besiyeri 17 g tartildi ve 1000 ml distile su icerisinde
1sitilarak pH’s1 6,0+£0,2 olacak sekilde tamamen ¢ozdiiriildii. Igerisine iiretici firmanin
Onerisi dogrultusunda %1 oraninda Tween 80 (Merck, 822187, Almanya) eklendi.
Sterilizasyon i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklav islemi uygulandi. Besiyeri 45-50 °C'ye
kadar sogutulduktan sonra steril petri kutularina 15'er ml olacak sekilde dokiildii.

Cizelge 2.6: Corn Meal Agar igerigi

Misir Unu Infiizyonu (Kat1) 209
Agar 15049
Tween 80 %1

2.1.3.5. Tryptic Soy Agar (TSA, Condolab, 1068, Ispanya)

TSA besiyeri 40 g tartild1 ve 1000 ml distile su igerisinde 1sitilarak pH’s1 7,3+0,2 olacak
sekilde tamamen ¢ozdiiriildii. Sterilizasyon i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklav islemi
uygulandi. Besiyeri 45-50 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril petri kutularina 15'er
ml olacak sekilde dokiildii.

Cizelge 2.7: Tryptic Soy Agar igerigi

Bakteriyolojik Agar 15g/L
Sodyum Kloriir 5¢g/L
Tripton (Kazein) 15g/L
Pepton (Soya) 59/L

2.1.3.6. Mueller Hinton Agar (MHA, Condalab, 1055, Ispanya)

MHA besiyeri 38 g tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde isitilarak pH’s1 7,4+0,2
olacak sekilde tamamen c¢ozdiiriildii. Sterilizasyon i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklav
islemi uygulandi. Besiyeri 45-50 °C'ye kadar sogutulduktan sonra, igerisine glukoz
(litrede %2 olacak sekilde) ve metilen mavisi (litrede 0,5 mg olacak sekilde) ilave

edildi. Hazirlanan besiyeri steril petri kutularina 15'er ml olacak sekilde dokiildi.
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Cizelge 2.8: Mueller Hinton Agar igerigi

Asit Kazein Pepton 17,5¢g/L
Bakteriyolojik Agar 17 g/L
Sigir Eti Infiizyonu 2g/L
Nisasta 1,50/l

2.1.3.7. Tryptic Soy Broth (TSB, Merck Millipore, 105459.0500, Almanya)

TSB besiyeri 30 g tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde 1sitilarak pH’s1 7,3+0,2 olacak
sekilde tamamen ¢6zdiiriildii. Sivi besiyerine %15 oraninda gliserin eklendi. Ependorf
tiiplerine 1,5 ml olacak sekilde pipet yardimiyla dagitildi. Sterilizasyon igin 121 °C’de
15 dakika otoklav islemi uygulandi.

Cizelge 2.9: Tryptic Soy Broth igerigi

Pepton (Kazein) 17 g/L
Pepton (Soya Unu) 3g/L
D(+)Glukoz Monohidrat 2,59/L
Nacl 59/L
Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K;HPQO,) 2,59/L

2.1.4. Boyalar

Ticari olarak temin edilen 5x500 ml'lik Gram boyama seti (Merck, 111885, Almanya)
kullanilda.

Cizelge 2.10: Gram boyama seti igerigi

Kristal Viyolet 500 ml
Lugol 500 ml
Dekolorizasyon Cozeltisi (%95°1ik Alkol) 500 ml
Safranin 500 ml
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2.1.5. Tavsan plazmasi (Merck Millipore, M113306.0001, Almanya)

Dondurularak kurutulmus EDTA-tavsan plazmast 3 ml steril distile su iginde
¢Ozdiirtildii. Sulandirilmis tavsan plazmasindan 0,5 ml steril tiipe alinarak stipheli koloni
ile homojenize edildi. Homojenize siispansiyon 37 °C’de 3 saatlik inkiibasyona

kaldirildi.

2.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Malzemeler

2.1.6.1. Primerler (Sentebiolab, Tiirkiye)

Candida siipheli izolatlarin cins bazinda tanimlanmasinda 5.8S rDNA’nin korunmus
bolgelerini i¢ine alan ve iiniversal olarak kullanilan ITS primerlerine alternatif olarak
yine 5.8S rDNA ITS gen bolgesini hedef alan yeni primerler tasarlandi ve ticari olarak
sentezletildi (Cizelge 2.11). Viriilens genlerinin tespiti i¢in ise asagida verilen primer
dizileri sentezletildi ve kullanildi. Primerler, kullanim asamasinda iiretici firmanin

onerisi dogrultusunda sulandirilarak kullanildi.

Cizelge 2.11: ITS bolgesi ve viriilens genlerini hedef alan primer dizileri

) ] Uriin uzunlugu
Primer  Oligoniikleotid sekanslari (5'-3") . Kaynak
(base pair, bp)
ITS F:CAA-CGG-ATC-TCT-WGG-TTC-TCG-CA 300-400 Bu ¢alismada
tasarlandi.

R:TGC-TTA-AGT-TCA-GCG-GGT-AKT-CC

ALS1 F:GAC-TAG-TGA-ACC-AAC-AAA-TAC-CAG-A 318 (Inci vd., 2013)
R:CCA-GAA-GAA-ACA-GCA-GGT-GA

SAP1 F:TGA-GGC-TGC-TGG-TGA-TTA-TG 224 (Correia vd., 2010)
R:TGC-CAA-CAG-CTT-TGA-GAG-AA

PLB1 F:ATG-ATT-TTG-CAT-CAT-TTG 751 (Mukherjee vd., 2001)

R:AGT-ATC-TGG-AGC-TCT-ACC
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2.1.6.2. Tris-HCI/Borik Asit/EDTA (TBE) Buffer (SNP, Tiirkiye)

10X TBE soliisyonu, agaroz jel hazirlamada ve elektroforez tankinda kullanilacak olan
0,5X TBE soliisyonu hazirlanmasinda kullanildi. 10X TBE soliisyonundan 0,5X TBE

sollisyonu asagidaki tabloda gosterilen oranlar kullanilarak hazirlandi.

Cizelge 2.12: 10X TBE soliisyonu igerigi

Tris-Hcl 89 mM 54 gr
Borik Asit 89 mM 275 gr
Edta 2mM 50 ml
pH 8.0

Cizelge 2.13: 0,5X TBE kullanma soliisyonu igerigi
TBE 10X 50 mi
Distile su 950 ml

2.1.6.3. Agaroz Jel

Jel elektroforez islemi i¢in %2'lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla, 2 g tartilan agaroz
(GeneOn, Almanya) iizerine 100 ml 0,5X TBE eklenerek mikrodalga firinda 3-5 dakika
kaynatildi. Berrak ve homojenize hale gelen karisim 40-50 °C’ye kadar sogutuldu.
Agaroz jelin boyanmast igin Sul/ml Ethidium Bromid (SNP, Tiirkiye) eklendi. Jel kab1
igerisine taraklar yerlestirildi. Agaroz jel sivi halde kabarcik olusturmayacak sekilde jel
kabina dokiildii. Oda 1sisinda donmasi beklenen jel, donduktan sonra elektroforez

tankina yerlestirildi.

Cizelge 2.14: Agaroz jel igerigi

Agaroz (GeneOn, Almanya) 2gr
TBE (0,5X) 100 ml
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2.1.6.4. Gel Loading Dye (6X) (SNP, Tiirkiye)

PZR islemi sonras1 amplikonlarin jeldeki kuyucuklara yiiklenmesinde 5 pl 6x loading
dye blue (ylikleme boyasi) ve 25 ul DNA 6rneginden olusan karisim kullanildi.

2.1.7. Marker

Agaroz Jel Elektroforezi sirasinda DNA bantlarinin biiyiikliiklerini izlemek igin 100 bp
Plus DNA Marker (GeneOn, Almanya) kullanildi.

2.1.8. Cihazlar

Ekstraksiyon sonrast DNA saflik kontrolii NanoDrop 8000 spektrofotometre cihazi
(Thermo Scientific, ABD) ile yapildi. PZR islemleri; 96 kuyucuklu Eppendorf
Mastercycler Ep Gradient S (Almanya) ve 16 kuyucuklu BioCycler TC-S (Almanya)
marka termal dongiileme cihazlarinda gerceklestirildi. Elektroforez islemleri i¢in EC
4000P, Power Supply (Thermo, ABD) gii¢c kaynagi ve Thermo EC Midicell Primo EC-
330 (ABD) yatay elektroforez tanki kullanildi. Jel goriintileme islemi i¢in UV-
transilluminator (Vilber Lourmat, Avustralya) ve Vilber Lourmat Biovision (Vilber

Lourmat, Fransa) marka goriintiileme cihazlar1 kullanildu.
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2.2. Metot

2.2.1. Candida Tiirlerinin izolasyonu

2.2.1.1. Orneklerden SDB ve SDA Besiyerlerine Ekim ve Gram Boyama

Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan her bir meme lobu siit 6rnegi oOnce 6n
zenginlestirme i¢in SDB’ye gecildi. Bu amagla, tiiplerde 9 ml olarak hazirlanan SDB'ler
icerisine 1 ml siit o6rnekleri eklendi ve besiyerleri 30 °C'de aerobik kosullarda 24 saat
inkiibe edildi (Silveira-Gomes vd., 2011). inkiibasyon sonrasinda brothlar vorteks ile
karistirildiktan sonra, her birinden bir 6ze dolusu alinarak %1 oraninda kloramfenikol
supplementi ilave edilmis SDA besiyerlerine ekimler yapildi. Ekim yapilmig petriler,
aerobik kosullarda, 37 °C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda SDA'da yumusak,
diizgiin kenarli, nemli, krem-beyaz renkli, oval koloni morfolojisine sahip izolatlar
Candida tiirleri yoniinden siipheli olarak degerlendirildi. Ardindan siipheli izolatlara
Gram boyama uygulandi (Arda, 2015).

2.2.1.2. Candida Kromejenik Agara Ekim

Gram boyama sonrasinda Gram pozitif, oval ve silindirik mikroskobik morfolojiye
sahip siipheli izolatlarin Candida kromojenik agara pasajlar1 yapildi ve petriler 37 °C’de
aerobik kosullarda 24-72 saat siireyle inkiibe edildi. Besiyerinde soluk yesil renkli ve
diizgiin koloniler C. albicans, yesil-mavi renkli ve mat koloniler C. tropicalis, pembe
renkli koloniler ise C. krusei siipheli olarak degerlendirildi (Odds ve Bernaerts, 1994).
C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750 ve C. krusei ATCC 6258 suslari

pozitif kontrol susu olarak kullanildi.
2.2.1.3. Germ Tiip Testi ve Klamidospor Olusumu
C. albicans’in fenotipik olarak tiir diizeyinde tanimlanmasinda germ tiip olusturabilme

yetenegi ve klamidospor olusumu dikkate alindi. Germ tiip olusturabilme yeteneginin

belirlenmesi amaciyla, Gram boyama sonrasinda Candida siipheli olarak kabul edilen
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izolatlara ait kolonilerden 6ze yardimi ile bir miktar alindi. Koloniler igerisinde 0,5 ml
tavsan plazmasi bulunan steril tlipte karistirilarak siispanse edildi. Siispansiyonlar, 37
°C’de 3 saat inkiibe edildi. Daha sonra siispansiyondan alinan bir damladan lam-lamel
arasi preparat hazirlanip preparat 1sik mikroskobunda incelendi. Isik mikroskobunda
40x objektifte inceleme sonucunda, blastospordan bogum yapmadan uzayan boru
seklinde yapilarin varligi germ tiip pozitif olarak degerlendirildi (Shepherd vd., 1980).
Testlerde C. albicans ATCC 10231 susu pozitif kontrol susu olarak kullanildi.

Klamidospor olusumu igin ise Tween 80 ilaveli misir unlu besiyeri kullanildi.
Candida siipheli izolatlardan besiyerine ekim yapildi ve petriler 26 °C'de 72 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda petriler 151k mikroskobunda, diyafram kapali olarak 40x
biiylitmede incelendi. Psddohifalarin uglarinda ve yan dallarinda goriilen biiyiik, kalin
duvarli, yuvarlak klamidosporlar ile hifa birlesim yerlerinde blastospor kiimelerinin
goriilmesi C. albicans pozitif olarak degerlendirildi (Yiicel ve Kantarcioglu, 2000).
Testlerde C. albicans ATCC 10231 susu pozitif kontrol susu olarak kullanildu.

Fenotipik olarak izolasyonu gergeklestirilen tiim izolatlar, daha sonradan DNA
ekstraksiyonunda kullanilmak tizere %15 oraninda gliserin igeren Trypticase soy Broth
(TSB) igerisinde -20 °C’de saklandi.

2.2.2. Molekiiler identifikasyon

2.2.2.1. Candida Izelatlarnmn Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cins

Diizeyinde identifikasyonu

2.2.2.1.1. DNA Ekstraksiyonu

Candida siipheli tim izolatlar ve pozitif kontrol suslarindan DNA ekstraksiyonu
yapilmas1 amactyla ticari olarak satin alinan NucleoSpin Microbial DNA ekstraksiyon
kitleri (MN, Almanya) kullanildi. DNA ekstraksiyonu, kit dreticisi firmanin
talimatlarina uyularak asagidaki gibi gergeklestirildi.
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TSB igerisinde -20 °C’de saklanmakta olan izolatlar ve pozitif kontrol suslari
SDA'ya pasajlandi. Bir gecelik kiiltiirden alinan 3-5 koloni, ig¢erisinde 1 ml steril distile
su bulunan ependorflarda karistirildi. Ependorflar 12 000 rpm’de ii¢ dakika santrifiij
yapilarak stipernatant sivi uzaklastirildi. Ependorf tiipteki Ornegin iizerine ayirma
tamponu (elution buffer) ilave edilerek siispansiyon boncuklu Tip B tiiplere (MN bead
tubes type B) transfer edildi. Tiipiin tizerine lizis soliisyonu (lysis buffer) ve likit
proteinaz K enzimi ilave edildi. Siispansiyon calkalayicida 12 dakika karistirildiktan
sonra maya ornekleri i¢in onerilen 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Hiicre ¢eperi
pargalanan siispansiyonun iizerine DNA baglanmasi i¢in tampon soliisyon (buffer) ilave
edilerek tekrar 11 000 g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Daha sonra siispansiyon DNA
toplama tiipti igerisindeki niikleospin microbiyal DNA kolonuna transfer edildi.
Siispansiyon 11 000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolon yeni bir
tiipe alindi ve tampon soliisyonlar (bufferlar) yardimiyla silika membran yikamalar
yapildi. DNA elde edilmesi i¢in son asamada, nucleospin microbiyal DNA kolonu 1,5
ml niikleaz icermeyen bir tiipe alindi. Uzerine tekrar ayirma tamponu (elution buffer)
eklendi. Tiip oda 1sisinda bir dakika inkiibe edildikten sonra 30 saniye santrifiij edildi ve

DNA ekstraksiyonu tamamlandi.

2.2.2.1.2. Ekstrakte Edilen DNA’larin Miktar ve Saflik Kontrolii

Ekstraksiyon sonucu elde edilen DNA’larin miktar tayini NanoDrop 8000
spektofotometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
DNA miktar1 1,8 ile 2 ng/ul arasi olan degerler PZR {iriinleri i¢in uygun olarak kabul
edildi (Hernday vd., 2010). Ekstrakte edilen DNA’larin biitiinliik ve saflik kontrolleri
%1°lik agaroz jel elektroforezde gergeklestirildi. Bu asama igin 5 ul DNA ve 1 ul
yiikleme soliisyonu kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez islemi 100 V’da 45 dakika
uygulandi. Baglangi¢ noktasina yakin bir hatta yiiksek molekiil agirlikli tek bir bant
gozlemlenmesi, ekstrakte edilen DNA'larin saf ve biitiinliigiiniin tam oldugunu gosterdi

(Sambrook vd., 1989) (Fotograf 2.1).
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Fotograf 2.1: DNA saflik kontrolii i¢in jel elektroforez goriintiisii

2.2.2.1.3. Amplifikasyon Kosullar:

DNA'lar1  ekstrakte edilen Candida siipheli izolatlarn cins  diizeyinde
identifikasyonunda kullanilan ITS genine ait cins spesifik primerler ve beklenen bant

biiylikliigii Cizelge 2.15'de verilmistir.

Cizelge 2.15: ITS bolgesini hedef alan primer dizileri ve bant uzunlugu

. Uriin uzunlugu
Primer Oligoniikleotid sekanslar: (5'-3") . Kaynak
(base pair, bp)
ITS F:CAA-CGG-ATC-TCT-WGG-TTC-TCG-CA 300-400 Bu ¢alismada

tasarlandi.

R:TGC-TTA-AGT-TCA-GCG-GGT-AKT-CC

PZR, her bir 6rnek i¢in toplam 50 pl hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon master
miksi; 10x PCR buffer, 25 mM MgCl. (son konsantrasyon 2 mM), 10 uM dNTP miks
(son konsantrasyon 0,2 mM), 10 pmol primerlerden 0,2 mM, 5U Taq DNA polimeraz
(son konsantrasyon 1U), 5 ul hedef DNA ve steril distile sudan olustu (Cizelge 2.16).

Amplifikasyonda kullanilacak en uygun sicakliklarin belirlemesi amaciyla ilk
olarak Gradient PZR yapildi. Ardindan, konvansiyonel PZR i¢in Cizelge 2.17'de verilen
amplifikasyon protokolii olusturularak kullanildi. Elde edilen amplifikasyon tiriinlerine
Ethidium Bromid (5 pl/ml) ile hazirlanmis %2’lik agaroz jelde sabit akimda 100 Voltta
45 dakika elektroforez islemi uygulandi. Amplikonlar (300-400 bp) UV-

transilluminatorde goriintiilendi.
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Cizelge 2.16: PZR isleminde kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar
10X PCR Buffer Sul
MgCl, 4l
dNTP Karisimi 1 ul
ITS-Primer F 1 ul
ITS-Primer R 1 ul
Tag DNA Polimeraz (1U) 0,25 ul
DNA 5ul
Steril Distile Su 32,75 ul

Cizelge 2.17: PZR isleminde kullanilan amplifikasyon kosullar

Asama Dongii Sayisi Sicakhik Siire
On Denatiirasyon 1 94 °C 3dk
Denatiirasyon 94 °C 30sn
Primer Baglanma 40 55°C 30sn
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 10 dk

2.2.2.2. Candida izolatlarimin Tiir Diizeyinde Identifikasyonu

2.2.2.2.1. Sekans Analizi ve Filogenetik Analiz

Konvansiyonel PZR ile Candida olarak dogrulanan izolatlarin tiir diizeyinde
identifikasyonu amaciyla, amplikonlar ve bu calismada tasarlanan ITS primerlerinden
20'ser ul sekans analizi i¢in 6zel bir firmaya (Microsynth, Isvigre) gonderildi. Firma
tarafindan saflagtirmay1 takiben amplikonlara tek yon Sanger Sekans analizi uygulandi.
Her bir 6rnek icin firma tarafindan gonderilen niikleotid dizi analizlerinden tiir tayini
belirlenmesinde BLAST programi kullanildi. En yiiksek homoloji oranina (>%96) sahip

sekans tiirii ile ornek tiirli ayn1 kabul edildi.

Sekans analizi sonrasi filogenetik yakinligin belirlenmesi amaciyla evrimsel

gecmis, aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup yontemi (Unweighted pair group
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method with arithmetic mean, UPGMA) kullanilarak ¢ikarildi (Sneath ve Sokal, 1973).
Evrimsel iligkiler maksimum olabilirlik (maksimum likelihood) yontemi (Tamura vd.,
2004) kullanilarak hesaplandi. Candida tiirleri arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla
filogenetik aga¢c olusturulmasi ve evrimsel analizler MEGA11 programinda

gerceklestirildi (Tamura vd., 2021).

2.2.2.3. C. albicans'in Viriilens Genlerinin Arastirilmasi

Tek yon Sanger Sekans analizi ile C. albicans olarak identifiye edilen izolatlarda;
adhezyon faktorii (ALS1), proteaz enzimi (SAP1l) ve fosfolipaz enzimi (PLB1)
genlerinin varligi tekli PZR kullanilarak arastirildi. Viriilens genlerinin belirlenmesinde
kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslar1 ve beklenen baz biiyiikleri Cizelge

2.18'de gosterilmistir.

Cizelge 2.18: Viriilens genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerlere ait oligoniikleotid

sekanslar1 ve beklenen baz biiytikleri

Primer Oligoniikleotid sekanslar: (5'-3") Uriin uzunlugu (base  Kaynak
pair, bp)
ALS1 F:GAC-TAG-TGA-ACC-AAC-AAA-TAC-CAG-A 318 (Inci vd., 2013)

R:CCA-GAA-GAA-ACA-GCA-GGT-GA

SAP1I  F:TGA-GGC-TGC-TGG-TGA-TTA-TG 224 (Correia vd.,
2010)
R:TGC-CAA-CAG-CTT-TGA-GAG-AA
PLBI  F:ATG-ATT-TTG-CAT-CAT-TTG 751 (Mukherjee
vd., 2001)

R:AGT-ATC-TGG-AGC-TCT-ACC

Her bir 6rnek i¢in final hacmi 50 pl olacak sekilde hazirlanan PZR karigimini
olusturan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 2.19'da, viriilens genleri i¢in kullanilan

amplifikasyon protokolii Cizelge 2.20'de sunulmustur.
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Cizelge 2.19: PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlar1 (ALS1, SAP1, PLB1)

Bilesenler Miktar
10X PCR Buffer Sul
MgCl, 4l
dNTP Karisimi 1 ul
Primer F 1 ul
Primer R 1 ul
Tag DNA Polimeraz (1U) 0,25 ul
DNA 5ul
Steril Distile Su 32,75 ul

Cizelge 2.20: PZR isleminde kullanilan amplifikasyon kosullart (ALS1, SAP1, PLB1)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siire

ALS1 SAP1 PLB1 ALS1 SAP1 PLB1 ALS1 SAP1 PLB1

On Denatiirasyon 1 1 1 94°C 94°C 94°C 5dk 5 dk 5 dk
Denatﬁrasyon 94 °C 94 °C 94°C 30dk 30dk 30dk
Primer Baglanma 35 30 35 48°C 54°C 50°C 30dk 30dk 30dk
Uzama 72°C 72°C 72°C 1dk 1dk 1dk
Son Uzama 1 1 1 72 °C 72 °C 72 °C 10 dk 10 dk 10 dk

2.2.3. Antifungal Duyarhhk Testi

Genotipik olarak identifiye edilen Candida tiirlerinin antifungal ajanlara
duyarhiliklarmin tespitinde Mueller Hinton agarda gerceklestirilen Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi kullanildi. Kullanilan yontem, Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) dokiimanina uygun olarak
gerceklestirildi. Besiyerine %2 oraninda glukoz ve 0,5 mg/l metilen mavisi eklendi. Bir
gecelik kiiltiirden elde edilen taze koloniler, McFarland No:5 yogunlugunda ayarlanarak
sulandirildi. Sulandirilan izolatlar steril pamuklu svab yardimiyla glukoz ve metilen

mavisi ilave edilmis Mueller Hinton agar ylizeyine yayildi. Mueller Hinton agar
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yiizeyindeki fazla neminin emilmesi i¢in 3-5 dakika beklendi. Antifungal diskler steril
pens yardimiyla esit aralikli sekilde petri kabina yerlestirildi. Diskler agar yiizeyiyle tam
temasin1 saglamak i¢in hafifce bastirildi. Antifungal test i¢cin hazirlanan petriler ters
cevrilerek 35 °C (£2 °C) 20-24 saat etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her

diskin g¢evresinde bulunan inhibisyon zon ¢aplart milimetre cinsinden 6lgiildii (CLSI,
2022).

Antifungal duyarliligin belirlenmesinde; hiicre duvarina, hiicre membranina ve
niikleik asit sentezine etki eden antifungal ilaglar tercih edildi. Bu amagla, kaspofungin
(5 ng), amfoterisin B (20 pg), ketokonazol (10 pg), flukonazol (10 pg), itrakonazol (10
ng), vorikonazol (1 pg) ve flusitozin (1 pg) diskleri (Bioanalyse, Tirkiye) kullanildi.
Zon gaplarmin degerlendirilmesi CLSI standartlarina gére yapildi (CLSI, 2022).
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgulari

Bu Tez ¢alismasinda, Afyonkarahisar ili’nde ve ilgelerinde bulunan 39 farkl isletmeden
orneklenen 301 Anadolu mandasina ait toplam 1188 meme lobu siit 6rnegi kullanildi.
Klinik mastitisli hayvanlar 6rneklemede kullanilmadi. Her bir meme lobuna uygulanan
CMT sonuglarina gore, CMT pozitif 394, CMT siipheli 550 ve CMT negatif 244 meme
lobu belirlendi. CMT'ye pozitif, slipheli ve negatif reaksiyon veren toplam 1188 meme
lobundan SDA'da 93 (%7,82) Candida siipheli izolat elde edildi. Izolatlarn CMT

skorlarina gore dagilimlart Cizelge 3.1°de verilmistir.

(Calismada ayrica, Afyonkarahisar ili ve ilgelerinde bulunan 14 farkl isletmedeki
332 sagmal inege ait toplam 1321 meme lobu siit drnegi incelendi. Siit ineklerinin Klinik
mastitis tespit edilenleri 6rneklemeye dahil edilmedi. Meme loblarina yapilan CMT
sonuclarina gore; 396 meme lobu CMT pozitif, 392 meme lobu CMT siipheli ve 533
meme lobu CMT negatif olarak belirlendi. CMT'ye pozitif, siipheli ve negatif reaksiyon
veren toplam 1321 meme lobundan SDA'da 99 (%7,49) Candida siipheli izolat elde
edildi. izolatlarin CMT skorlarma gére dagilimlar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Anadolu Mandalarindan izole edilen Candida izolatlarinin CMT skorlamasina gore

dagilim
CMT Skorlamasi Izolat Sayis: Yiizde
(meme lobu diizeyinde) (n) (%)
CMT +3 (49) 2 4,08
CMT +2 (195) 8 4,1
CMT +1 (150) 5 3,33
CMT Siipheli (550) 30 5,45
CMT Negatif (244) 48 19,7
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Cizelge 3.2: Siit ineklerinden izole edilen Candida izolatlarinin CMT skorlamasina goére

dagilim

CMT Skorlamasi Izolat Sayis1 Yiizde
(meme lobu diizeyinde) (n) (%)
CMT +3 (0) - -
CMT +2 (189) 4 211
CMT +1 (207) 38 18,35
CMT Siipheli (392) 42 10,71
CMT Negatif (533) 15 2,81

Calismada C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei'yi tanimlamakta kullanilan
CCA'da tireme sonuclar1 da degerlendirildi. Buna gore; Anadolu mandalarindan izole
edilen 93 Candida siipheli izolatin ikisi soluk yesil renkli ve diizgiin koloniler (C.
albicans siipheli), 74’ pembe renkli, doérdii agik pembe renkli koloniler (C. krusei
stipheli), biri beyazimsi renkte koloni (C. glabrata siipheli) ve 12’si krem/beyaz renkli
koloniler olusturdu. Siit ineklerinden izole edilen 99 Candida siipheli izolatin biri yesil-
mavi renkli ve mat koloniler (C. tropicalis siipheli), 54't pembe renkli, ikisi agik pembe

renkli koloniler (C. krusei siipheli) ve 42’si krem/beyaz renkli koloniler olusturdu.
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Fotograf 3.1: Izolatlarin CCA’da makroskobik morfolojisi. A: C. albicans siipheli yesil renkli
koloniler; B: C. glabrata siipheli beyazims: renkte koloniler (manda izolat1); C: krem/beyaz
koloniler; D: C. krusei siipheli pembe renkli koloniler (inek izolat1); E: C. tropicalis siipheli

yesil-mavi renkli koloniler; F: C. krusei stipheli agik pembe renkli koloniler (manda izolat1)

C. albicans’in fenotipik olarak tanimlanmasinda germ tiip olusturabilme
yetenegi ve Tween-80 ilaveli misir unlu agarda klamidospor olusturma 6zelligi dikkate
alindi. Anadolu mandalarindan izole edilen 93 Candida siipheli izolatin ikisinde germ
tiip ve klamidospor olusturdugu belirlenirken, siit ineklerinden izole edilen 99 Candida

stipheli izolatta germ tiip ve klamidospor olusumu gézlenmedi.
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Fotograf 3.2: Mandalardan izole edilen C. albicans siipheli izolatin germ tiip goriintiisii

- -4

Fotograf 3.3: Mandalardan izole edilen C. albicans sﬁphel izolatin klamdospor olusumu

goruntiisii
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3.2. Molekiiler identifikasyon Bulgular

Geleneksel yontemler kullanilarak Anadolu mandalarindan izole edilen 93 Candida
stipheli izolat ve siit ineklerinden izole edilen 99 Candida stipheli izolatin dogrulanmasi
amaciyla, ilk olarak molekiiler teshise yonelik arastirmalarin hemen hepsinde kullanilan
ve referans olarak verilen cins-spesifik universal ITS (ITS1, ITS2, ITS3, ITS4) primerleri
ile PZR uygulandi. Ancak, bu primerlerin ¢alismada izole edilen Candida siipheli
izolatlar1 ve bazi kontrol suslarin1 dogrulayamamasi nedeniyle, izolatlara ve kontrol
suslarina 5.8S rDNA’nin korunmus bolgelerini i¢ine alan ve ilk olarak bu calismada
tasarlanan yeni ITS primerleri kullanilarak PZR uygulandi. PZR sonrasinda 300-400
bp'da belirlenen spesifik bantlar Candida olarak degerlendirildi. Buna gore, Anadolu
mandalarindan izole edilen 93 ve siit ineklerinden izole edilen 99 izolatin tamaminda
Candida cins-spesifik bantlar goriildii. PZR islemi sonunda Anadolu mandalarina ait
izolatlardan elde edilen jel goriintiileri Fotograf 3.4'te, siit ineklerine ait izolatlardan elde

edilen jel goriintiileri ise Fotograf 3.5'de gosterilmistir.
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Fotograf 3.4: Anadolu mandalarina ait izolatlardan elde edilen jel goriintiileri. M: Marker (100

bp); M-1-93: Candida izolatlar1 (300-400 bp)
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Fotograf 3.5: Siit ineklerine ait izolatlardan elde edilen jel goriintiileri. M: Marker (100 bp); A:
C. albicans ATCC 10231; K: C. krusei ATCC 6258; T: C. tropicalis ATCC 750; N: Negatif
kontrol (steril distile su); I-1-99: Candida izolatlar1 (300-400 bp)
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3.3. Sekans Analizi ve Filogenetik Analiz

Dizi analizi sonucunda elde edilen sekans drneklerinin gen bankasi ile karsilastirilmalari
sonrasi, Candida tiirlerinin identifikasyonu tamamlandi. Buna gore; Anadolu mandasi
izolatlarmin %79,59'u (74/93) Pichia kudriavzevii (C. krusei), %11,82'si (11/93)
Kluyveromyces marxianus (C. kefyr), %4.,3'i (4/93) Suhomyces xylopsoci (C.
xylopsoci), %2,15'i (2/93) C. albicans, %1,07'si (1/93) C. glabrata ve %1,07'si (1/93) C.
rugosa olarak identifiye edildi (Cizelge 3.3, Grafik 3.1). Siit ineklerinden elde edilen
izolatlarin ise %54,54'0 (54/99) P. kudriavzevii (C. krusei), %39,4'i (39/99) K.
marxianus (C. kefyr), %4,04'i (4/99) C. xylopsoci, %1,01'i (1/99) C. parapsilosis ve
%1,01'i (1/99) C. rugosa olarak identifiye edildi (Cizelge 3.4, Grafik 3.2). Mandalardan
izole edilen izolatlardan ikisi C. albicans olarak identifiye edilirken, siit ineklerinden C.
albicans identifiye edilemedi. Manda ve ineklerden izole edilen toplam 192 izolatin

190'in1 non-albicans tiirleri olusturdu.

Cizelge 3.3: Anadolu mandalarindan identifiye edilen Candida tiirleri ve izolasyon oranlari

Candida spp. Sayi (n) Yiizde (%)
P. kudriavzevii (C. krusei) 74 79,59
K. marxianus (C. kefyr) 11 11,82

S. xylopsoci (C. xylopsoci) 4 4,3

C. albicans 2 2,15

C. glabrata 1 1,07

C. rugosa 1 1,07
Toplam 93 100

Cizelge 3.4: Siit ineklerinden identifiye edilen Candida tiirleri ve izolasyon oranlari

Candida spp. Say1 (n) Yiizde (%)
P. kudriavzevii (C. krusei) 54 54,54
K. marxianus (C. kefyr) 39 39,4

C. xylopsoci 4 4,04

C. parapsilosis 1 1,01

C. rugosa 1 1,01
Toplam 99 100
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§ %1,07 - %1,07
a3 %215

%79,59

= K. marxianus (C. kefyr)
= C. albicans

= C. rugosa

Grafik 3.1: Anadolu mandalarindan identifiye edilen Candida tiirlerinin % grafik gériiniimii

%1,01 %1,01

%4,04

%54,54

= K. marxianus (C. kefyr) = = C. rugosa

Grafik 3.2: Siit ineklerinden identifiye edilen Candida tiirlerinin % grafik goriiniimii

Sekans analizi sonrasi elde edilen niikleotid dizileri Sequencher 5.4.6 (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, ABD) kullanilarak diizenlendi ve birlestirildi. Daha
sonra tiim diziler BioEdit 7.0.9 dizi hizalama yaziliminda hizalandi. Eksik veri ve

bosluklar da dahil olmak iizere tiim konumlar veri setinden ¢ikarilarak tim diziler ayni
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boyuta getirildi. Filogenetik analizde toplam 181 niikleotid dizisi kullanildi. Candida
tiirlerinin filogenetik yakiligimin belirlenmesi amaciyla, aritmetik ortalamali agirliksiz
cift grup yontemi (UPGMA) kullanilarak evrimsel ge¢mis ¢ikarildi (Sneath ve Sokal,
1973). Candida tiirleri arasindaki evrimsel iliski MEGAI11 yazilim programinda
maksimum bilesik olabilirlik (maksimum likelihood) yontemi (Tamura vd., 2004)
kullanilarak analiz edildi. Candida tiirleri arasindaki iligskiyi incelemek amaciyla
filogenetik aga¢ ¢izildi (Tamura vd., 2021). Sekans analizi sonrasi identifiye edilen

tiirler arasindaki evrimsel iliskiler Grafik 3.3'de verilmistir.

Grafik 3.3: Anadolu mandalar ve siit ineklerinden identifiye edilen Candida spp. taksonlarinin
evrimsel iliskileri. M: manda; I: inek. C. rugosa, K. marxianus (C. kefyr), C. albicans,
ve renkli olarak

gosterilmisgtir.

97



3.4. Sonuclarin Karsilastirilmasi

Anadolu Mandalarindan izole edilen ve SDA'da siipheli olarak degerlendirilen 93 izolat
ile siit ineklerinden izole edilen ve SDA'da siipheli olarak degerlendirilen 99 izolata bu
calismada tasarlanan cins-spesifik ITS primerleri kullanilarak uygulanan PZR
sonrasinda, SDA'dan elde edilen izolatlarin tamaminin Candida cinsine ait oldugu

belirlendi.

CCA'da Anadolu Mandalarindan izole edilen 93 izolattan ikisi C. albicans, 78'i
C. krusei ve biri C. glabrata siipheli olarak belirlendi. Sekans analizi sonrasinda bu
izolatlarin ikisi C. albicans ve 74’ P. kudriavzevii (C. krusei) ve biri de C. glabrata
olarak dogrulandi. CCA'da C. krusei siipheli olarak degerlendirilen dort izolatin sekans
analizi sonrasinda S. xylopsoci (C. xylopsoci) oldugu belirlendi. Siit ineklerinden izole
edilen 99 Candida siipheli izolatin ise CCA'da biri C. tropicalis ve 56's1 C. krusei
siipheli olarak degerlendirildi. Sekans analizi sonuglarina gore, bu izolatlarin 54'i P.
kudriavzevii (C. krusei) olarak identifiye edilirken, C. krusei siipheli iki izolat C.
xylopsoci olarak, C. tropicalis siipheli bir izolat ise C. rugosa olarak identifiye edildi.
Sekans sonuglariyla karsilastirildiginda CCA'nin toplam 138 izolatin (manda ve inek

1zolat1) 131°1n1 (%94,9) dogru bir sekilde tanimladig: belirlendi.

Manda siitlerinden izole edilen 93 izolattan ikisinde germ tiip ve klamidospor
olusumu gozlenirken, yapilan sekans analizi sonrasinda bu izolatlarin tamami C.
albicans olarak identifiye edildi. Inek siitlerinden elde edilen ve germ tiip ile
klamidospor olusumu goézlemlenmeyen 99 izolattin higbirisi sekans analizinde C.

albicans olarak tiplendirilmedi.
Izolatlarin fenotipik ve molekiiler tanimlanmasinda kullanilan y6ntemlerin

manda izolatlar1 bazinda karsilastirilmas1 Cizelge 3.5'te, inek izolatlar1 bazinda

karsilastirilmasi Cizelge 3.6'da gosterilmistir.
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Cizelge 3.5: Anadolu Mandasi izolatlarinin izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan

yontemlerin karsilagtirilmasi

Izolat Germtiip Klamidospor CCA'da Koloni Rengi Sekans Analizi

sayisl
74 Negatif Negatif Pembe P. kudriavzevii (C. krusei)
4 Negatif Negatif Agik Pembe S. xylopsoci (C. xylopsoci)
11 Negatif Negatif Krem/Beyaz K. marxianus (C. kefyr)
1 Negatif Negatif Krem/Beyaz C. rugosa
1 Negatif Negatif Beyazimsi C. glabrata
2 Pozitif Pozitif Soluk yesil C. albicans

Cizelge 3.6: Inek izolatlarnin izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan y&ntemlerin

karsilastiriimasi

Izolat Germ tiip Klamidospor CCA'da Koloni Rengi  Sekans Analizi

sayisli
54 Negatif Negatif Pembe P. kudriavzevii (C. krusei)
2 Negatif Negatif Acik Pembe C. xylopsoci
39 Negatif Negatif Krem/Beyaz K. marxianus (C. kefyr)
2 Negatif Negatif Krem/Beyaz C. xylopsoci
1 Negatif Negatif Krem/Beyaz C. parapsilosis
1 Negatif Negatif Yesil Mavi C. rugosa

3.5. C. albicans"in Viriilens Faktorlerine Ait Bulgular

Sekans analizi sonucunda Anadolu mandalarindan izole edilen iki C. albicans izolatinda
SAP1, ALS1 ve PLB1 genlerinin varligi PZR ile arastirildi. PZR sonucuna gore; iki C.
albicans izolatinin da SAP1 viriilens genini tagidigi, ancak ALS1 ve PLB1 genlerine

sahip olmadig1 belirlendi.
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Fotograf 3.6: C. albicans'ta SAP1 geni varligina ait PZR bulgulart. M: DNA ladder (100 bp);
128-130: SAP1 geni pozitif (224 bp) C. albicans izolatlar1; N: Negatif kontrol (steril distile su)

M 128 130 N

Fotograf 3.7: C. albicans'ta ALS1 genini belirlemeye yonelik PZR bulgulari. M: DNA ladder
(100 bp); 128-130: ALS1 geni negatif C. albicans izolatlari; N: Negatif kontrol (steril distile su)
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M 128 130 N

Fotograf 3.8: C. albicans'ta ALS1 genini belirlemeye yonelik PZR bulgulari. M: DNA ladder
(100 bp); 128-130: ALS1 geni negatif C. albicans izolatlari; N: Negatif kontrol (steril distile su)

3.6. Antifungal Duyarhhk Testi Bulgular:

Genotipik olarak tiir diizeyinde identifikasyonu tamamlanan Candida tiirlerinin ¢esitli
antifungallere direnglilikleri Mueller Hinton agarda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
kullanilarak gerceklestirildi. Anadolu mandalarindan izole edilen tiirlerin tamami
flusitozine direngli iken, izole edilen tiirlerde itrakonazol (%98,9; n=92), amfoterisin B
(%88,2; n=82), kaspofungin (%86; n=80) ve flukonazole (%83,9; n=78) kars1 da yiiksek
direng oranlar1 elde edildi. Tiirlerin %90,3'i (n=84) vorikonazole, %90,3'0 (n=84)
ketokonazole duyarliydi. Siit ineklerinden izole edilen 99 tiiriin tamaminda itrakonazol
ve flusitozine direng tespit edilirken, izole edilen tiirlerin 96'sinda (%97) amfoterisin
B'ye, 75'inde (%75,8) kaspofungine ve 63'linde flukonazole (%63,6) kars1 direng
belirlendi. Tiirlerin 96'sinin (%97) ketokonazole, 91'inin (%92) ise vorikonazole duyarl
olduklar tespit edildi. Manda siitlerinden izole edilen tiirlerin antifungal direnclilikleri
Cizelge 3.7'de, inek siitlerinden izole edilen tiirlerin antifungal direnclilikleri ise Cizelge

3.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7: Anadolu mandalarindan izole edilen tiirlerin antifungal ajanlara kars: direngliliklikleri

Flukonazol Vorikonazol Kaspofungin Itrakonazol Ketokonazol Amfoterisin B Flusitozin
(10 pg) (1 pg) (S ng) (10 pg) (10 pg) (20 pg) (1 ng)
Tiirler % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
S | R S | R S | R S | R S | R S | R S | R
P. kudriavzevii 0 0 100 905 6,8 2,7 2,7 2,7 946 0 0 100 932 6,8 0 54 2,7 919 0 0 100
(C. krusei) (n=74) © © @@ 6n$n 6 @ @ @ w0 ©O ©O© @ ) 6 O @D @@ 6 (© © (4
K. marxianus 909 91 0 90,9 0 91 818 0 18,2 0 0 100 818 91 91 91 182 727 0 0 100
(C. kefyr) (n=11) w o O @w o @O O O &6 o O @@ o o o O 6@ O O da
S. xylopsoci 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100 75 25 0 0 0 100 0 0 100
(C.xylopsoci)(n=4) () © & & © © © ©O© @ O O @ & O O O O @ O O @
C. albicans (n=2) 100 0 0 100 0 0 0 0 100 0 50 50 100 0 0 0 100 0 0 0 100
@ o o @ O 0O O O & 0o o O @ 0O O O @ o0 O O @
C. glabrata (n=1) 0 100 0 0 100 0 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0 0 100
oo o o o O © © o o O O o OO O O O o @O O O GO
C. rugosa (n=1) 0 100 0 100 0 0 0 0 100 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100
o o o O OO O © O O O oo o @O 0O O O o @O O O GO
Toplam (%) 129 32 839 903 65 32 119 21 86 0 1,1 989 903 8,6 1,1 53 6,5 88,2 0 0 100
(n=93) (12 3 ) @) 6 @ a1 @ 6) O @O @) 64 @ @O © € ©6) 0 0 (93

S: Susceptibility (Duyarl); I: Intermediate (Orta seviye duyarli); R: Resistant (Direngli)
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Cizelge 3.8: Siit ineklerinden izole edilen tiirlerin antifungal ajanlara kars1 direnclilikleri

Flukonazol Vorikonazol Kaspofungin Itrakonazol Ketokonazol Amfoterisin B Flusitozin
(10 pg) (1 ng) (S ng) (10 pg) (10 pg) (20 pg) (1 ng)
Tiirler % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
S | R S | R S | R S | R S | R S | R S | R
P. kudriavzevii 0 0 100 926 5,6 1,8 0 1,8 98,2 0 0 100 100 0 0 0 1,8 98,2 0 0 100
(C. krusei) (n=54) © O G4 G ¢ @O ©O @O 63 O ©O© 5 G4 O © ©O© @O 63 O (© (4
K. marxianus 89,8 0 10,2 898 51 51 7,7 48,7 43,6 0 0 100 923 7,7 0 2,6 0 97,4 0 0 100
(C. kefyr) (n=39) @B O @ 6B @ @ @ @ 7y O ©O© @) € ¢ O @O ©O© E O O 69
S. xylopsoci 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100
(C. xylopsoci) (n=4) o o v @ O O ©O© O @*» O O @ @ O OO0 O O @@ O O @
C. parapsilosis (n=1) 100 0 0 100 0 0 100 0 0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 0 100
m o o @O o ©Oo @O ©Oo O O O @O O O O O O O O O @O
C. rugosa (n=1) 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100
o o @ @O o O ©o o o O OO @O o O OO0 O O O O O @O
Toplam (%) 36,4 0 63,6 92 5 3 4 20,2 758 0 0 100 97 3 0 2 1 97 0 0 100
(n=99) @ O 63 (9 6 @ @ @ B O © (9 @ @ © @ (@ () (© (© (99

S: Susceptibility (Duyarli); I: Intermediate (Orta seviye duyarli); R: Resistant (Direngli)
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4. TARTISMA

Mastitis, siit hayvanlarinin sagligin1 ve refahini tehdit eden, siit kalitesini ve miktarini
etkileyerek ekonomik kayiplara ve siit endiistrisinde de en fazla zarara neden olan siit
hayvanlarinin en yaygin hastaligidir (Ariton vd., 2022; Morales-Ubaldo vd., 2023). Siit
ineklerinin itlaf edilmesi (%39,4), klinik mastitis (%32,3) ve subklinik mastitis (%18,2)
gibi nedenlerle meydana gelen siit iiretimindeki azalma, ekonomik etkinin temel
unsurlarini olusturan ii¢ ana bilesen olarak kabul edilmektedir (De Vliegher vd., 2012;
Guimardes vd., 2017). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2023 yili Haziran ay1
verilerine gore Tirkiye'de sigir varligr 16 520 965 bas iken manda varlig1 166 803 bas
olarak bildirilmistir. Hayvan sayilarinda 2022 yili verilerine gore, sigir varliginda
%?2'lik, manda varhginda %2,9’luk azalma meydana gelmistir (TUIK, 2023). Benzer
sekilde, ¢ig siit iiretiminde inek siitii tiretimi 2022 yilinda bir onceki yila gore %6,8
azalarak 19 912 135 ton olurken manda siti tretimi %31,5 azalarak 43 589 ton
olmustur. TUIK verilerinde, 2022 yilinda ¢ig siit iiretiminin %92,3"iiniin inek siitiinden
olustugu sadece %0,2'sinin ise manda siitiinden elde edildigi bildirilmistir (TUIK,
2022). TUIK verilerine gére, iilke ekonomisi i¢in bilyilkk 6dnemi olan sigir ile manda
varliginda ve ¢ig siit iiretiminde ciddi bir diisiis goriilmektedir. Manda varlig1 ag¢isindan
diisiis olsa da, Afyonkarahisar 6zellikle manda yetistiriciligi ve manda siitiinden yapilan
geleneksel Afyon kaymag: iiretimi agisindan iilke pazarinda ve ekonomisinde onemli

bir paya sahiptir (Yakan ve Seker, 2022; Seker ve Dogan, 2023).

Mastitisin infeksiyon nedenli etiyolojik ajanlar1 arasinda gdsterilen mantarlara
iliskin gelisen mikotik mastitis, Tiirkiye'de ilk olarak Arda ve Istanbulluoglu (1979)
tarafindan bildirilmistir. Glinlimiizde hem diinyada, hem de Tiirkiye'de mastitis
etiyolojisine yonelik arastirmalarda mikotik mastitis etkenlerinin varligi rapor edilmekte
ve siit hayvanlarinda meydana gelen mastitis vakalarinin  %2-13"iniin fungal
etkenlerden kaynaklandig belirtilmektedir (Ozeng vd., 2008; Seker ve Ozeng, 2011;
Dworecka-Kaszak vd., 2012; Cilvez ve Turkyilmaz, 2019; Hizlisoy vd., 2020; Kurt ve
Eksi, 2021; Yiiksel Dolgun vd., 2022; Raheel vd., 2023; Miao vd., 2023). Mikotik
mastitislerin epidemiyolojisinde; kontamine siitlerin makina veya elle sagilmasi, hayvan

sahipleri ve veteriner hekimlerin nonspesifik, uzun siireli ve sik antibiyotik kullanima,
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kontamine antibiyotik, kaniil ve enjektorlerin meme i¢i uygulanmasi gibi nedenlerin
etkili oldugu bildirilmektedir (Dworecka-Kaszak vd., 2012; Hamadani vd., 2013;
Hizlisoy vd., 2020).

Mastitisin sahadaki teshisi genellikle, siitteki somatik hiicre sayisinin (SHS)
belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Alhussien ve Dang, 2018; Moroni vd., 2018). Bu
amacla da, gelismis teknolojik ekipmanlara gerek duyulmayan basit¢e uygulanabilen,
kullanigli, hizl1 sonu¢ veren ve ekonomik bir test olmasi nedeniyle sahada en yaygin
olarak kullanilan test California Mastitis Testdir (CMT) (Ozeng vd., 2008; Ozeng vd.,
2019; Kumar vd., 2023). Genellikle subklinik mastitislerin teshisi amaciyla kullanilan
bu test, siitteki SHS miktarina yonelik kabaca sayisal deger vermekle birlikte, SHS'nin
yiiksek veya diisiik olduguna dair tahmini bir fikir verebilmektedir (Ozeng vd., 2008;
Goncagiil vd., 2023). Cezayir'de ineklerde mikotik mastitise neden olan etkenleri
arastiran bir ¢alismada, mikotik mastitis etkeni olarak belirlenen 86 Candida izolatinin
16’simn1in (%18,6) CMT skoru negatif olarak kayit altina alinan ve bu nedenle de saglikli
olduklari diisiiniilen ineklerden izole edildigi bildirilmistir (Ksouri vd., 2015). Genel bir
kan1 olarak CMT'ye pozitif reaksiyon veren hayvanlara siiphe ile yaklasilmasi
onerilmektedir (Gezgen ve Seker, 2016). Bununla birlikte, CMT reaksiyonu negatif
olarak belirlenen hayvanlarin meme loblarindan da mastitis patojenlerinin izole edilmesi
nedeniyle, CMT reaksiyonlarinin, mikrobiyolojik kiiltiir sonuglariyla birlikte
degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmakta ve mastitis teshisinde mikrobiyolojik kiiltiir
altin standart olarak kabul edilmektedir (Ozeng vd., 2008; Duarte vd., 2015; Gezgen ve
Seker, 2016; Yilmaz ve Seker, 2022). Afyonkarahisar'da farkli laktasyon
donemlerindeki mandalardan izole edilen etkenler ile CMT sonuglar1 arasindaki iliskiyi
inceleyen mevsimsel bir arastirmada, manda mastitislerinde Candida tiirlerinin yogun
olarak izole edildigi donemlerde CMT skorunda 6nemli bir artis goriilmedigi, ayrica
CMT negatif meme loblarindan da izolasyon gerceklestirildigi bildirilmistir (Ozeng vd.,
2008).

Bu Tez caligmasinda, 301 Anadolu mandasina ait 1188 meme lobuna ve 332 siit
inegine ait 1321 meme lobuna CMT uygulandi. Mandalarda CMT'ye pozitif reaksiyon

veren toplam 394 meme lobundan 15, siipheli reaksiyon veren 550 meme lobundan 30
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ve negatif reaksiyon veren 244 meme lobundan 48 Candida siipheli izolat elde edildi.
Ineklerde ise CMT pozitif 396 meme lobundan 42, CMT siipheli 392 meme lobundan
42 ve CMT negatif 533 meme lobundan 15 Candida siipheli izolat elde edildi. Elde
edilen veriler diger arastiricilarin (Ozeng vd., 2008; Ksouri vd., 2015) bulgular ile
karsilastirildiginda, CMT skorlamasina gore izolat sayilarinin dagilimi arasinda
farkliliklar oldugu belirlendi. Bu farkliliklarda, bazi arastiricilarin da (Sargeant vd.,
2001; Sanford vd., 2006; Pyorild, 2009) belirttigi gibi, CMT'nin spesifite ve
sensitivitesinin degisken olabilmesinin etkili olabilecegi diisiiniildii. Calismada,
mandalarda daha yiiksek oranda olmak iizere hem manda hem de ineklerde CMT
negatif meme loblarindan da iireme tespit edildi. Bu sonug, subklinik mastitis teshisinde
CMT'nin tek basina yeterli olmayabilecegini ve bazi arastiricilar tarafindan vurgulandig:
gibi (Ozeng vd., 2008; Duarte vd., 2015; Gezgen ve Seker, 2016; Yilmaz ve Seker,
2022), CMT bulgularinin mikrobiyolojik kiiltiirle birlikte degerlendirilmesinin daha

saglikli sonuglara ulagsmada etkili olabilecegini diisiindiirdii.

Mastitisli ruminantlardan izole edilen Fungal mastitis patojenleri arasinda en sik
karsilagilanlar Candida tiirleridir (Ozeng vd., 2008; Erbas vd., 2017; Sonmez ve Erbas,
2017, Cilvez ve Turkyilmaz, 2019; Khalaf vd., 2021; Awandkar vd., 2023; Raheel vd.,
2023). Candida cinsi igerisinde mastitislerden izole edilen en yaygmn tiir C. albicans
olarak kabul edilse de son yillardaki arastirmalarin ¢ogunda non-albicans tiirlerin
izolasyonunda artis goriilmektedir (Dworecka-Kaszak vd., 2012; Erbas vd., 2017; Du
vd., 2018; Ibrahim vd., 2019; Hizlisoy vd., 2020; Sav ve Oztiirk, 2022; Raheel vd.,
2023; Miao vd., 2023).

Mastitisli ~ ruminantlardan Candida tiirlerinin  izolasyonunu amaglayan
aragtirmalarin genellikle siit inekleri lizerinde yogunlastigi, etkenlerin mandalardan
izolasyonuna yonelik ise sinirli sayida calisma (Moshref, 2004; Seker ve Ozeng, 2011;
Khalaf vd., 2021; Mohamed vd., 2022; Hassan vd., 2023) oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Bu caligmalarda, mastitisli siitlerden izole edilen tiirlerin yaygmlhigi ve dagilimi
acisindan farkliliklar bulunmaktadir. Misir’da yapilan doktora tez ¢alismasinda, 104
sagmal mandaya ait 393 meme lobu siit 6rneginden en yiiksek oranda C. albicans'in

(%32,9) izole edildigi, bu etkeni C. tropicalis (%25,6), C. parapsilosis (%15,9), C.
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krusei (%15,9) ve C. rugosanin (%9,8) takip ettigi bildirilmistir (Moshref, 2004).
Misir’da yapilan ve farkli hayvan siitlerini iceren bir bagka caligmada 46 manda siitii
orneginden 15 (%32,6) Candida spp. izolasyonu yapildigi, 15 izolatin besinin C.
albicans, ikisinin C. krusei, ikisinin C. glabrata, t¢iiniin C. tropicalis ve tigliniin de
diger Candida tiirleri olarak tanimlandigi belirtilmistir (Khalaf vd., 2021). Mohamed
vd. (2022) tarafindan subklinik mastitisli mandalardan maya ve kiifleri izole etmek i¢in
yapilan bir baska arastirmada, 75 subklinik mastitisli siit orneginin 55'inden maya ve
kiiflerin {iredigi bildirilmistir. Aym1 ¢alismada, Candida cinsi mayalardan sadece C.
albicans'm identifiye edildigi ve bu etkenin tek basina izolasyon oranmnin %33,33
(15/55) oldugu vurgulanmistir. Bir baska aragtirmada, subklinik mastitisli mandalari
tespit etmek icin White Side Testi (WST) uygulanan ve teste pozitif reaksiyon veren 20
mandadan alinan siit 6rneklerinden 30 maya kolonisi izole edildigi, izolatlarin C.
albicans %46,67 (14/30), C. parapsilosis %30 (9/30) ve C. krusei %23,33 (7/30) olarak
identifiye edildigi belirtilmistir (Hassan vd., 2023).

Tiirkiye’de Afyonkarahisar'da yapilan bir calismada klinik ve subklinik
mastitisli  Anadolu mandalarindan 324 meme lobu siit Orneginin incelendigi,
orneklerden 66 Candida izolati elde edildigi ve izolatlarin identifikasyonunun API 20C
AUX yeast ticari identifikasyon Kiti kullanilarak gerceklestirildigi rapor edilmistir. Ayni
caligmada identifiye edilen tiirler; C. krusei (18/66), C. rugosa (11/66), C. kefyr (8/66),
C. tropicalis (7/66), C. albicans (6/66), C. zeylanoides (4/66), C. parapsilosis (4/66), C.
guilliermondii (3/66), C. famata (3/66), C. glabrata (2/66) ve Candida ciferrii (1/66)

olarak verilmistir (Seker ve Ozenc, 2011).

Mastitisli  ineklerden Candida tiirlerinin izolasyonuna yonelik yapilan
aragtirmalarin sayis1 mandalara kiyasla daha fazladir. Danimarka'da, mastitis nedeni
olarak Candida tiirlerinin arastirildig1 bir ¢alismada, mastitisli siit ineklerine ait toplam
2896 meme lobu siit 6rnegi incelenmistir. Bir yil siiren incelemeler sonucunda Candida
kaynakli mastitis oran1 %1,2 (n=35) olarak belirlenmis ve izole edilen tiirler C. krusei
(n=17), C. rugosa (n=6), C. kefyr (n=6), C. tropicalis (n=3), Candida catenulata (n=2)
ve Candida valida (n=1) olarak bildirilmistir (Aalb&K vd., 1994). Yunanistan’nin
kuzeyinde 1997-2001 yillar1 arasinda 580 siit inegine ait klinik mastitisli 608 meme
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lobu siit 6rnegi mayalar yoniinden incelenmis ve API 20C AUX yeast identifikasyon
kiti kullanarak 34 (%5,59) Candida tiirii belirlenmistir. Tirler arasinda en yiiksek
izolasyon oranma C. tropicalis'in (%41,18; n=14) sahip oldugu, bu oran1 C. krusei
(%17,65; n=6), C. albicans (%11,76; n=4), C. kefyr (%11,76; n=4), C. parapsilosis
(%8,82; n=3) ve C. rugosanin (%8,82; n=3) izledigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada,
mayalarin meme bezi patolojisinde agik¢a rol oynadigi vurgulanmistir (Bourtzi-
Hatzopoulou vd., 2003). Brezilya’da de Casia Dos Santos ve Marin (2005) tarafindan
37 ciftlikteki mastitisli ineklerden 260 meme lobu siit 6rnegi Candida tiirleri yoniinden
incelenmistir. Caligsmada, klasik izolasyon yontemleri kullanilarak, orneklerden 45
(%17,31) Candida tiirii belirlenmis ve tiirlerin dagilimi C krusei (n=20), C. rugosa
(n=11), C. albicans (n=4), C. guilliermondii (n=4), C. parapsilosis (n=2), C.
zeylanoides (n=1), Candida vini (n=1), C. famata (n=1) ve C. tropicalis (n=1) olarak
verilmistir. Brezilya’da mastitisli ineklerden Candida tiirlerinin izole edilmesi amaciyla
yapilan basgka bir ¢alismada, 428 meme lobu siit 6rneginden 55 (%12,8) Candida izolati
elde edilmis ve en sik izole edilen tiirler C. krusei (n=19), C. parapsilosis (hn=14), C.
tropicalis (n=10), C. albicans (n=7), C. glabrata (n=2), C. rugosa (n=1) ve diger
Candida tiirleri (n=2) olarak bildirilmistir. Arastiricilar, elde ettikleri bu sonuglarin
NAC tiirlerinin ineklerde mikotik mastitiste onemli rol oynayabilecegini diisiindiiklerini
vurgulamiglardir (Sartori vd., 2014). Meksika'da mastitisli ineklere ait toplam 1095
meme lobu siit ornegi klasik kiiltiirel yontemler ve fenotipik testler kullanilarak maya
tiirleri yoniinden arastirilnug, 20 farkli Candida tiirii identifiye edilmis ve en yiiksek
oranda izole edilen tiirlerin C. glabrata (%30,14) ve C. krusei (%27,65) oldugu
belirtilmistir. Arastiricilar, mastitisli meme loblarindan sadece 11 (%3,9) C. albicans
izole edildigini, bu nedenle de, NAC tiirlerinin ineklerde mikotik mastitiste daha etkin
bir rol oynayabilecegini vurgulamislardir (Zaragoza vd., 2011). Toxqui-Munguia vd.
(2022) tarafindan Meksika’da yapilan bagka bir ¢alismada, subklinik mastitisli 52 meme
lobu siit 6rneginden klasik kiiltiirel yontemler ve CHROMagar kullanilarak dokuz C.
glabrata, bes C. krusei ve bir C. lipolytica izole edildigi bildirilmistir. Polonya’da
yapilan bir arastirmada, 2122 meme lobu siit 6rneginde 145 (%6,83) Candida tiirii
belirlendigi, tiirler arasinda en yiiksek izolasyon oranlarina C. krusei (%41,33; n=62), C.
kefyr (%32; n=44) ve C. lusitaniae'nin (%11,33; n=17) sahip oldugu, diger tiirlerin ise

daha disiik oranlarda belirlendigi rapor edilmistir (Wawron vd., 2010). Dworecka-
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Kaszak vd. (2012) tarafindan Polonya'da yapilan baska bir calismada, mastitisli 44
inege ait 66 meme lobu siit 6rnegi incelenmistir. Calismada, klasik kiiltiirel yontemleri
takiben, APl ID32C yeast identifikasyon kiti kullanarak identifiye edilen izolatlardan
rastgele secilen bazi izolatlar PZR ile dogrulanmistir. Calisma sonucunda 55 (%35,59)
Candida izolat1 belirlenmis ve identifiye edilen Candida tiirleri; C. parapsilosis (n=25),
C. krusei (n=15), C. lusitaniae (n=5), C. famata (n=5), C. guilliermondii (n=3), C.
tropicalis (n=1) ve C. albicans (n=1) olarak bildirilmistir. Japonya'da 3244 meme
lobunun 6rneklendigi bir ¢alismada, izole edilen 58 mikotik izolata uygulanan cins-
spesifik PZR sonrasi, izolatlarin 23'iniin Candida cinsine ait oldugu belirlenmistir.
Calismada izolatlara sekans analizi yapilmig ve tiirler C. tropicalis (n=14), C. rugosa
(n=3), C. albicans (n=1), Candida ethanolica (n=1), C. parapsilosis (n=1), Candida
maltosa (n=1), Candida pararugosa (n=1) ve Candida freyschussii (n=1) olarak
identifiye edilmistir. Arastiricilar ayrica, sekans analizi ile P. kudriavzevii (C. krusei;
n=22), Clavispora lusitaniae (C. lusitaniae; n=5) ve K. marxianus (C. kefyr; n=4)
tirlerinin de identifikasyonlarin1 gergeklestirdiklerini bildirmislerdir (Hayashi vd.,
2013). Misir'da antibiyotik tedavisine yanit vermeyen kronik mastitisli 40 meme lobu
stit 6rneginden 37 mantar izolati elde edilmis ve bunlarin 24'i PZR ile C. albicans
olarak bildirilmistir (Bakr vd., 2015). Eldesouky vd. (2016) tarafindan Misir’da
mastitisli siit ineklerinde Candida tiirlerinin prevalanst ve C. albicans'in molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaciyla yapilan bir arastirmada, 150 siit 6rneginden 41’inde
(%27,3) Candida tiirii identifiye edilmistir. Identifiye edilen tiirlerin %29,27’si C.
albicans (n=12), %19,51°1 C. tropicalis (n=8), %19,51°1 C. guilliermondii (n=8),
%14,63’i C. glabrata (n=6), %12,20’si C. krusei (n=5) ve %4,88’i C. kefyr (n=2)
oldugu rapor edilmistir. Misir’da C. albicans’in identifikasyonu ve viriilens genleri
varliginin molekiiler yontemler kullanilarak arastirildigi bir bagka calismada, mastitisli
50 meme lobu siit 6rneginden dort (%8) C. albicans, ii¢ (%6) C. parapsilosis ve iki
(%4) C. tropicalis identifiye edildigi bildirilmistir (Mousa vd., 2016). Raheel vd. (2023)
tarafindan yine Misir’da yapilan bir arastirmada, 120 inek siitinden izole edilen
Candida tiirleri C. guilliermondii (%26,7; n=4), C. tropicalis (%20; n=3), C. albicans
(%20; n=3), C. parapsilosis (%13,3; n=2) ve C. kefyr (%13,3; n=2) olarak rapor
edilmistir. Cin'in Ningxia bolgesinde MALDI TOF-MS sistemiyle klinik mastitisli

ineklerin 482 meme lobu siitiinden, 43 Candida (%16,8) tiirii identifiye edilmistir.

109



Identifiye edilen tiirler C. krusei (%82,38; n=14), C. parapsilosis (%35,29; n=6), C.
lusitaniae (%29,41; n=5), C. lipolytica (%29,41; n=5), C. rugosa (%23,53; n=4), C.
tropicalis, (%17,65; n=3), C. utilis (%17,65; n=3) ve C. sphaerica (%17,65; n=3) olarak
belirtilirken, arastirmada C. albicans tespit edilemedigi bildirilmistir (Du vd., 2018).

Tiirkiye’de de diinyadaki galigmalara benzer sekilde, siit ineklerinden Candida
izolasyonunu amaglayan arastirma sayis1 oldukca fazladir. Izmir ve Afyonkarahisar'da
orneklenen 422 inege ait 1620 meme lobu 6rneginden 207 Candida izolati API 20C
AUX yeast identifikasyon kiti kullanilarak tiplendirilmistir. Caligmada, en yaygin izole
edilen tiirtin C. krusei (%34,8; n=72) oldugu ve bunu C. rugosa (%16,4; n=34), C. kefyr
(%12,6; n=26), C. albicans (%10,1; n=21), C. tropicalis (%9,2; n=19), C. zeylanoides
(%5,8; n=12), C. parapsilosis (%4,3; n=9), C. guilliermondii (%3,4; n=7), C. famata
(%1,9; n=4) ve C. glabrata'nin (%1,4; n=3) izledigi belirtilmistir (Seker, 2010). Aydin
ili’nde subklinik mastitisli 152 siit ineginden 339 meme lobu siit 6rnegi toplanmis ve siit
orneklerinden 41’inde (%12,1) API 20C AUX yeast identifikasyon sistemiyle maya
identifikasyonu yapilmustir. Identifikasyon sonucunda 34 Candida tiirii belirlenirken
bunlar; C. krusei (n=15), C. kefyr (n=12), C. guilliermondii (n=3), C. famata (n=2),
Candida utulis (n=1) ve C. rugosa (n=1) olarak rapor edilmistir (Tiirkyilmaz ve
Kaynarca 2010). Erbas vd. (2017) tarafindan yine Aydin ili’nde yapilan bir ¢alismada,
260 mastitisli siit Orneginden 46 (%17,7) Candida izolasyonu yapilmis, ticari
identifikasyon kiti ve nested PZR sonuglarina gore; C. tropicalis (%26,1; n=12), C.
parasilosis (%21,7; n=10), C. kefyr (%17,4; n=8), C. krusei (%17,4; n=8), C. rugosa
(%13; n=6) ve C. glabrata'nin (%4,3; n=2) identifiye edildigi bildirilmistir. Tekirdag
ili’nde mastitisli 100 siit 6rneginden 25 maya izolasyonu yapilmis ve izolatlarin API
20C AUX Kiti ile identifikasyonu sonucunda; C. krusei (n=8), C. albicans (n=5), C.
kefyr (n=3), Candida boidinii (n=3), C. famata (n=3), C. spherica (n=2) ve Candida
thermophilia (n=1) identifiye edilmistir (Sonmez ve Erbas, 2017). Cilvez ve Tiirkyilmaz
(2019) tarafindan Denizli'de subklinik mastitisli siit ineklerinden 400 meme lobu siit
ornegi klasik kiiltiirel yontemlerle incelenmis ve 96 (%24) Candida izolati
belirlenmistir. Izolatlara yapilan sekans analizi sonrasinda 96 izolatin 95'i Candida tiirii
olarak dogrulanmis ve tiirler; C. parapsilosis (%23,2; n=22), C. krusei (%22,1; n=21),
C. kefyr (%20; n=19), C. albicans (%16,8; n=16), C. tropicalis (%9,5; n=9), C. glabrata
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(%4,2; n=4), C. guilliermondii (%3,2; n=3) ve C. lipolytica (%1,1; n=1) olarak
identifiye edilmistir. Burdur'da mastitis sorunu olan isletmelerdeki 178 siit ineginden
686 meme lobu siit 6rneginin mayalar yoniinden incelendigi, 6rneklerden 49’undan
(%7,14) maya izolasyonu yapildigt ve bu izolatlardan besinin (%10,2) klasik
yontemlerle C. albicans olarak identifiye edildigi bildirilmistir (Sav ve Oztiirk, 2022).
Yiiksel Dolgun vd. (2022) tarafindan izmir'de klinik mastitisli 100 siit drneginden klasik
yontemlerle 23 (%23) Candida izolati elde edildigi, izolatlarin kromojenik agar
kullanilarak 20’sinin (%86,96) C. krusei, ikisinin (%8,70) C. albicans ve birinin
(%4,35) C. tropicalis olarak tanimlandigi bildirilmistir. Ayni1 c¢aligmada izolatlara
sekans analizi de yapildig1 ve sekans sonuglarina gore tiirlerin 20'sinin P. kudriavzevii
(C. krusei), ikisinin C. albicans ve birinin de C. tropicalis olarak dogrulandigi

vurgulanmistir.

Bu Tezde; Anadolu mandalarina ait 1188 meme lobundan izole edilen 93
Candida (%7,82) izolat1 ve siit ineklerine ait 1321 meme lobundan izole edilen 99
Candida (%7,49) izolatina, ITS bolgesini hedef alan ve ilk kez bu ¢aligmada tasarlanan
cins-spesifik primerler kullanilarak uygulanan PZR ile tiim izolatlarin Candida cinsine
ait oldugu dogrulandi (Fotograf 3.4 ve 3.5). PZR ile Candida oldugu belirlenen tiim
izolatlara tek yon Sanger sekans analizi uygulandi. Buna gore, mandalardan elde edilen
izolatlardan %79,59’u P. kudriavzevii (C. krusei, n=74), %11,82’si K. marxianus (C.
kefyr, n=11), %4,3"i S. xylopsoci (C. xylopsoci, n=4), %2,15’i C. albicans (n=2),
%1,07’si C. glabrata (n=1) ve %1,07’si C. rugosa (n=1) olarak identifiye edildi. Siit
ineklerinden izole edilen tiirlerin ise %54,54’t P. kudriavzevii (C. krusei, n=54),
%39,4’t K. marxianus (C. kefyr, n=39), %4,04’ii C. xylopsoci (n=4), %1,01’i C.
parapsilosis (n=1) ve %1,01°’i C. rugosa (n=1) olarak identifiye edilirken, siit
ineklerinden C. albicans identifiye edilemedi. Calismada hem mandalar hem de siit
ineklerinden en yiiksek oranda izole edilen tiirler P. kudriavzevii (C. krusei) ve K.
marxianus (C. kefyr) oldu. Calismada izole edilen tiirlerin tamamina yakininin NAC
tirleri olmas1 konu ile ilgili diger arastiricilarin bulgulariyla benzerlik gostermekle
birlikte, tiirlerin dagilimi ve izolasyon oranlar1 farklilhik gosterdi. Ortaya ¢ikan bu
farklilikta, 6rneklenen hayvan ve meme lobu sayilari, hayvanlarin mastitis durumlar

(subklinik ya da klinik mastitis), cografik ve epidemiyolojik farkliliklar, tiirlerin orijini
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gibi faktorlerin yani1 sira, kullanilan izolasyon ve identifikasyon yontemlerinin
farkliliginin da etkili olabilecegi diistiniildii. Mastitisli ruminantlardan Candida
tiirlerinin izolasyonuna yonelik yapilan ve yukarida detaylar1 ile verilen arastirmalarin
bliyiik bir kisminda izolasyon ve identifikasyonun, geleneksel Kkiiltiirel yontemler,
fenotipik ve morfolojik degerlendirmeler ve ticari identifikasyon kitleri kullanilarak
gerceklestirildigi goriilmektedir. Sinirlt sayida arastirmada ise, izolatlara genelde ayni
oldugu belirlenen cins-spesifik universal ITS primerleri (ITS1/2, 1TS3/4) kullanilarak
PZR uygulandigi dikkati ¢ekmistir. Genel olarak, tim mantarlarda ortak oldugu bilinen
18S, 5.8S ve 28S rDNA alt tinitelerinden olusan {i¢ ribozomal gen bolgesi bulunmakta,
ancak bu bolgelerin ¢ok tekrarli ve ileri derecede korunmus bolgeler olmalari nedeniyle
tiir diizeyinde identifikasyon i¢in uygun olmadiklar1 belirtilmektedir. Bununla birlikte,
18S, 5.8S ve 28S rDNA alt {initelerini kodlayan {i¢ gen bolgesinin arasinda yer alan ve
protein kodlamayan bdlge olarak bilinen ITS bolgelerinin ise, ozellikle tiir diizeyinde
identifikasyona uygun bolgeler olduklar1 vurgulanmaktadir (Chen vd., 2001; Leaw vd.,
2006; Yang vd., 2018). Bu calismada da ilk olarak, molekiiler teshise yonelik
arastirmalarin hemen hepsinde kullanilan ve referans olarak verilen cins-spesifik
universal ITS (ITS1, ITS2, ITS3, ITS4) primerleri kullanildi. Ancak, bu primerler
calismada izole ettigimiz Candida siipheli izolatlar1 ve bazi kontrol suslarimi PZR'da
dogrulayamadi. Bu nedenle sunulan ¢alismada, fenotipik izolasyonu takiben elde edilen
izolatlar icin daha genis bir ITS bélgesini iceren, daha 6nce baska bir aragtirmada
kullanilmamis yeni ITS primerleri sentezletildi ve izolatlara bu primerler ile PZR
uyguland1. Onceki universal primerler (ITS1, ITS2, ITS3, 1TS4) ile dogrulamasi
yapilamayan ¢ok sayida izolat, yeni sentezletilen ITS primerleri ile Candida olarak
dogrulandi. PZR"1 takiben de izolatlara tiir bazinda identifikasyonda daha hassas ve net
sonu¢ veren sekans analizi yapildi. Diger arastirmalarla kiyaslandiginda, hem bu
calismada yeni tasarlanan primer dizilerinin kullanimi, hem de uygulanan sekans
analizinin izolasyon oranlarindaki farklilikta en etkili faktor olabilecegi diisliniildii.
Bunun yani sira, sunulan ¢alismada elde edilen C. albicans izolasyon orani beklenenden
daha diisliktli. Bazi arastiricilar, C. albicans'in daha ¢ok klinik ve/veya kronik mastitise
neden olabilecegini ve bu nedenle de klinik ve/veya kronik mastitisli ruminantlardan
izolasyon oraninin daha yiiksek oldugunu vurgulamaktadir (Bakr vd., 2015; Eldesouky
vd., 2016; Mousa vd., 2016). Bu calismada 6rneklenen hayvanlarda klinik veya kronik
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mastitis tespit edilmemesinin, C. albicans'a ait diisiik izolasyon oranimi agiklayabilir
nitelikte olabilecegi diisiiniildii. Ayrica, diger arastiricilarin bulgularinda verilen yiiksek
C. albicans izolasyon oranlarinda, genellikle mastitislerden sorumlu primer maya
patojeni olarak bu tiiriin diisiiniilmesi ve mastitisli hayvanlardan bu tiiriin izolasyonuna

agirlik verilmesinin etkili olabilecegi diisiiniildii.

Ruminantlarda mastitis patojeni Candida tiirleri arasinda yer alan C. albicans, C.
krusei ve C. tropicalis'in hizli tanimlanmasinda ticari olarak farkli firmalara ait farkli
kromojenik besiyerlerinin kullanim1 giderek yayginlasmaktadir (Cilvez ve Turkyilmaz,
2019; AL-Abedi, 2020; Yiksel Dolgun vd., 2022). Cilvez ve Tiirkyilmaz (2019)
tarafindan yapilan ve Candida Kromojenik Agardaki (CCA) izolasyon oranlari ile
sekans analizi sonug¢larinin karsilastirilmali olarak verildigi bir ¢alismada, CCA'nin 47
Candida izolatinin 46’sin1 dogru bir sekilde identifiye ettigi, 6zellikle C. tropicalis ve
C. krusei identifikasyonlarinda %100 basar1 gosterdigi, C. krusei, C. tropicalis ve C.
albicans disindaki diger tiirlerin birbirlerine yakin renk tonlarinda {ireme
gostermelerinden dolayr bu {i¢ tiir disindaki mayalan tiir diizeyinde belirleyemedigi

belirtilmistir.

Bu Tez calismasinda kromojenik besiyeri olarak kullanilan CCA'nin manda ve
ineklerden elde edilen 138 izolatin 131°ini (%94,9) dogru bir sekilde tanimladig:
belirlendi. CCA'nin; mandalardan izole edilen C. krusei izolatlarin1 belirlemede %94,9
(74/78), C. albicans ve C. glabrata izolatlarin1 belirlemede ise %100 basarili oldugu
tespit edilirken, siit ineklerinden elde edilen C. krusei izolatlarin1 belirlemede basari
orant %96,4 (54/56) olarak bulundu. Bununla birlikte, siit ineklerinden izole edilen ve
CCA'da C. tropicalis siipheli olarak degerlendirilen bir izolatin ise sekans analizi
sonras1 C. rugosa oldugu tespit edildi. Elde edilen verilere gore, CCA'nin sadece C.
krusei, C. albicans ve C. glabrata tiirlerini tanimlamada basarili oldugu, iiretici firmanin
C. tropicalis'i de tanimladigini belirttigi bu kromojenik besiyerinin C. tropicalis'i yanlis
pozitif olarak tanimladig: belirlendi. Bununla birlikte, iiretici firma bilgilendirmesinde
mor-pembe renkli kolonilerin C. krusei olarak identifiye edilmesi gerektigi
belirtilmektedir. Ancak ¢alismada CCA'da C. krusei siipheli olarak degerlendirilen ve

sekans analizi sonras1 C. Krusei olduklar1 dogrulanan izolatlarin pembe renkli koloniler
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olusturdugu, bu nedenle de agik pembe tonlarda olusan kolonilerin de C. krusei olarak
degerlendirilmesine neden oldugu goriildii. Inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicaklig
gibi faktorlerin tiirlerin kromojenik agarlardaki pigmentasyon gelisimini etkileyebilmesi
nedeniyle, mikolojik tani laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan bu besiyerlerinde
stipheli oldugu belirlenen izolatlarin identifikasyonlarinin biyokimyasal veya molekiiler

yontemler kullanilarak desteklenmesinin dnemli olabilecegi diistintildii.

C. albicans'in 6nemli viriilens faktorleri arasinda yer alan hidrolitik enzimler, C.
albicans'in doku istilasin1 kolaylastiran, konakg¢1 hiicrelerine adhezyonunu saglayan ve
antifungal diren¢ gelisiminde rol oynayabilen faktorler olarak kabul edilmektedir
(Eldesouky vd., 2016; Talapko vd., 2021). C. albicans'm o&zellikle insan klinik
izolatlarinda bu hidrolitik enzimleri kodlayan SAP1, PLB1 ve ALS1 genlerinin varlig:
viriilens ile iliskilendirilmektedir (Shrief vd., 2019; Lim vd., 2021). Bununla birlikte,
mastitislerden izole edilen C. albicans izolatlarinda bu genlerin varliginin arastirildigi
siirh sayida ¢alisma vardir (Eldesouky vd., 2016; Mousa vd., 2016; AL-abidy vd.,
2019; Sav ve Oztiirk, 2022). Eldesouky vd. (2016) tarafindan klinik mastitisli
ineklerden izole edilen ve PZR ile dogrulanan sekiz C. albicans izolatinin tamaminin
PLB1 geni tasidigi bildirilmistir. Misir’da siit ineklerinde yapilan bir arastirmada,
mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen dort C. albicans izolatindan ikisinin PLB1 geni
tasidig1, birinin hem PLB1 hem de ALS1 geni tasidig1 ve bir izolatin ise PLB1, ALS1 ve
SAP1 genleri tagidig: tespit edilmistir (Mousa vd., 2016). Irak’ta mikotik mastitisli
ineklerden identifiye edilen 60 adet C. albicans izolatinin 57 (%95) tanesinde SAP1 ve
55 (%91,6) tanesinde ALS1 geni saptandigi belirtilmistir (AL-abidy vd., 2019).

Tiirkiye’de, Burdur ili’nde mastitisli inek siitlerinden identifiye edilen bes C.
albicans izolatinin birinde sadece PLB1 geni, birinde sadece ALS1 geni, ikisinde hem
PLB1 hem de ALS1 genleri varligi bildirilirken, bir izolatin da hicbir gene sahip
olmadig1 rapor edilmistir (Sav ve Oztiirk, 2022).

Bu Tez calismasinda, Anadolu mandalarindan izole edilen iki C. albicans

izolatinda ALS1, SAP1 ve PLB1 genlerinin varlig1 PZR ile arastirildi. Tiirlerden ikisinin
de SAP1 genini tagidig1 belirlenirken, tirlerde ALS1 ve PLB1 genleri bulunamadi. Elde
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edilen bu sonucun, ¢alismada izole edilen izolat sayisinin azlig ile iligkili olabilecegi
diistiniildii. Tez ¢alismasinin, Anadolu mandalarindan izole edilen C. albicans 1n SAP1
virlilens geni varliginin tespit edildigi ilk rapor olmasi bakimdan 6nemli oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, insan izolatlarinda viriilens ile iliskili oldugu
diisiiniilen bu genin, mastitis patogenezindeki rolii hakkinda yorum yapabilmek igin

daha fazla izolatla arastirma yapilmasi gerektigi diistintildi.

Farkl1 iilkelerde Candida kaynakli mastitislerden izole edilen tiirlerin antifungal
ajanlara direnglilikleri ¢esitlilik gostermektedir. Milanov vd. (2014) Sirbistan’da siit
ineklerinden izole ettikleri Candida tiirlerinin ¢esitli antifungallere direngliliklerini ticari
antifungal test kiti kullanarak aragtirmiglardir. Buna gore, arastiricilar C. Krusei
izolatlarinin tamaminin flukonazole ve flusitozine, C. rugosa izolatlarinin tamaminin
flusitozine ve C. kefyr izolatlarindan birinin ise amfoterisin B’ye direngli oldugunu
belirtmislerdir. Mendes vd. (2017) tarafindan Brezilya’da subklinik mastitisli inek
stitlerinden izole edilen Candida tiirlerinin antifungal direnglilikleri VITEK MS
yontemi ile aragtirllmistir. Calismada izole edilen 32 izolatin %5,62'sinin flukonazole,
%4,49'unun amfoterisin B'ye ve %2,25'inin vorikonazole diren¢li oldugu belirtilirken,
izolatlarda flusitozine karsi direng belirlenmedigi bildirilmistir. Cin’de klinik mastitisli
stit ineklerinden izole edilen Candida tiirlerinin antifungallere direngliliklerinin
belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmis ve izole edilen 14 C. krusei
izolatinin tamaminda fluorositozin, flukonazol, itrakonazol ve ketokonazole, ikisinde
amfoterisin B'ye (%14,3), sekizinde ise nistatine (%57,1) direng tespit edildigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada izole edilen alt1 C. parapsilosis izolatinda fluorositozine
%100, amfoterisin B'ye %33,3 ve itrakonazole %33,3 oranlarinda diren¢ bulundugu,
izolatlarin tamaminin ise flukonazol, nistatin ve ketokonazole duyarli oldugu

vurgulanmistir (Du vd., 2018).

Tiirkiye’de de mastitisli hayvanlardan izole edilen Candida tiirlerine iligkin
antifungal diren¢ oranlar1 farklilik gostermektedir. Hatay ili’nde yapilan bir Yiiksek
Lisans tezinde, siit ineklerinden izole edilen yedi izolatta antifungal direncin disk
difiizyon yontemi ile arastirildigi ve izolatlarin tamaminda flukonazole direng tespit

edildigi, ayrica izolatlarda itrakonazol, ketokonazol, vorikonazol, amfoterisin B ve
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flusitozine karsi da yiiksek direng oranlart elde edildigi bildirilmistir (Demir, 2016).
Erbas vd. (2017) tarafindan yapilan ve antifungal direncin belirlenmesinde disk
difiizyon yontemi kullanilan bir arastirmada, izole edilen 46 Candida izolatinin 42'sinde
flusitozine ve 26'sinda flukonazole direng belirlendigi rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada,
C. glabrata (n=2) izolatlarinin tamaminda flusitozin, flukonazol ve ketokonazole, 12 C.
tropicalis izolatinin 10'unda flusitozine, sekiz C. krusei izolatinin tamaminda flusitozin
ve flukonazole, altisinda amfoterisin B'ye, alt1 C. rugosa izolatinin tamaminda flusitozin
ve flukonazole, 10 C. parapsilosis izolatinin tamaminda flusitozin, sekizinde ise
flukonazole diren¢ belirlendigi bildirilmistir. Tekirdag'da mastitisli ineklerden izole
edilen C. krusei, C. albicans, C. boidinii, C. famata, C. kefyr, C. spherica ve C.
thermophilia izolatlarinin tamaminda flukonazol, mikonazol, amfoterisin B ve
flusitozine direng, ketokonazole ise duyarlilik belirlendigi rapor edilmistir (Sonmez ve
Erbas, 2017). Baska bir arastirmada, mastitisli siit 6rneklerinden elde edilen C. krusei
(n=20), C. albicans (n=2) ve C. tropicalis (n=1) izolatlarinin disk difiizyon yontemi
antifungal direnglilik sonuglari tiim izolatlar i¢in metronidazol ve flusitozine %100, C.
tropicalis disindaki izolatlar i¢in ise flukonazol ve mikonazole %95 olarak verilmistir

(Yiiksel Dolgun vd., 2022).

Bu Tez calismasinda; Anadolu mandalari ve siit ineklerinden izole edilen
Candida tiirlerinin antifungal direnglilikleri Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi
kullanilarak arastirildi. Manda ve ineklerden elde edilen izolatlarin antifungallere
direnclilik acisindan benzer profil sergiledigi goriildii. Anadolu mandalarindan izole
edilen tiirlerin tamaminda flusitozine direng belirlenirken, tiirlerde itrakonazol (%98,9;
n=92), amfoterisin B (%88,2; n=82), kaspofungin (%86; n=80) ve flukonazole (%83,9;
n=78) kars1 da yiiksek direng¢ oranlari elde edildi. Tiirlerin %90,3"i (n=84) vorikonazole,
%90,3'li (n=84) ketokonazole duyarliydi. Siit ineklerinden izole edilen 99 tiirlin tamam
itrakonazol ve flusitozine direncli iken, tiirlerin 96'sinda (%97) amfoterisin B'ye, 75'inde
(%75,8) kaspofungine ve 63'linde flukonazole (%63,6) kars1 direng belirlendi. Bununla
birlikte, tlirlerin 96'sinin (%97) ketokonazole, 91'inin (%92) ise vorikonazole duyarh
olduklar1 tespit edildi. Tiir bazinda degerlendirildiginde, hem manda hem de siit
ineklerinden izole edilen; C. krusei izolatlarinin tamami flukonazole direngliydi. C.

krusei'nin flukonazole intrinsik direng gostermesinin bu yiiksek direng oranini

116



aciklayabilecegi diisiiniildii. Genel olarak, C. albicans izolatlarinda flusitozine karsi
%10-30 arasi1 bir direngten bahsedilirken, son yillarda NAC tiirlerinde flusitozine kars1
artan bir diren¢ tespit edildigi vurgulanmaktadir (Sonmez ve Erbas, 2017; Yiiksel
Dolgun vd., 2022). Benzer sekilde bu ¢alismada C. albicans da dahil olmak tizere, izole
edilen tiim tiirlerde flusitozine karsi %100 direng belirlendi. Yapilan arastirmalarda,
mastitislerden izole edilen pek ¢ok Candida tiiriiniin genellikle ketokonazole duyarli
oldugu ya da diisiik diizeyde direng gosterdigi bildirilmistir (Sonmez ve Erbas, 2017;
Du vd., 2018). Sunulan ¢alismada da, tiirler bazinda duyarliligin en yiiksek oldugu
antifungal ajanlarin azol grubundan ketokonazol ve vorikonazol olmasi, bu antifungal
ajanlarin Orneklenen hayvanlar agisindan en etkili antifungaller oldugu diisiindiirdii.
Konu ile ilgili arastiricilarin bulgulart ile karsilagtirildiginda, direncin belirlendigi
antifungaller acgisindan benzerlikler oldugu gibi, hem diren¢ oranlari hem de direncin
belirlendigi baz1 antifungaller yoniinden farkliliklar da wvardi. Elde edilen bu
farkliliklarda; izole edilen tiirlerin sayisi, tiirlerin ve orijinlerin farklilig1 ile kullanilan
yontem farkliliklarinin etkili olabilecegi diisiiniildii. Calismada, manda ve ineklerden
izole edilen tiirlerin direngli ya da duyarli olduklar1 antifungal ajanlar ¢ok
degismemekle birlikte, bakterilerde oldugu gibi tiir identifikasyonu sonrasi yapilacak

antifungal duyarlilik testlerinin daha etkili olabilecegi diisiiniildii.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu Tezde, Afyonkarahisar ili’nde ve ilgelerinde bulunan 39 farkli isletmeden
orneklenen 301 Anadolu mandasina ait toplam 1188 meme lobu siit 6rneginden 93
(%7,82) Candida izolati, 14 farkl isletmedeki 332 sagmal inege ait toplam 1321 meme
lobu siit drneginden ise 99 (%7,49) Candida izolat: izole edildi. Ilk kez bu c¢alismada
tasarlanan cins-spesifik primerler kullanilarak Candida cinsine ait olduklar1 dogrulanan
toplam 192 izolata sekans analizi yapildi. Sekans analizi sonuglarina gére; mandalardan
alt1 farkli tiir, ineklerden bes farkli tiir elde edilirken, hem mandalardan, hem de
ineklerden en yiiksek oranda identifiye edilen tiirler P. kudriavzevii (C. krusei) ve K.
marxianus (C. kefyr) olarak belirlendi. Boylece, 6rnekleme yapilan bolgede mastitis
etiyolojisinde farkli Candida tiirlerinin rol oynayabilecegi, ancak, ana Candida
tirlerinin non-albicans tiirler oldugu gosterildi. Anadolu mandalar1 ile siit ineklerinde
Candida kaynakli mastitis izolasyon oranlarinin benzer bulunmasi, siit ineklerinde
oldugu gibi, mandalarda da Candida kaynakli mastitisin yaygin olabilecegini ve siit
iiretiminde 6nemli bir tehdit olusturabilecegini diislindiirdii. Calismada elde edilen
izolasyon oranlari; Misir, Brezilya, Cin ve Tirkiye’de yapilan bazi arastirmalarin
sonuglarindan daha diisiik, Danimarka ve Japonya’dan bildirilen raporlara gore daha
yiiksek bulunurken, Yunanistan ve Polonya'ya ait verilerle ise benzerlik gosterdi. Elde
edilen farklilikta; orneklenen hayvan ve meme lobu sayilari, hayvanlarin mastitis
durumlari, cografik ve epidemiyolojik farkliliklar, tiirlerin orijini ve kullanilan

izolasyon ve identifikasyon yontemlerinin farkliliginin etkili olabilecegi diisiiniildii.

Tezde kromojenik besiyeri olarak kullanilan CCA'nin C. albicans ve C. glabrata
izolatlarimi belirlemede, C. krusei ve C. tropicalis izolatlarin1 belirlemeden daha basarili
oldugu tespit edildi. Bununla birlikte, besiyerinde iireyen koloni renklerinin, {iretici
firma bilgilendirmesinde yer alan renklerle tamamen uyumlu olmadigi goriildii.
Inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakligi gibi faktorlerin tiirlerin kromojenik
agarlardaki pigmentasyon gelisimini etkileyebilmesi nedeniyle, mikolojik tani
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan bu besiyerlerinde siipheli oldugu belirlenen
izolatlarin identifikasyonlarinin biyokimyasal veya molekiiler yontemler kullanilarak

desteklenmesinin 6nemli olabilecegi diisiiniildii.
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Bu Tezde, Anadolu mandalarindan iki C. albicans identifikasyonu
gerceklestirildi. Bu say1, tahmin edilen C. albicans izolasyon oranindan diisiiktii. Cesitli
arastiricilar, C. albicans'm 6zellikle klinik ve/veya kronik mastitis saptanan meme
loblarindan daha sik izole edildigini bildirmektedir. Bu ¢aligmada klinik ve/veya kronik
mastitis bulgular1 gdsteren hayvanlar bulunmamasinin, diisiik izolasyon oranini
aciklayabilecegi diisliniildii. Calismada Anadolu mandalarindan identifiye edilen iki C.
albicans izolatinin viriilens genlerinden SAP1 genini tasidigi belirlendi. Ancak, bu
viriilens geninin mastitis patogenezindeki etkisine iligkin bir yorum yapabilmenin,

calismadaki izolat sayis1 azlig1 nedeniyle miimkiin olmadig: diistiniildii.

Sunulan Tez galismasinda, genel olarak, izolatlarda en yiiksek direng oranlari
flusitozin, itrakonazol, kaspofungin ve amfoterisin B'ye karsi iken, izolatlar lizerinde en
etkili antifungaller ise vorikonazol ve ketokonazol olarak belirlendi. Giiniimiizde,
antibiyotiklere kars1 gelisen direncin sagligi tehdit etmesi gibi, antifungallere karsi
gelisen direncin de hem hayvan hem de halk sagligini tehdit edebilecegi diisiiniildii.
Ozellikle son yillarda azol grubu antifungal ajanlarda ortaya ¢ikan direng insanlara
kiyasla hayvanlarda daha yiiksek oranda belirlenmektedir. Hayvanlarin direngli
etkenleri direng genleri aracilifiyla gevreye bulastirmasi sonucu, basta insanlar olmak
tizere diger evcil hayvanlar ve vahsi hayvanlar da etkilenebilmektedir. Bu nedenlerle
antimikrobiyal ve antifungal direncin kontroliinde tek saglik konseptinin 6nemi giderek
artmaktadir. Halk saglig1 endisesi olan antimikrobiyal ve antifungal direng gelisimini ve
asirt doz etken madde kullanimini 6nlemek amaciyla, tipki bakteriyel infeksiyonlarda
oldugu gibi, Candida tiirlerine bagli mastitislerde de tedaviye baglamadan once
antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasimin ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir. Ancak,
Veteriner Hekimlik sahasinda kullanilan antifungal etken maddelerin siirli olmasi,
kullanilmakta olan antifungal preparatlarin farmasétik etki sekillerine iliskin verilerin
yetersiz olmas1 ve Ozellikle fungal mastitislerde meme i¢i preparatlarin sahada
bulunamamasinin, antifungal duyarlilik testleri ve antifungal tedavi seceneklerinin

belirlenmesinde sinirlayici bir faktdr olabilecegi diisiiniildii.
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Sonu¢ olarak, bu Tez calismasinda Orneklenen Anadolu mandalar1 ve siit
ineklerinde mastitis patojeni olarak non-albicans tiirlerin daha yaygin oldugu gosterildi.
Mikotik mastitislerden Candida tiirlerinin izolasyonuna yonelik yapilacak arastirmalar
icin, klasik kiiltiir yontemlerinin molekiiler tekniklerle kombine edilmesinin tiir
diizeyinde identifikasyonda daha yararli olabilecegi diisiiniildi. Tez c¢alismast,
Tiirkiye'de Anadolu mandalarindan izole edilen Candida tiirlerinin molekiiler
yontemlerle tiplendirildigi ve manda orijinli C. albicans izolatlarinda SAP1 viriilens
geni varliginin gosterildigi ilk arastirma olmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Tezde elde
edilen bu bulgularin, daha sonra konu ile ilgili yapilacak aragtirmalar i¢in Onemli
epidemiyolojik veri kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir. Mikotik mastitislerin
epidemiyolojilerine iligkin arastirmalarda vurgulanan nonspesifik ve uzun siireli
antibiyotik kullaniminin mantarlarla iliskili mastitis gelisiminde etkili oldugu dikkate
alindiginda, sahada Veteriner Hekim ve hayvan sahiplerinin bu konuda
bilin¢lendirilmesi gerektigi diisiiniildii. Bunun yani sira, Veteriner sahada kullanilan
antifungal etken maddelerin sinirli olmasi ve 6zellikle fungal mastitislerde meme igi
preparatlarin sahada bulunamamasi, mikotik mastitislerin sagaltimini zorlastiran
faktorlerdendir. Bu Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarin hem bolge hem de iilke
hayvanciligi adina, Veteriner sahada Candida nedenli mastitis sagaltimi amaciyla
kullanilabilecek meme igi preparatlarin gelistirilebilmesi acisindan olanak saglamasi

umut edilmektedir.
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