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OZET

Mastitisli ineklerden izole Edilen Candida albicans izolatlarinda Viriilens
Faktorlerinin Belirlenmesi

Son yillarda sigir mastitisinin etiyolojisinde mayalarin énemi giderek artmaktadir.
Bu ¢alismada mastitisli ineklerden toplanan siit 6rneklerinde Candida albicans’in
neden oldugu mastitis prevalansinin belirlenmesi, C. albicans’in fenotipik ve
genotipik yontemlerle identifikasyonu ve viriilens faktorlerinin saptanmasi
amaclandi. Bu amagla anket sonuglarina gére mastitis problemi bulunan 20 siit sigir1
isletmesinden 178 hayvandan 686 siit 6rnegi toplandi. Bu orneklerden 49 maya
izolat1 elde edildi. Fenotipik testlerle (germ tiip testi, klamidospor olusumu,
kromojenik besiyerinde ve 45°C’de tireme) 5 izolat Candida albicans olarak
identifiye edildi. Fenotipik testlerle C. albicans oldugu saptanan 5 izolat, C. albicans
CALB1 genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PZR ile dogrulandi. C.
albicans izolatlarinda adhezyondan (ALS1) ve fosfalipaz (PLB1) iiretiminden
sorumlu viriilens genleri arastirildi. Izolatlarm 2 (%40)’sinde ALS1 ve PLB1, 1
(%20)’inde ALS1 ve 1 (%20)’inde PLB1 genleri saptanirken, 1(%20) izolatta her iki
genin de bulunmadig: belirlendi. C. albicans izolatlarinin tiip adherens yontemiyle
biyofilm olusturma &zellikleri incelendiginde 3 (%60) izolatin giiglii pozitif, 1 (%20)
izolatin zayif pozitif ve 1 (%20) izolatin ise negatif oldugu belirlendi. Sonug olarak,
bu ¢alisma ile mastitisli ineklerden izole edilen C. albicans izolatlarinda onemli
virtilens genleri olan ALS1 ve PLB1 genleri ve biyofilm olusumu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Candida albicans, Mastitis, Viriilens genleri

Bu aragtirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0465-YL-17 proje numarasi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Determination of Virulence Factors in Candida albicans isolated from cattle with
mastitis

In recent years, the importance of yeast in the etiology of bovine mastitis is
increasing. The aim of this study was to determine the prevalence of Candida
albicans in milk samples collected from cows with mastitis, to identify the
phenotypic and genotypic methods and to determine the virulence factors. According
to the results of the surveys, 686 milk samples were collected from 178 animals with
mastitis problems from 20 dairy cattle farms. Forty nine yeast isolates were obtained
from these samples. Five isolates were identified as C. albicans with phenotypic tests
(germ tube test, chlamydospor formation, chromogenic medium and reproduction at
45°C). Five isolates that were found to be phenotypically C. albicans were confirmed
by PCR using specific primers for the C. albicans CALB1 gene. It was determined
that 2 (%40) of the C. albicans isolates had ALS1 and PLB1, 1 (%20) had ALS1 and 1
(%20) had PLB1 genes and no gene were not found in 1 (%20) isolate. When the
biofilm formation properties of C. albicans isolates were examined by tube
adherence method, it was determined that 3 (%60) isolates were strong, 1 (%20)
isolate was weak positive and 1 (%20) isolate was negative. In conclusion, in the C.
albicans isolates which were isolated from cows with mastitis had ALS1 and PLB1
genes and biofilm formation.

Keywords: Biofilm, Candida albicans, Mastitis, Virulence genes

This research was supported by Burdur Mehmet Akif Ersoy University
Scientific Research Projects Coordination Unit with 0465-YL-17 project number.
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1. GIRIS

Candida’lar insan ve hayvanlarda deri, gastrointestinal, st solunum ve
genitoliriner sistemin normal flora {yeleridir. Daha Onceleri saprofit oldugu
diisiiniilen Candida’larin giiniimiizde ciddi enfeksiyonlara yol agtiklar1 ve firsatci
mikroorganizmalar olarak tanimlandiklar1 bildirilmistir (Foley ve Schlafer, 1987;
Mousa ve ark., 2016; Seyedmousavi ve ark., 2015; Songer ve Post, 2005). Candida
cinsinin 200’den fazla tiirii bildirilmis olup, bilinen en patojen tiir Candida
albicans’tir (Quinn ve ark., 2011). Hastaliklardan izole edilen diger 6nemli tiirler ise
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei,
Candida kefyr, Candida guilliermondii ve Candida famata’dir (Miceli ve ark., 2011).

Son yillarda insan ve hayvanlarin maya enfeksiyonlarinda artig
gozlenmektedir. Maya enfeksiyonlarinin olusmasinda mikroorganizmalarin virtilensi,
hayvan ve insanlarin immun sisteminin payr bulunmaktadir. Human
Immunodeficiency Virus (HIV) (Sweet ve ark., 1995) gibi immun sistemi baskilayan
enfeksiyonlar, transplantasyon cerrahisi (Shoham ve Marr, 2012), kanser tedavisi
(Ramla ve ark., 2015; Teoh ve Pavelka, 2016), medikal aletlerin (katater ve intraket
gibi) (Kojic ve Darouiche, 2004) siklikla kullanilmasi, yaygmn kortikosteroid ve
antibiyotik uygulamalar1 toplumda immun sistemi baskilanmig kisilerin, dolayisiyla
da maya enfeksiyonlari i¢in risk grubunun artmasina yol agmaktadir (Pincus ve ark.,

2007).

Candida tiirleri ruminantlarda abortus, artritis, mastitis ve pnomoni (Cohen ve
ark., 2008; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Mousa ve ark., 2016; Stefanetti ve ark.,
2014; Seker, 2010; Seker ve Ozeng, 2011), kedi ve kopeklerde dermatitis, enteritis,
otitis eksterna, ve i¢ organ enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Ali ve ark., 2015;
Duchaussoy ve ark., 2015; Milner ve ark., 1997; Moretti ve ark., 2004; Sahan-
Yapicier ve ark., 2018). C. albicans kanatlilarda da pamukcuk, pseudomembrandz
iilser ve beyaz plak seklinde lezyonlara yol agabilmektedir (Hérmansdorfer ve Bauer,
2000; Velasco, 2000).



Mikotik mastitis sigirlarda bakteriyel enfeksiyonlara kiyasla daha az
goriilmekle beraber, bu vakalardan genellikle Candida tiirleri izole edilmekte ve C.
albicans'n en sik izole edilen tiir oldugu bildirilmektedir (Costa ve ark., 1993;
Eldesouky ve ark., 2016; Pachauri ve ark., 2013). Kontamine siitlerin makina veya
elle sagilmasi, hayvan sahipleri ve veteriner hekimlerin gelisigiizel ve sik antibiyotik
kullanimi1, kontamine antibiyotik, kaniil ve enjektorlerin meme i¢i uygulanmasi maya
enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). C. albicans
pastorizasyon 1sisina karsi direng¢ gosterebildigi i¢in halk sagligi bakimindan da

onem arz etmektedir (Schmitt, 1971; Tarfarosh ve Purohit, 2008).

C. albicans dimorfik bir mantar oldugu i¢in maya ve hifa formu arasinda geri
doniisiimlii  gecis yapabilme yetenegine sahiptir. Bu iki formun olusumuna
enfeksiyon bolgesinde rastlanmaktadir (Matthews ve Burnie, 1998). C. albicans
patogenezine katkida bulunan bircok viriilens faktdre sahiptir. Adhezyon,
morfogenezis, aspartil proteaz ve fosfolipaz enzimleri en 6nemlileridir (Calderone ve
Fonzi, 2001).

C. albicans’in konak hiicrede kolonizasyonu ve enfeksiyonu i¢in ilk basamak
adhezyondur ve hiicre ylizey glikoproteinlerini kodlayan ALS (agliitinin benzeri
sekans) genlerinin ekspresyonu ile iliskilidir (Abaci ve Haliki, 2004). ALS proteinleri
arasinda yapisal ortaklik olmasia ragmen islevleri agisindan farkliliklar vardir.
ALS1, ALS3 ve ALS5 mantarlarin hifal formunda bulunup, konak dokusundaki
laminin, fibronektin, kolajen, epitelyum ve endotellere baglanmada rol alir. ALS6
kollajene, ALS9 laminine ve ALS4 endotellere baglanmada rol oynarken, ALS5 hiicre
agregasyonunda rol oynar (Karkowska-Kuleta ve ark., 2009; Khan ve ark., 2000).
Yapilan caligmalarda ALS1 geninin enfeksiyonun erken sathalarinda C. albicans’in
adezyonunda 6nemli rol oynadig1 (Kamai ve ark., 2002) ve ALS1 ve ALS3 genlerinin
biyofilm formasyonunda birlikte daha fazla etkili olduklar1 bildirilmistir (Nobile ve
Jhonson, 2015).

C. albicans bir¢ok enzim salgilamasina karsin, patojenitede rol oynayan en
onemli enzimlerin proteinaz (salgisal aspartik proteinaz, SAP) ve fosfolipazlar (PL)
oldugu belirtilmistir (Calderone ve Fonzi, 2001; Mukherjee ve Chandra, 2004). C.



albicans proteinazlari C. albicans’in penetrasyon, invazyon ve konak immun
sisteminden kacis1 igin gereklidir (Staib ve ark., 2000; Wibawa, 2016). SAP doku
invazyonu boyunca kollajen, keratin, miisin, antikor, komplement ve sitokinler gibi
yapisal ve immiinolojik savunmayla ilgili proteinleri par¢aladigindan C. albicans i¢in
onemli bir viriilens faktoriidiir (Coutinho, 2009; Wibawa, 2016). Mayalarin tiimii
proteinaz enzimi salgilamalarina karsin, fosfolipazin varligi sadece C. albicans
izolatlarinda bildirilmistir (Coutinho, 2009). Fosfolipazlar membran lipidlerini
hidrolize ederek, hiicre membranina zarar verirler. Simdiye kadar 4 adet fosfolipaz
enzimi (PLA, PLB, PLC, PLD) saptanmis, hayvan kandidiazis vakalarinda sadece
PLB1’in viriilens i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Navarro-Garcia ve ark., 2001).

Biyofilm, mikroorganizmalarin iirettikleri polisakkarit matriks tabaka ig¢inde
gomilii olarak yasayabilen, canli ve cansiz yapilara yapisarak olusturdugu
topluluktur (Abaci ve Haliki, 2004). Biyofilm olusturan mikroorganizmalar
antibiyotiklere, antifungallere, dezenfektanlara ve konak¢i immun sistemine direng
gosterirler (Mukherjee ve Chandra 2004; Pincus ve ark., 2007). Candida tiirleri
biyofilm kaynakli mantar enfeksiyonlarinda en sik izole edilen mikroorganizmalardir

(Kojic ve Darouiche, 2004).

Bu tez calismasinda, mastitisli inek siitlerinden izole edilen C. albicans 1n;
adhezyon faktorlerinden ALS1, fosfolipaz enzimlerinden PLB1 ve biyofilm gibi
virlilens faktorlerini, konvansiyonel ve molekiiler teknikler kullanilarak belirlemek

amaclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar Okaryotik mikroorganizmalar olup, klorofilsiz, absorbsiyonla
beslenen, yuvarlak veya oval sekilde, genellikle tomurcuklar olusturarak iireyen,
hiicre duvarinda kitin ve seliilloz bulunan, tek hiicreli veya ¢ok hiicreli mikroskobik
canlilardir. Mantarlar maya veya kiif olmak {lizere iki farkli morfolojik yapiya
sahiptir (Koneman ve ark., 1997; Quinn ve ark., 1999). Mayalar tomurcuklar
olusturarak iireyen tek hiicreli mikroskobik mantarlardir (Quinn ve ark., 1999).
Dokular1 invaze etme yetenegine sahip mayalar Sabourraud Dekstroz agar (SDA)’da
aerobik olarak iirerler ve biiylik bakteri kolonilerine benzer sekilde yumusak, kremsi
koloniler olustururlar (Quinn ve ark., 2011). Kiifler ise hifa adi verilen uzun
filamentler olusturan ve apikal uzamayla biiyliyen mantarlardir (Arda, 2015).
Medikal olarak 6nemli mantarlarin ¢ogu iiremenin saprofitik ve parazitik olusuna
gore iki farkli sekilde gortliirler. Bu tiir mantarlara dimorfik mantarlar denir. Bu
mantarlar oda 1sisinda iiretildiklerinde miselyal, 37°C’de iiretildiklerinde veya canli
viicudunda maya benzeri koloniler olustururlar (Arda, 2015). Dis faktorlerin ¢ogu
dimorfizmi etkilemekle birlikte, en Onemlisi inkiibasyon 1sisidir. Artmis
karbondioksit miktar1 Coccidioides immitis ve Sporotrichum schenckii’nin miselyal
formdan maya formuna donmesini hizlandirir. Bazi mantarlarda da ortam pH’si
maya formuna doniisi etkiler (McGinnis ve Tyring, 1996). Blastomyces dermatitis,
C. immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis dimorfik
mantarlara ornek verilebilir. Mantarlar siiperfisiyal, kutan, subkutan veya sistemik
hastaliklara neden olurlar (Madhavan ve ark., 2011; McGinnis ve Tyring, 1996).
Stiperfisiyal mikozis sadece deri, tirnak, sa¢ ve miikoz membranlarin yiizeysel
enfeksiyonlaridir. Candida spp., Malassezia spp., Exophiala spp., Trichosporon spp.
ve Piedraia spp. gibi dermatofitler siiperfisiyal mikozislere neden olurlar (Madhavan
ve ark., 2011). Kutan mikozisler, epidermisin keratinositleri ile sa¢ ve tirnak gibi
yapilarin enfeksiyonudur. Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton cinslerini
icine alan dermatofitler en yaygin nedenleridir. Subkutan mikozisler ise deri, derialti
dokular ve kemiklerde meydana gelir ve saprofitik mantarlar tarafindan

olusturulurlar (Madhavan ve ark., 2011). Mikozislerin bu kategorilerine ek olarak



firsatg1 mikozisler, son yillarda immun sistemi baskilanmig hastalar arasinda dikkat
cekmektedir (Madhavan ve ark., 2011). Antibiyotik tedavileri, immunsupresif ilaglar,
immun sistemi baskilayan hastalik ve tiimoral hastaliklar, immun sistemi baskilanmig
insanlarin artmasina ve sistemik mikozisin bu yeni kategorisine yol agmaktadir. C.
albicans firsatg1 mikozislerin en yaygin sebeplerinden biridir (Madhavan ve ark.,
2011; Pincus ve ark., 2007). Mayalar ¢evrede siklikla bitki veya bitki materyallerinde
bulunurlar. Ayn1 zamanda insan ve hayvanlarin deri ve mukoz membranlarinda
kommensal olarak yer alirlar. Mayalar ¢evreden izole edildiklerinde eksojen,
kommensal mayalarin asir1 iiremesi sonucu endojen kaynakli firsat¢i enfeksiyonlara
neden olurlar (Quinn ve ark., 1999). Iimmunsupresyona neden olan faktorler ve uzun
siireli antibiyotik kullanimina bagli olarak flora ve mukozal ylizeyde bulunan
bakterilerin 6lmesi ve mayalarin asir1 c¢ogalarak dokulara invazyonu maya
enfeksiyonlarina yol acar (Quinn ve ark., 1999). Hayvanlarda enfeksiyonlara yol
acan Onemli mayalar Candida tiirleri (6zellikle C. albicans), Cryptococcus
neoformans ve Malassezia pachydermatis’dir. Trichosporon beigelii ve Geotrichum

candidum gibi mayalar ise nadiren enfeksiyonlara yol agar (Quinn ve ark., 1999).

2.1.1. Candida’larin Siniflandirilmasi

Mantarlar klorofil icermeyen, spor olusturan, hiicre duvari ve filamentoz
yapilara sahip Okaryotik mikroorganizmalardir. Alexopulos tarafindan 1979’da
yapilan siniflandirmada, dogadaki tiim mantarlar Mycetea aleminde yer almiglardir.
Buna gore Mycota divizyonu, Myxomycota (hiicre duvar1 olmayan mantarlar) ve
Eumycota (hiicre duvari bulunan mantarlar) olmak {izere 2 alt divizyona ve
Mastigomycotina, Zygomycotina,  Ascomycotina, Basidiomycotina  ve
Deuteromycotina (Deuteromycetes, fungi imperfecti) olmak iizere 5 simnifa
ayrilmaktadir (Arda, 2015). Mayalar ilk olarak Fungi Imperfecti icinde yer
almiglardir. Veteriner hekimlikte O6nemli cinsler telemorflarinin gosterilmesi ve
sekans analizleri temeline dayanarak, Ascomycota (Candida, Macrorhabdus ve
Geotrichum) veya Basidiomycota (Cryptococcus, Malassezia ve Trichosporon)
filumunun igine yerlestirilmistir (Quinn ve ark., 2011). Mayalar tek bir taksonomik
ve filogenetik grup olusturmazlar. Ger¢cek mayalar Ascomycota filumu iginde

Endomycetes siifi Saccharomycateles takiminda yer alir (Howard, 2003). Candida



cinsi anamorfik mayalar1 igerir ve bu cinste ascomycetes veya basidiomycetes ile
iligskili yaklagik 200 tiir bulunmaktadir (Quinn ve ark., 2011). Candida cinsi
Deuteromycota filumunda, Blastomycetes sinifinda, Cryptococcales takiminda ve
Cryptococcaceae ailesinde yer alir (Howard, 2003; Yiicel ve Kantarcioglu, 1999).
Blastomycetes ve Endomycetes siiflart i¢inde yer alan ©6nemli mayalarin
smiflandirmasi tablo 2.1°de gosterilmistir. Mayalarin tanimlanmasit 6nceleri koloni
goriiniimii ve mikroskobik yapilarina gore yapilirken, giiniimiizde biyokimya ve
molekiiler biyoloji arastirmalar1 taksonomide degisikliklere neden olmakta ve maya
taksonomisi siirekli revize edilmektedir (Howard, 2003). Literatiirde one g¢ikan
Candida tiirlerinden bazilar1 C. krusei (Pichia kudriavzevii), C. guilliermondii
(Meyerozyma guillermondi), Candida lusitaniae (Clavispora lusitaniae), C. kefyr
(Kluyveromyces marxianus), Candida pelliculosa (Wickerhamomyces anomalus)’un
taksonomik diizenlemesi yapilarak, yeniden isimlendirilmis ve diger cinsler igine
tasinmustir (Kidd ve ark., 2016). Ancak son yillarda ilerleyen sistematik molekiiler
biyoloji ¢alismalarinin 15181 altinda Candida tiirlerinin taksonomisinde 6nemli bazi

degisiklikler bildirilmistir (Howard, 2003; Kidd ve ark., 2016) .

Antijen yapilar1 bakimindan C. albicans A ve B tiplerine ayrilmaktadir.
Antijen yapilari, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri bakimindan C. albicans’a
benzerlik gosteren Candida stellatoidea’nin molekiiler ¢alismalarla tip | ve tip 1l alt
tipleri belirlenmistir. Tip I genetik 6zellikleri bakimindan C. albicans’dan farklidir
ve bu nedenle C. albicans’in mutanti olmadigi, Tip II’nin ise sukroz negatif mutanti
oldugu disiiniilmektedir (Kwon-Chung ve ark., 1989). Tip II’'nin hem tip I C.
stellatoidea, hem de C. albicans’dan daha yavas iiredigi ve daha az viriilent oldugu
bildirilmistir (Kwon-Chung ve ark., 1988). Germ tiip testinde negatif sonug veren C.
albicans izolatlarinin kiigiik bir yilizdesini olusturan Candida langeronii ve Candida
claussenii, C. albicans’in sinonimleri olarak diistiniilmektedir (Pujol ve ark., 1997,
Yiicel ve Kantarcioglu, 1999). C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae ve C. kefyr
gibi bir kag tiir harig, klinik olarak nem tasiyan Candida cinsi mayalarin heniiz
cogunun  eseyli  (teleomorf) seklinin  bilinmemesi bu  organizmalarin

siiflandirilmasini giiglestirmektedir (Pujol ve ark., 1997; Sullivan ve ark., 1996).



Tablo 2.1. Blastomycetes ve Endomycetes siniflari i¢inde yer alan 6nemli mayalarin

smiflandirilmasi: (Howard, 2003).

Simf Takim Telemorf-cins- Anamorf
tiirler
Endomycetes  Saccaromycetales Arxiozyma telluris Candida pintolopesii

Blastomycetes Sporobolomycetales
Cryptococcales

Citeromyces
matritensis
Clavispora lusitaniae
Clavispora capitatus

Debaryomyces
hansenii
Galactomyces
geotrichum
Hansenula anomala
Issatchenkia
orientalis
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces
marxianus
Metschnikowia
pulcherrima

Pichia guillermondii

Pichia fermentans
Pichia jadinii
Pichia
membranaefaciens
Pichia norvegensis
Saccaromyces
cerevisiae
Saccaromyces
exiguus
Stephanoascus
ciferrii

Yarrowia lipolytica

Candida globosa

Candida lusitaniae
Blastoschizomyces
capitatus

Candida famata

Geotrichum
candidum

Candida pelliculosa
Candida krusei

Candida sphaerica
Candida kefyr

Candida pulcherrima

Candida
guillermondii
Candida lambica
Candida utilis
Candida valida

Candida norvegensis

Candida holmii
Candida ciferrii

Candida lipolytica
Sporobolomyces
Blastoschzomyces
Candida
Cryptococcus
Malassezia
Rhodotorula
Trichosporon




2.1.2. Candida’larin Morfolojisi

Candida’lar Gram-pozitif, 1-3 X 4-6 um boyutlarinda, ince duvarli, oval,
kapstilsiiz, hareketsiz, lateral tomurcuklanma (blastospor) ile aseksiiel olarak lireyen
fakiiltatif anaerob mayalardir. Candida’lar maya formu yanisira kiiltiir ve dokularda
yalanct hifa veya gercek hifa olusturabilirler. Yalanct hifalar tomurcuklanma
sirasinda meydana gelir. Olusan yeni hiicre ana hiicreye bagh kalarak uzar ve
filament6z bir yap1 olusturur. Gergek hifalar ise maya hiicresinden veya hifanin bir
dalindan olusabilir; bogumlanma gostermez, apikal uzanti tarzinda, bolmeli ve
diizgiin kenarhidir (Calderone, 2002; Koneman ve ark., 1997). C. albicans ve ¢ok
seyrek izole edilen Candida dubliniensis gerg¢ek hifa olustururken, diger Candida

tirleri yalanci hifa olusturur (Calderone, 2002).

Birgok Candida tiiriiniin koloni morfolojisi benzerdir. Beyaz veya krem
renginde, parlak ve 4-5 mm biyiikligiindeki konveks koloniler, 3 giin inkiibasyon
sonrasinda goriiliirler. Indikatér madde bulunan besiyerlerine ekimleri yapildiginda
Klinik olarak onemli Candida tiirleri koloni goriinimlerine goére birbirlerinden
ayrilabilirler (Cicek ve ark., 2014; Pincus ve ark., 2007). Iclerinde tiire 6zgii
kromojenik substratlar bulunan besiyerlerinde mayalarin irettigi enzimlerle (f-N-
acetylhexosaminidase) bu substratlar reaksiyona girerek ¢esitli renklerde koloniler
olustururlar (Cicek ve ark., 2014).

2.2. Candida’larin Patogenezi ve Viriilens Faktorleri

Candida tiirleri insan ve hayvanlarin deri, mukoza ve sindirim sisteminde
flora etkeni olarak bulunan mikroorganizmalardir (Quinn ve ark., 2011).
Hayvanlarda mastitis, dermatitis, vajinitis, abortus, otitis eksterna, artritis ve
diyareye, immun sistemi baskilanmis insanlarda da deri, mukoza ve sistemik
enfeksiyonlara yol agabilmektedirler (Foley ve Schlafer, 1987; Seyedmousavi ve
ark., 2015; Songer ve Post, 2005). Candida enfeksiyonlarindaki tablolar, konaga ve
etkene ait faktorlere (viriilens faktorleri) bagli olarak faklilik gostermektedir

(Yiicesoy, 1999).



Konaga ait faktorler, Candida enfeksiyonlarin1 kolaylagtiran faktorler ve
konagin diren¢ durumu olmak iizere iki grupta incelenir (Yiicesoy, 1999).
Enfeksiyonu kolaylastiran faktorler arasinda immunsupresif, sitotoksik ilaglar veya
antibiyotiklerle sagaltim, madikal aletlerin kullanilmas: (katater, intraket vs), agir
cerrahi uygulamalar, AIDS, diabet, hematolojik ve endokrinolojik hastaliklar,
uyusturucu kullanimi ve timorler yer almaktadir (Dixon ve ark., 1996; Kojic ve
Darouiche, 2004; Pincus ve ark., 2007; Ramla ve ark., 2015; Shoham ve Marr, 2012;
Sweet ve ark., 1995; Teoh ve Pavelka, 2016). Konagin enfeksiyona karsi direng
faktorleri arasinda deri ve mukoza bitiinligl, fagositoz, fagositik o6ldiirme
mekanizmalari, defensin, lizozim, proliferasyon, nétrofiller, proteaz inhibitorleri,
trombositler, komplement hiicre bagimli immunite ve humoral immunite yer
almaktadir (Odds, 1994; Yiicesoy, 1999).

Candida enfeksiyonlarinda ikinci Onemli unsur ise etkene ait viriilens
faktorleridir. Candida’larin farkli suslart farkli seviyelerde viriilens ozelligine
sahiptir. Adhezyon, biyofilm olusturma, dokuya enzimlerle invazyon, ekstraselliiler
proteinler, dimorfizm, antijenik cesitlilik, hiicre yiizey hidrofobitesi, molekiiler
benzeme ve hiicre duvar yapis1 Candida tiirlerinin virtilens faktorleri arasinda yer alir

(Martinez ve ark.,1998; Yiicesoy, 1999).

Insan ve hayvanlarin normal florasinda bulunan Candida tiirleri yiizeysel
enfeksiyonlardan sistemik enfeksiyonlara kadar bir ¢cok enfeksiyona yol agabilirler
(Quinn ve ark., 2011). Saglikli insan ve hayvanlarda Candida enfeksiyonlarina karsi
dogal diren¢ bulunur. C.albicans, patogenezine katkida bulunan bir¢ok viriilens
faktoriine sahiptir. Adhezinler, morfogenezis, aspartil proteaz ve fosfolipaz enzimleri
en onemlileridir. (Calderone ve Fonzi, 2001). Ayrica toksinler, fenotip degisimi,
hiicre duvari, yiizey degisimi, hidrofobisite biyofilm gibi faktorler de viriilenste rol
oynarlar (Tsuboi ve ark., 1994).

2.2.1.Adhezyon

Adhezyon C. albicans’in konak hiicrede kolonizasyonu ve enfeksiyonu igin

ilk basamaktir ve hiicre yiizey glikoproteinlerini kodlayan agliitinin benzeri sekans



(ALS) genlerinin  ekspresyonu ile iliskilidir (Abact ve Haliki, 2004).
Immunokimyasal boyamalar ile ALS genlerinin C. albicans’m hiicre duvarinda
lokalize oldugu gosterilmistir (Green ve ark., 2004). ALS gen ailesi, C. albicans 'm
cansiz yiizeylere ve konakgi hiicrelere tutunmasini saglar (Mayer ve ark., 2013). ALS,
C. albicans iginde enzimatik aktivitesi bulunmayan tek gen ailesidir. ALS genleri ilk
kez C. albicans izolatlarinda belirlenmis, daha sonra bu genler diger mantarlarda da
gosterilmistir (Hoyer ve Cota, 2016). ALS proteinleri arasinda yapisal ortaklik
olmasma ragmen islevleri agisindan farkliliklar vardir. Bu aile, hiicre yiizeyine
baglanan benzer yapiya sahip proteinleri kodlayan en az sekiz ALS genini (ALS1-
ALS7, ALS9) igerir (Green ve ark., 2004). Genler kesfedilme siralarina gore
isimlendirilmistir (Hoyer ve Cota, 2016). Yapilan caligmalarda ALS3 ve ALSS8
genlerinin ayni gen oldugu belirlenmis ve ALS8 geni bu aileden ¢ikarilmistir (Green
ve ark., 2004). ALS1, ALS3 ve ALS5 mantarlarin hifa formunda bulunur ve konakg1
dokusundaki laminin, fibronektin, kollajen, epitelyum ve endotellere baglanmada rol
oynar. ALS6 kollajene, ALS9 laminine baglanmada rol alirken, ALS4 endotellere
baglanir. ALSS ayrica hiicre agregasyonu igin gereklidir (Karkowska-Kuleta ve ark.,
2009; Khan ve ark., 2000; Mayer ve ark., 2013). Yapilan ¢aligmalarda ALS1 geninin
enfeksiyonun erken sathalarinda C. albicans’in adhezyonunda 6nemli rol oynadigi
(Kamai ve ark., 2002) ve ALS1 ve ALS3 genlerinin biyofilm formasyonunda birlikte
daha fazla etkili olduklar1 bildirilmistir (Nobile ve ark., 2008). ALS2 ve ALS9’un
vajinal enfeksiyonlarda adhezyonda ve biyofilm olusumunda ©nemli role sahip

oldugu rapor edilmistir (Rahimi ve ark., 2013).

Nas ve ark. (2008) vulvavaginal kandidiazisli kadinlardan izole edilen 29 C.
albicans susunun 20 (%69)’sinde, Revers-Transkriptaz-PZR (RT-PZR) ile ALS1
belirlediklerini rapor etmislerdir. Inci ve ark. (2013) ¢esitli klinik 6rneklerden (deri,
idrar, kan, peritoneal ve serebrospinal sivi, solunum sistemi ve vaginal sivap) izole
edilen 206 C. albicans izolatinin %53,9’unda ALS1 geninin belirlendigini
bildirmislerdir. Bir bagka ¢alismada Roudbarmohammadi ve ark. (2016) RT-PZR ile
vulvavaginal kandidiazisli hastalardan elde edilen 43 C. albicans susunun 40’inda
ALSI, 41’inde ALS3, 39’unda ise hem ALS1 hem de ALS3 gen varligini saptamis, bu

genlerin C. albicans’in vaginaya tutunmasinda ve biyofilm olusumunda rol
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oynayabilecegini bildirmislerdir. Monroy-Pérez ve ark. (2016) ise vulvavaginal
kandidiazisli hastalardan izole edilen 39 C. albicans susunun tiimiinde ALS1 ve
PLB1 genini saptamislardir. Ali ve ark. (2015) Irak’ta hastalardan izole edilen 25 C.
albicans susunun 12 (%48)’sinde ALS1 belirlemislerdir. Insanlardan izole edilen C.
albicans suslarinda ALS1 gen varliginin belirlenmesine yonelik birgok ¢alisma
bulunmasina karsilik, hayvanlarda yapilmis tek bir ¢aligma bulunmaktadir. Mastitisli
ineklerden izole edilen C. albicans izolatlarinda ALS1 gen varliginin arastirildigi bu
calismada (Mousa ve ark., 2016) ise, siitlerden izole edilen 5 C. albicans susunun
2’sinde ALSI1 geni saptanmis, saglikli siitlerden izole edilen susta bu genin

bulunmadigr bildirilmistir.

Adhezyonda rol oynayan hifa duvar proteini (HWP1) geni, germ tiipii spesifik
gen olup, bir ylizey proteinini kodlamaktadir (Abac1 ve Haliki, 2004; Sharkey ve
ark., 1999). C. albicans’in in vivo biyofilm formasyonu i¢in gerekli hiicre yiizey
proteinidir (Nobile ve Mitchell, 2006). Ayrica hifa gelisimi ve maya hiicrelerinin
epitel hiicrelere yapismasi i¢in gereklidir (Orsi ve ark., 2014). HWP1 mRNA
mayalarla karsilastirildiginda in vitro hifalarda bulunmaz. HWP1’e konakg1 antikor
cevabi Olglilmistir. Bu durum C. albicans’in asemptomatik enfeksiyonlarda hifa
formlar1 i¢in 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir (Naglik ve ark., 2006).
Tsuchomori ve ark. (2000)’larinin yaptig1 bir ¢alismada intravendz olarak homozigot
HWP1 bulundurmayan C. albicans mutanti (CAL3) ile enfekte edilen fareler 14
giinden fazla sag kalirken, HWP1 ihtiva eden bir kontrol susu ile enfekte edilen
farelerin 3-5 giin hayatta kaldigi bildirilmistir. Bu durum HWP1 geninin C.
albicans’in patojenitesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (Tsuchimori ve
ark., 2000).

2.2.2. Dimorfizm

C. albicans kiiltirde tomurcuklanan maya hiicreleri ve hifalar seklinde
gelisebilen dimorfik bir mantardir (Quinn ve ark., 2011). C. Albicans, Candida
tiirleri i¢inde miselyum olusturarak tireyebilen tek tiirdiir. C. albicans maya ve hifa
formu arasinda geri doniistimlii olarak ge¢is yapabilme yetenegine sahiptir. Cesitli

kosullara bagli olan bu morfolojik degisim maya (blastospor), germ tiipii, yalanci
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hifa ve gergek hifa olusumunu kapsamaktadir (Molero ve ark., 1998; Odds, 1985).
Morfoloji, 37°C'lik fizyolojik sicakliga, pH degerine, CO, konsantrasyonuna ve hifa
gelisimini uyaran serum veya karbon kaynaklarinin varligina bagl olarak degisebilir
(Karkowska-Kuleta ve ark., 2009). Hifa olusumu konak ortami taklit edilerek yani
37°C’de serum veya nétr pH ile uyarilir (Mitchell, 1998). Yeni olusturulan hifalar
(germ tiipleri), maya formuna gore konak hiicrelerine daha fazla tutunur ve doku
penetrasyonu arttirir (Cutler, 1991; Mitchell, 1998). Makrofajlar tarafindan yutulan
maya hiicreleri hifalar tireterek makrofajlari lize eder. Bu durum nétrofillerin hifalar1

6ldiirmesini engellenmis olur (Cutler, 1991).

2.2.3. Enzimler

Fosfolipaz (PL), salgisal aspartik proteinaz (SAP), asit fosfotaz, esteraz ve
glukoamilaz C. albicans’a ait enzimlerdir. Bu enzimlerin bazilar1 C. albicans
tarafindan salgilanan proteinlerdir, digerleri ise hiicre duvari eleman1 ya da hiicrenin
lizisi ile sitoplazmadan salgilanir (Martinez ve ark., 1998). Bu enzimlerden salgisal
aspartik proteinazlar ve fosfolipazlar viriilensle iligkilendirilmis iki biiyiikk enzim

ailesidir (Calderone ve Fonzi, 2001).

Fosfolipazlar hiicre zarmin yapisinda bulunan gliserofosfolipidlerin bir veya
daha fazla ester bagmin hidrolizinden sorumludur. Bu yiizden fosfolipazlarin
aktivitesi doku istilasi sirasinda ¢ok yiiksektir (Ibrahim ve ark., 1995). Simdiye kadar
tanimlanan dort fosfolipaz (PLA, PLB, PLC ve PLD) vardir (Calderone ve Fonzi,
2001). PLB1 ve PLB2 genleri fosfolipaz enziminin ekstraselliiller sentezinden
sorumludur. PLA nin viriilenste etkisinin olup olmadig1 heniiz belirlenmemistir. PLB
(6zellikle PLB1) ve PLD’nin 6nemli viiriilens faktorleri oldugu agik¢a ortaya
konulmustur. Saha suslarindan PLB1’in ¢ikarilmasi ile yapilan ¢alismalarda PLB
aktivitesinin %99, lizofosfalipaz aktivitesinin %80 azaldig: bildirilmistir (Leidich ve
ark., 1998). Viriilens i¢in ¢ok 6nemli olan, hem hidrolaz hem de lizofosfolipaz-
transasilaz aktivitelerine sahip olan PLB’nin aktivitesidir (Ghannoum, 2000; Yang,
2003). PLB1 bulunmayan izolatlarin ¢ok az PLB sentezledigi, bu nedenle de PLB’nin
sentezinden daha ¢ok PLBI1 geninin sorumlu oldugu, PLB2’nin ise ¢ok az katkida
bulundugu bildirilmistir (Ghannoum, 2000). Bu ¢alismalar C. albicans’da PLB’nin
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en onemli ekstaselliiler fosfalipaz oldugunu ortaya koymaktadir. Fosfolipazlardan
sadece PLB1’in hayvan kandidiazis modellerinde viriilans i¢in gerekli oldugu
bildirilmistir (Navarro-Garcia ve ark., 2001). PLB1 aktivitesi doku invazyonu

sirasinda hifal uglarda tespit edilmistir (Ghannoum, 2000).

Naglik ve ark. (2003) insanlarin oral enfeksiyonlarindan izole edilen 40 C.
albicans susunun 23’tinde ve vaginal kandidiazisli kadinlardan izole edilen 40 C.
albicans izolatinin 25’inde PLB1 saptamislardir. Buna karsin saglikli kisilerin
agizlarindan ve vajinalarindan alinan sivaplardan izole edilen C. albicans suslarindan

sirastyla 4 ve 12’sinde PLB1 geni saptanmustir.

Hayvanlarda PLB1 gen varliginin gosterilmesine yonelik literatiir taramasinda
sadece iki ¢alisma bulunmustur. Bu calismalarda mastitisli siitlerden izole edilen C.
albicans suslarinin tiimiinde PLB1 geninin saptandigi (Eldesouky ve ark., 2016;
Mousa ve ark., 2016), saglikli siitlerden izole edilen suslarda ise tespit edilemedigi
(Mousa ve ark., 2016) rapor edilmistir. Hakim ve ark. (2016) Misir’da Kareish
peynirlerinden izole edilen C. albicans izolatlarinin tiimiinde PLB1 geninin

bulundugunu bildirmislerdir.

C. albicans izolatlarinda salgisal aspertat proteinaz (SAP) enziminin iiretimi
ilk kez Staib tarafindan 1965’de bildirilmistir (Staib, 1965). SAP enzimi C. albicans
yani sira diger Candida tiirleri tarafindan da sentezlenmektedir (Naglik ve ark.,
2003). Candida tiirlerinin amonyum bulunmayan ortamlarda azot kaynagi olarak
sadece protein igeren besiyerlerinde SAP salgiladiklar1 saptanmistir (Banerjee ve
ark., 1991). C. albicans’in proteinaz enzimlerinin esas gorevi enfeksiyon sirasinda
maya hiicreleri i¢in gerekli besinleri saglamak, immunglobiilin ve komplement
proteinlerini bozarak konak savunma mekanizmalarindan kagmak ve konak
dokularina adhezyon ve invazyondur (Naglik ve ark., 2003). C. albicans suslarinda
SAP ailesini olusturan 10 SAP geni belirlenmistir. SAP gen ailesinde yer alan
genlerin c¢evre kosullarina bagli olarak farkli sekillerde eksprese olabilecegi ve C.
albicans enfeksiyonlarina farkli sekillerde katkida bulunabilecegi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Chen ve ark., 2002; Naglik ve ark., 2008; Staib ve ark.,
1999). SAP1 ve SAP3 genlerinin deneysel olarak C. albicans ile vajinitis
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olusturulmus ratlarda enfeksiyonun erken sathasinda maya hiicre duvarlarinda tesbit
edildigi bildirilmistir (Naglik ve ark., 2003). Ayn1 zamanda bu genlerin mukozal
doku sindiriminde énemli rol oynamadigi belirlenmistir (Naglik ve ark., 2008). SAP
genleri ile ilgili ¢alismalarda en ¢ok SAP2 geni tizerinde durulmus, SAP2 geninin
enfeksiyonun baslangi¢ sathalarinda tesbit edilemedigi, enfeksiyonun ge¢ sathasinda,
yani derin dokulara yayildiktan sonra giiglii bir sekilde eksprese edildigi saptanmistir
(Staib ve ark., 1999). SAP genlerinin farkli morfolojik formlarda farkli sekillerde
eksprese edilebilecegi bildirilmistir (Naglik ve ark., 2003). SAP1, SAP2 ve SAP3’iin
sadece maya formunda, SAP4 ve SAP6’nin nétral pH’da hifa formunda, SAP9 ve
SAP10’un bagimsiz olarak hem maya hem de hifa formlarinda bulundugu
bildirilmistir (Chen ve ark., 2002; Hube ve ark., 1994; Naglik ve ark., 2008). SAP5
maya enfeksiyonunun erken sathasinda ve hifa formasyonu siiresince notral PH’da
saptanabilir (Chen ve ark., 2002). SAP5’in hifal invazyonda indirek rol oynadigi
ancak, direk olarak epitel hasarina yol agmayabilecegi bildirilmistir (Naglik ve ark.,
2008). Tek bir SAP geninin C. albicans in konakg¢1 dokularina invazyon ve hasarinda
etkili olmadigi, SAP gen ailesinin tamaminin varliginda invazyon ve doku
zararlarmin artti1, ozellikle de SAP4 ve SAP6 genlerinin en Onemli viriilens

faktorleri oldugu gosterilmistir (Naglik ve ark., 2008).

2.2.4. Biyofilm

Canli veya cansiz yiizeye yapistiktan sonra, trettikleri polisakkarit matriks
tabaka i¢inde gomiilii olarak yasayabilen mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk
biyofilm olarak isimlendirilmektedir (Altun ve Sener, 2008). Bir¢ok Candida tiirii
bakterilerdeki gibi dokulara ve cansiz ortamlara tutunmasini ve kolonizasyonunu
saglayan matriks yapisin1 olusturabilmektedir (Mukharjee ve Chandra, 2004).
Aygitlarla iligkili enfeksiyonlar bakteri ve mantarlarin biyofilm olusturma
yetenekleriyle iliskilidir (Kojic ve Darouiche, 2004; Ramage ve ark., 2005).
Insanlarda yapilan galismalarda katater, travma, takma dis, ses protezi ve kontakt
lensle iliskili enfeksiyonlarda Candida tiirleri izole edilen en yaygm mantarlar
oldugu bildirilmistir (Kojic ve Darouiche, 2004; Kuhn ve Ghannoum, 2004; Nicastri
ve ark., 2001). Biyofilm olusturan mikroorganizmalar antibiyotiklere, antifungallere,

dezenfektanlara ve konak¢r immun sistemine direng gosterdikleri icin
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enfeksiyonlarin patogenezinde dnemli viriilens faktorleri olduklar diistiniilmektedir
(Mukharjee ve Chandra ve ark., 2004; Ramage ve ark., 2005). Candida tiirlerinin
biyofilm olusturma yeteneklerinin farklilik gosterdigi (Seker ve Ozeng, 2011), C.
albicans izolatlarinin biyofilm olusturma yeteneginin, non C. albicans izolatlarindan
daha fazla oldugu bildirilmistir (Nerurkar ve ark., 2012). Insanlarin Candida
enfeksiyonlarinin patogenezinde biyofilm olusumunun O6nemli rol oynadigi
bilinmesine karsin (Douglas, 2003; Gokce ve ark., 2007; Ramage ve ark., 2005),
hayvanlar ve hayvansal iriinlerden elde edilen Candida tiirlerinin patogenezindeki
rolii hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Tiirkiye’de yapilan bir g¢alismada,
mastitisli manda siitlerinden izole edilen Candida tiirlerinde in vitro biyofilm
aktivitesi arastirilmig, C. krusei ve C. albicans izolatlarinin tiimiiniin biyofilm
olusturdugu, izole edilen diger Candida izolatlarinin degisen oranlarda biyofilm

aktivitesi olusturdugu bildirilmistir (Seker ve Ozeng, 2011).

2.2.5. Fenotipik degisim

C. albicans kolonileri stres altinda iken kendiliginden diizgiin, halka, yildiz,
cizgili sapka, burusuk ve tiiylii gibi morfolojik degisimler gosterirler. Bu durum C.
albicans’in hiicre yiizeyi Ozelliklerinde, koloni goriiniimlerinde, metabolik,
biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerinde degisikliklere ve bu degisiklikler de
enfeksiyon siirecinde daha viriilent ve etkin olmalarina yol agmaktadir (Cerik¢ioglu,
2012).

C. albicansin fenotipik degisimi ilk olarak farkli frekanslarda UV 15181
kullanilarak, smooth ve rough kolonilerin birbirlerine doniistiiriilmesi ile
gosterilmistir (Pomés ve ark., 1985). Maya hifa gegisinden farkli olarak, ayni
cevresel kosullarda ayni1 popiilasyondaki baz1 hiicreler farkli fenotipler
olusturabilirler. Bu siirecin molekiiler temeli tam olarak aydinlatilamamasina
ragmen, kromozomal yeni diizenlemelerden kaynaklanabilecegi ileri siriilmiistiir
(Cerik¢ioglu, 2012). Slutsky ve ark. (1985) C. albicans’in 3153A susunu kullanarak
orijinal smooth, yildiz, halka, diizensiz kirisik, alacali, sapka, bulanik ve revertant

smooth dahil olmak iizere ek koloni tiplerinin gézlenebildigini bildirmislerdir.
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Tanimlanan tim fenotipik degisimlerden en ¢ok calisilan diizglin ve beyaz
kolonilerin opak kolonilere gectigi WO-1 susunun kullanildigi beyaz-opak sistemidir
(Slutsky ve ark., 1987). Beyaz koloniyi olusturan C. albicans’in morfolojisi yuvarlak
ve oval, opak koloniyi olusturanlarin ise uzamis ve fasiilye seklinde oldugu
gosterilmistir. Beyaz koloniyi olusturan maya hiicrelerinin 37°C’de pH 6,7°de germ
tiipii olusturdugu, opak koloniyi olusturan hiicrelerin ise insan epitel hiicreleri diginda
germ tiipii olusturamadigi bildirilmistir (Anderson ve ark., 1990; Slutsky ve ark.,
1987). Beyaz-opak koloni degisimi sirasinda farkli genlerin eksprese edildigi, opak
fazda opak faz spesifik (OPAL), SAP3 ve Op4 genlerinin, beyaz fazda ise WH11
genlerinin eksprese edildigi bildirilmistir (Srikantha ve ark., 1995).

Fenotipik degisim C. albicans’in hiicre yiizey antijenlerini degistirerek
konagin immun sisteminden korunmasini veya mukozaya adhezyonunun degismesini
ve bu sayede spesifik viicut bolgelerine adaptasyonunu saglar (Srikantha ve ark.,
1995).

2.2.6. Hiicre Duvan

Hiicre duvari, gesitli fizyolojik siireglerde rol oynayan onemli ve oldukga
dinamik bir mantar yapisi olup, hiicresel morfolojinin korunmasini saglar. Hiicre
duvar1 antijenik olup, enfeksiyona karst immiinolojik cevabin verilmesinde,

adhezyon ve dolayisiyla kolonizasyonda rol oynar (Navarro-Garcia ve ark., 2001).

2.2.7. Toksinler

C. albicans tarafindan iiretilen toksinler yiiksek molekiiler agirlikli toksinler
(glikoproteinler ve kanditoksin) ve diisiik molekiiler agirlikli toksinler olmak iizere
iki gruba ayrilir (Ghannoum ve Abu-Elteen, 1990). Glikoprotein molekiiliiniin hem
protein hem de seker kisimlarinin toksik aktivite i¢in gerekli oldugu, mannan ile
birlikte onemli bir rol oynadigi ve yardimci protein olarak davrandigi one
strilmistir (Iwata ve ark.,, 1975). C. albicans glikoproteinleri, ozelliklede
mannoproteinler toksik etkilerinin yaninda, viicut yiizeyini kolonize eden adhezinler

olarak one ¢ikmaktadir (Al-Bassam ve ark., 1985; Elorza ve ark., 1985). Yapilan
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hayvan deneylerinde kanditoksinin sitotoksik, farmakolojik, immunolojik, enzimatik
ve enfeksiyon arttirict aktiviteleri belirlenmistir (lwata ve ark., 1975). Diisiik
molekiiler agirlikli toksinler kanditoksin tireten C. albicans suslarindan izole
edilmistir. Bu bilesikler birbilerine ¢cok benzerdir ve sok olusturan veya oliimciil

aktivite gosterenler olarak ikiye ayrilir (Iwata ve ark., 1975) .

2.3. Candida Enfeksiyonlari

Tiim mantar enfeksiyonlar1 arasinda en sik izole edilen tiir Candida’dir.
Candida’lar deri, gastrointestinal, ist solunum ve genitoiiriner sistemin normal flora
tiyeleridir ve firsat¢1 patojenlerdir (Foley ve Schlafer, 1987; Seyedmousavi ve ark.,
2015; Songer ve Post, 2005). Candida cinsinin 200’den fazla tiirii bilinmektedir.
Bilinen en patojen tiir Candida albicans’tir (Quinn ve ark., 2011). C. albicans ve
diger bazi Candida tirleri (C. tropicalis ve C. glabrata) insanlarin agiz,
gastrointestinal sistem ve vajinasinda flora tiyesi olarak bulunurken, diger Candida
tirleri ¢evrede bulunurlar (Howard, 2003). Cesitli nedenlerle immun sistemi
baskilanmis hastalardan veya uzun siireli antibiyotik tedavileri sonrasi hastalarin
maya enfeksiyonlarindan siklikla Candida tiirleri izole edilmektedir. Nozokomiyal
maya enfeksiyonlarindan C. albicans (Perlroth ve ark., 2007; Sahiner ve ark., 2011),
C. glabrata (Berrouane ve ark., 1999; Fidel ve ark., 1999; Sahiner ve ark., 2011), C.
krusei (Hautala ve ark., 2007), C. parapsilosis (Kuhn ve ark., 2004; Sahiner ve ark.,
2011), C. tropicalis (Kothavade ve ark., 2010; Sahiner ve ark., 2011) ve C. lusitaniae
(Hawkins ve Boddour, 2003), C. inconspicua (Guitard ve ark., 2015) izolasyonlari
bildirilmistir. Bu mayalar yiizeysel veya sistemik enfeksiyonlara neden olurlar
(Pendrak ve Klotz, 1995). Konagin bagisiklik yaniti, Candida tiirlerinin neden
oldugu enfeksiyon tipinin belirleyici faktoriidiir (Miceli ve ark., 2011). C. albicans
hayvan enfeksiyonlarinda da en sik karsilagilan Candida tiiriidiir (Quinn ve ark.,
2011). Yizeysel mukozal Candida enfeksiyonlari; pamukguk, deri kandidiazisi,
Candida 6zefajiti, non-ozefagiyal gastrointestinal kandidiazis, sistit ve vulvovajinal
kandidiazistir. Sistemik Candida enfeksiyonlar ise kandidemi ve c¢esitli organ ve
doku (kalp, akciger, karaciger, dalak, bobrek, kas, kemik, eklem vb.) kandidiazisidir
(Seyedmousavi ve ark., 2015; Sonmez ve ark., 1997). C. albicans, C. tropicalis, C.

pseudotropicalis ve C. krusei hayvanlarda artritis, mastitis ve abort gibi enfeksiyoz
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hastaliklara yol agan en onemli Candida tiirleri olmakla birlikte, diger Candida
tirlerinin de enfeksiyonlardan izole edildigi bildirilmistir (Cohen ve ark., 2008;
Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Eldesouky ve ark., 2016; Mousa ve ark., 2016;
Stefanetti ve ark., 2014; Seker, 2010; Seker ve Ozeng, 2011). Candida tiirleri kedi ve
kopeklerde dermatitis, enteritis, otitis eksterna ve i¢ organ enfeksiyonlarina yol
acabilir (Ali ve ark., 2015; Duchaussoy ve ark., 2015; Milner ve ark., 1997; Moretti
ve ark., 2004; Sahan-Yapicier ve ark., 2018). Kanatlilarda en sik etkilenen organlar;
gaga, Ozefagus, kursak, bezli ve kasli midedir. Bu organlarda pamukguk,
psodomembrandz iilser ve beyaz plak seklinde lezyonlar olustururken
(Hormansdorfer ve Bauer, 2000; Velasco, 2000), nadiren, deri, ayak, perikard ve

kloakada da lezyonlar gozlenebilir (Velasco, 2000).

Mastitis sigir siiriilerinde en sik karsilasilan, siit veriminde azalma ve
kalitesinde bozukluklara yol acan ve tiim diinyada ekonomik oneme sahip bir
hastaliktir (Aydin ve ark.,, 2006). Mastitisin etiyolojisinde bircok bakteri
bildirilmekle birlikte, maya ve maya benzeri mikroorganizmalar da sigir
mastitislerine yol agmaktadir (Costa ve ark., 1993; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012;
Krukowski ve ark., 2000; Santos ve Marin, 2005; Seker, 2010). Mayalarin neden
oldugu mastitisin prevalansi, diger etiyolojik ajanlarla karsilastirildiginda genellikle
diisiik olmasina ragmen (Czernomysy-Furowicz ve ark., 2008; Santos ve Marin,
2005; Wawron ve ark., 2010) son yillarda 6nemli derecede artis gozlenmektedir
(Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). C. albicans ve C. neoformans mastitisli siitlerden
en sik izole edilen maya etkenleridir ve (Costa ve ark., 1993; Eldesouky ve ark.,
2016; Pachauri ve ark., 2013; Zaragoza ve ark., 2011) diger Candida tiirleri de
mastitisli siitlerden izole edilmistir (Santos ve Marin, 2005; Sartori ve ark., 2014,
Seker, 2010; Wawron ve ark., 2010).

Mantarlar toprakta bulunur ve meme derisini kiigiik sayilar halinde kolonize
edebilirler. Dogal savunma mekanizmalarinin azalmasiyla enfeksiyon gelistirirler
(Sartori ve ark., 2014). Kontamine siitin makine veya elle sagilmasi, hayvan
sahipleri ve veteriner hekimler tarafindan gelisiglizel ve sik antibiyotik kullanimi,
kontamine antibiyotik preparatlari, kaniil ve enjektorlerin meme i¢i kullanimi1 maya

enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). C. albicans ve
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sporlar1 pastorizasyondan kurtulma yetenegine sahiptir ve bu yiizden halk saglig1 i¢in

onemli kabul edilir (Schmitt, 1971; Tarfarosh ve Purohit, 2008).

2.4, Candida’larin izolasyon ve identifikasyonu

2.4.1. Direk Mikroskobik inceleme

Deri ve tirnak kazintilari, lam {izerinde bulunan iki damla %10-20 KOH
sollisyonuna batirilip iizeri lamelle kapatilir. Hidrolizasyonu hizlandirmak i¢in ¢ok
hafif alttan 1sitilir. Hidrolizasyonun tamamlanmasi i¢in 30-60 dakika beklenir ve
preparat once kiiciik biiytitme (100x-200x), sonra biiyiik biiyiitme (450x-500x) ile
muayene edilir (Arda, 2015). Bu yontem mantar ve maya hiicrelerini teshis etmede

en yaygin kullanilan yontemdir (Madhavan ve ark., 2011).

Idrar, irin ve eksudatlardan, hem direkt, hem de kuvvetli santrifiij (4000
dev/dk, 15-20 dk) sonrasi elde edilen tortudan preparatlar hazirlanir ve %10-20 KOH
ile muamele edilip mikroskop altinda muayene edilirler. Preparatlarin bir kismi ise
Gridley, PAS, Giemsa, Gram ve Ziehl-Neelsen gibi boyama yontemlerinden biri ile

boyanarak incelenir (Arda, 2015).

Spinal sivilar, kuvvetli santrifiij edildikten sonra dipteki tortudan hazirlanan
preparatlar boyanmadan ya da gesitli boyama yontemlerinden (Gram boyama, ¢ini

miirekkebi vb.) biri ile boyanarak mikroskopta incelenir (Arda, 2015).

Kandan hazirlanan preparatlar PAS, Gomori, Giemsa, Gridley, Gram, Zichl-
Neelsen gibi boyama yontemlerinden biri ile boyanarak mikroskop altinda muayene
edilir (Arda, 2015).

Krase ve bronsiyal eksudatlar, dnce steril fizyolojik tuzlu su i¢inde 3-4 kez
yikanarak oral flora ve yabanci materyallerin uzaklastirilmasi saglanir. Yikanan
materyallerden hazirlanan preparatlar, hem direkt hem de boyanarak mikroskop
altinda muayene edilir (Arda, 2015).
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Biyopsi materyalleri, %10 formalin ile tespit edilerek histolojik muayeneler
icin kullanilir. Hazirlanan kesitler Gridley, PAS, Gomori gibi boyalardan biri ile
boyanarak incelenirler (Arda, 2015).

2.4.2. Kiiltiir

Candida tiirlerini izole etmek icin kullanilan temel besiyerleri kanli agar,
Potato Dekstroz agar (PDA), Potato Dekstroz buyyon (PDB), Sabourraud Dekstroz
agar (SDA), Sabourraud Dekstroz buyyon (SDB), Yeast Nitrogen Base (YNB),
Yeast Potato Dekstroz agar (YBDA)ve Yeast Potato Dekstroz buyyon (YPDB)’dur.
Selektif ve diferansiyal besiyerleri de Candida’lar1 iiretmek ve birbirinden ayirt
etmek i¢in kullanilabilir (Madhavan ve ark., 2011; Pincus ve ark., 2007).

Ik izolasyon igin, bilesiminde kloramfenikol ve siklohekzamid bulunan SDA
kullanilir. Bu besiyerinin pH’s1 diisiik oldugundan ve icerdigi antibakteriyel ve
antifungal substanslardan dolayi, ¢ogu bakterilerin ve saprofitik mantarlarin
tiremesini engeller. Ortama aktidon (0,5 g/l), kloramfenikol (0,5 g/l) veya bunun
yerine streptomisin (40 mcg/ml) ve penisilin (20 1U/ml) karisimi ilave edilebilir
(Arda, 2015).

Kutan mikozis olgularinda gonderilen materyaller petri kutusundaki besi

yerinin 4-5 noktasina steril pens yardimiyla ekilir. (Arda, 2015).

Subkutan ve sistemik mikozis olgularinda gonderilen materyaller (vezikiil
stvilari, irin, burun akintisi, siit gibi) petri kutusundaki kati besiyerinin yiizeyine iyice
yayilarak ekilir. Serebrospinal sivi, pleural ve peritoneal eksudatlar hem santrifiij
edildikten sonra tortudan ve hem de santrifiije edilmeden ekimleri yapilir. Eger doku
materyali ise doku parcalan iyice ezildikten veya c¢ok kiigiik parcalara ayrildiktan
sonra ekimi yapilir. Ekim icin SDA kullanilsa da bunun yaninda, beyin-kalp
inflizyon agar veya ayni ortamin kanli agar1 ve Sabhi agardan da biiyiik dl¢lide

faydalanilir (Arda, 2015).
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Izolasyon icin kullamlacak besi yerleri, hastalik etkenini en iyi sekilde
tiretebilme yetenegine sahip ve selektif olmalidir. Ayn1 zamanda her tiirli optimal
tireme kosullar1 saglanmalidir. Antifungal maddeler, Cryptococcus ve Candida
tiirlerinin iiremesini inhibe edecegi icin izolasyon ve identifikasyon besi yerlerinde
bu maddeler bulunmamalidir. Biitiin ekimler ¢ift olarak yapilmali, biri oda 1sisinda

(25-26°C), digeri ise 37°C’de inkubasyona birakilmalidir (Arda, 2015).

Maya kolonileri, besi yerinde 24 saatte gozle goriilebilecek kadar hizli
tirerler. Uremeleri igin organik bir karbon ve azot kaynagina ihtiyag¢ duyarlar. Cogu
mayalar basit bir karbonhidrat olan glukozu parcalayabilirler. Bu yiizden mayalarin
tiretilmesinde kullanilan primer besi yerlerinde glukoz bulunur. Mayalar aerob

mikroorganizmalar olup, klinik 6rneklerin taginmasi ve kiiltiirii aerob kosullarda

olmalidir (Piyade, 2004).

Klinik dneme sahip maya tiirleri selektif besiyerlerde 24 saat, koyun kanl
agar ve diger non selektif besiyerlerde 36-72 saat i¢inde iirerler ve beyaz ya da sari

renkli, diizgiin, parlak koloniler olustururlar (Arda, 2015; Winn ve ark., 2006).

Mayalarin hizli bir sekilde identifikasyonunu saglamak amaciyla kromojenik
besiyerleri gelistirilmistir. Kromojenik besiyerleri arasinda Albicans ID (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, France), Albicans ID2 (bioMerieux, Marcy I'Etoile, France), Candida
diagnostic agar (PPR Diagnostics Ltd. London, UK), CHROMagar Candida
(CHROMagar Microbiology, Paris, Fransa), CandiSelect (Sanofi Diagnostics
Pasteur, France) ve Chromalbicans (Biolife Italiana Srl, Milan, Italy) yer almaktadir
(Cigek ve ark., 2014; Pincus ve ark., 2007). I¢lerinde tiire 6zgii kromojenik
substratlar bulunan bu besiyerlerinde, mayalarin rettigi enzimlerle (f-N-
acetylhexosaminidase) bu substratlar reaksiyona girerek cesitli renklerde kolonilerin
olusumu saglanir (Cigek ve ark., 2014). Bu besi yerleri birincil izolasyon ortami igin
uygundur ve klinik olarak onemli Candida kolonilerinin hizli ve etkili bir sekilde
identifikasyonunu saglar. Bu nedenle karisik kiiltiirlerde Candida enfeksiyonlarinin
saptanmast kolaydir (Cicek ve ark., 2014). CHROMagar Candida besiyeri p-N-
acetylhexosaminidase ve bir fosfataz substratini igeren besiyeridir ve C. albicans, C.

krusei ve C. tropicalis’in identifikasyonunda kullanilmaktadir (Pincus ve ark., 2007).
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CHROMagar Candida besiyerinde yesil koloni olusturan mayalar PZR ile C.
albicans olarak identifiye edilmistir (Marinho ve ark., 2010). Kromojenik agar’da C.
albicans ve C. dubliniensis ayni1 renk koloniler olusturdugundan bu besiyerlerinde
ayirt edilemezler (Feyzioglu ve ark., 2014; Sahiner ve ark., 2011). Baz
arastirmacilar bu tiirler arasinda koloni renk yogunlugunda farklar bulundugunu, C.
albicans kolonilerinin soluk mavi yesil, C. dubliniensis kolonilerinin ise koyu yesil
koloniler olusturdugunu bildirmislerdir (Marinho ve ark., 2010; Feyzioglu ve ark.,
2014).

C. dubliniensis ve C. albicans’t ayirt etmek amaciyla 45°C’de {ireme
yetenegine bakilmaktadir. C. dubliniensis bu 1sida iireyemezken, C. albicans
tireyebilir (Marinho ve ark., 2010).

2.4.3. Germ Tiip Testi

Insan ve hayvan maya enfeksiyonlarinda en sik rastlanan tiir C. albicans’tir.
Germ tiip testi C. albicans’in, diger Candida tiirlerinden ayriminda kullanilan bir 6n
identifikasyon testidir (Winn ve ark., 2006). C. albicans’t hizli bir sekilde teshis
etmek i¢in germ tiip testi ilk kez 1960’da tanimlanmis olup, neredeyse 60 yildir
kullanilmaktadir (Pincus ve ark., 2007). Germ tiip maya hiicresinden 3-4 kat daha
uzun, mayadan disartya dogru uzanan filament olarak tanimlanir. Germ tiip gercek
bir hifa yapisidir ve pseudohifanin karakteristik yapisini tagimaz (Winn ve ark.,
2006). Germ tiip testi; bir maya kolonisinin 0,5 ml tavsan ya da insan plazma veya
serumu i¢inde 35°C’de 2 saat inkiibe edilmesi ile yapilir. Bu siire sonunda
siispansiyondan bir damla alinarak lam lamel arasinda mikroskopta incelenir ve germ
tipti aranir (Winn ve ark., 2006). Germ tiipii varsa, C. albicans olarak ©n
identifikasyon yapilmis olur (Madhavan ve ark., 2011, Pincus ve ark., 2007; Winn ve
ark., 2006). Klinik orneklerden izole edilen germ tiip testi pozitif Candida
izolatlarmin  %90’min  C. albicans olarak identifiye edildigi bildirilmistir
(Deorukhkar ve Roushani, 2018). C. dubliniensis, C. albicans gibi germ tiipii
olusturabilen diger bir Candida tiiriidiir (Kadry ve ark., 2018). C. tropicalis ve C.
parapsilosis‘de germ tiip benzeri hifalar olusturabilirler. Bununla birlikte tecriibesiz

mikrobiyologlar bazen erken pseudohifa hiicreleri ile gergek germ tiiplinii ayirt
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edemezler (Marinho ve ark., 2010). C. tropicalis’te olusan germ tiip benzeri yalanci
hifalarin, ana hiicreden uzandigi bolgede daralma gostermesi ayirict tanidir

(Campbell ve ark., 1998; Perry ve ark., 1990).

2.2.4. Klamidospor Olusturma

Candida izolatlarmin klamidospor olusturma &zelligi Tween 80 ilave
edilmig/edilmemis misir unu ve piring unu besiyerlerinde gosterilir (Pincus ve ark.,
2007). Bu besiyerleri kullanilarak mayalarin blastospor, artrospor, pseudohifa ve hifa
olusturma &zellikleri de incelenir (Karako¢ ve ark. 2007). Izole edilen maya
kolonisinden igne uclu 6ze ile alinip petri kabinda birbirine paralel ¢izgiler seklinde
ekimler yapilir. Ekim alanlarinin tizeri lamel ile kapatilir. Kapatilan lamel ile ortamin
oksijeninin azalmasi ve Tween 80’in yiizey gerilimini diisiirmesi klamidospor ve
pseudohifa tiretimini artirir (Piyade, 2004). Besi yeri 24-48 saat oda sicakliginda
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda mayalarin mikroskobik morfolojik &zellikleri
incelenir (Fenn ve ark., 1994). Klamidosporlarn tespit edilmesi durumunda, maya C.
albicans olarak identifiye edilir (Winn ve ark., 2006). Pseudohifa ve blastokonidia
goriilme durumunda, Candida cinsi iginde farkli bir tiir olarak tanimlanir (Winn ve
ark., 2006). C. dubliniensis de klamidospor olusturma &zelligine sahiptir. C. albicans
yalanci hifa iizerinde tek bir klamidospor olustururken, C. dubliniensis klamidospor
demetleri olusturur (Seyer ve ark., 2009). C. glabrata’nin en karakteristik 6zelligi
musir unlu besi yerinde hifa veya pseudohifa goriilmemesidir. C. tropicalis hifa

olusturabilir, nadiren klamidospor yapar (Ak¢cam-Aysan, 2009).

2.4.4. Biyokimyasal Testler

2.4.4.1. Karbonhidrat Asimilasyon Testleri

Mayalarin tiir diizeyine kadar olan identifikasyonunda karbonhidrat
asimilasyon testi, esas dayanak noktasidir (Inci ve ark., 2012, Kidd ve ark., 2016).
Karbonhidrat asimilasyon testleri, klinik a¢idan Onemli mayalarin kesin
tanimlanmasi i¢in en yaygin kullanilan yontemdir. Bu test, maya izolatinin kimyasal

olarak tanimlanmis bir ortamda tek karbon kaynagi olarak belirli bir karbonhidrat
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substratindan yararlanma kabiliyetini belirler. Bu yontemde, uygun bir karbonhidrat
substrat1 eklendiginde mayalarin biiyiimesini destekleyen bir bazal ortam kullanilir.
Biiylimenin olmamasi, test edilen karbonhidratin kullanilmasma ydnelik enzim
eksikligine isaret eder (Sandven, 1990). Mayalar 30°C’de 24 saat YNB’de kiiltiire
edilir. Kiltiirler 2790 RCF’de (ré6latif santrifiij kuvveti) 5 dakika santrifiij edilir, 3
kez yikanir ve McFarland Standart No. 5’e gore steril tuzlu su ile ayarlanir. 300 pl
YNB ve 1,5 ml Candida spp. siispansiyonu, i¢inde falkon tiipti bulunan 30 ml steril
bakteriyolojik agara karistirilir. Siispansiyon 15 cm petri kutusuna dokiiliir ve
besiyeri katilagtiktan sonra %2 oraninda karbonhidrat (maltoz, trehaloz, ksiloz,
galaktoz, laktoz, sukroz ve glukoz) emdirilmis diskler petriye yerlestirilir.
Siispansiyon 30°C’de 96 saat inkiibe edilir ve her giin kontrol edilir. Tiim Candida
tiirleri glukozu asimile ettigi i¢in pozitif kontrol olarak glukoz kullanilir (Marinho ve
ark., 2010). Disklerin etrafindaki maya tiremesi karbonhidratin asimilasyonunu
gosterir (Marinho ve ark., 2010). C.albicans’in karbonhidrat asimilasyon profili tablo

2.2’de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. C. albicans’in karbonhidrat asimilasyon profili (Kidd ve ark., 2016).

C. albicans’in karbonhidrat asimilasyon profili

Glukoz + Eriyebilir nisasta + Galaktitol -
Galaktoz + D-Ksiloz + D-Mannitol +
L-Sorboz D L-Arabinoz D D-Glusitol D
Sukroz D D-Arabinoz D a-M-D-Glukozid D
Maltoz + D-Riboz D D-Glukonat D
Sellobioz - L-Ramnoz - DL-Laktat +
Trehaloz D D-Glukozamin D myo Inositol -
Laktoz - N-A-D-Glukozamin D 2-k-D-Glukonat +
Melibioz - Gliserol D D-Glokuronat -
Rafinoz - Eritritol - Nitrat -
Melezitoz D Ribitol D Ureaz -

+: pozitif, - : negatif, D: degisken sonuglar1 ifade eder
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2.4.4.2. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Karbonhidrat fermentasyon testleri, mayalarin kesin identifikasyonunda
zorluklar yasandiginda kullanilir. Mayalar etanol ve karbondioksiti olusturmak i¢in
belirli bir karbonhidrat substratin anaerobik fermentasyonunu miimkiin kilan
enzimatik sistemlere sahiptir. Fermentasyon sadece gaz liretimi ile tespit edilir.
Fermantasyon ortami pepton, et veya maya ekstrakti ve birbirinden farkli
karbonhidrat kaynaklari igerir. Gaz iiretiminin tespiti i¢in ters ¢evrilmis Durham tiipii
yerlestirilir. Izole edilen saf maya kolonisinden steril tuzlu suyla siispansiyonlart
hazirlanir. Farkli karbonhidratlarin test edildigi her bir ortama hazirlanan
siispansiyondan 0,2’ser ml ilave edilir. Tipler 25-28°C’de 6-12 giin inkiibe
edildikten sonra sonuclar not edilir. Pozitif fermentasyon, ters ¢evrilmis Durham
tiiplinde gaz kabarciklarinin varligi ile saptanir. Bir karbonhidrat fermente edilirse,
ayni zamanda asimile de edilir ancak zit durumlar da gozlenebilir. Fermentasyon
testlerinin asimilasyon testlerine gore degisiklik gosterebilecegi, bu nedenle de daha
az glivenilirlige sahip oldugu bildirilmektedir (Sandven, 1990). C. albicans
izolatlarmin karbonhidrat fermentasyon testleri yapildiginda glukoz ve maltozu
fermente ettigi, galaktoz, sukroz ve trehalozu degisen oranlarda fermente ettigi,

laktozu ise fermente edemedigi bildirilmistir (Kidd ve ark., 2016).

2.4.4.3. Ureaz Testi

Ureaz enzimine sahip mayalar, iireyi alkalin reaksiyon olusturmak iizere
ayirma yetenegine sahiptir. C. albicans iireaz tiretememektedir (Kidd ve ark., 2016).
Ancak, Candida tiirleri i¢inde sadece C. krusei’nin bazi izolatlar1 {ireaz pozitiftir.
Ureaz iiretme yetenegi, Christensen’in iire agari ile belirlenir. Besiyerine maya
kolonisinin bir kismi inokule edilir. 25-30°C’de 4-5 giin boyunca inkiibe edilir ve
giinlik takibi yapilir. Saridan pembeye veya kirmiziya gecis pozitif reaksiyonu
gosterir (Sandven, 1990).
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2.4.4.4. Ticari Teshis Yontemleri

Identifikasyonda kullanilan geleneksel testlerde uzman personele ihtiyag
bulunmasi nedeniyle, daha az uzman personel gerektiren daha spesifik ve sensitif

testler gelistirilmistir (Pincus ve ark., 2007).

Minyatiirize biyokimyasal yontemlerde, pleytlerde hazir bulunan c¢esitli besi
yerlerine saf kiiltlirler inokule edilip inkiibe edilir ve enzim-substrat iligkisine gore
olusan renk degisimi ya da gaz olusumu ile mikroorganizma identifiye edilir.
Sonugclar tani ¢izelgeleri ile karsilastirilabilecegi gibi veri tabanlariyla da analiz
edilebilir. Bu sistemlerde kullanilan test kartlari, degisik biyiikliiktedirler ve
identifikasyon veya antibiyotik substratlar1 igeren degisik sayida mikro
kuyucuklardan olusmaktadir. Test kartlarinin her bir goziinde farkli ayraglar

bulunmaktadir (Aras, 2011).

Yapilan c¢aligmalarda minyatiir sistemlerin geleneksel yontemlerden hiz,
dogruluk ve fiyat kriterleri agisindan daha avantajli olduklarimi gostermektedir.
Baslangicta, hizli tani kitlerinin degerlendirilmesi gozle okunup daha sonra elde
edilen manuel identifikasyon kodu kullanilarak mikroorganizma belirlenirken,
giiniimiizde tani sirketleri tarafindan bilinmeyen kiiltlirlerin identifikasyonlarinin

yapilabilmesi i¢in bilgisayarli otomatik okuyucular gelistirilmistir (Aras, 2011).

Cesitli biyokimyasal testleri igeren API 20C, API32C, API Candida veya
RapID Yeast Plus System gibi ticari kitler Candida tiirlerinin tanimlanmasinda
kullanilan manuel, 1D 32C, Vitek YBC, Vitek 2 ID-YST, BD Phoneix Yeast 1D
Panels gibi sistemler ise otomatik teshis yontemleridir (Freydiere ve ark., 2001;
Pincus ve ark., 2007).

2.4.4.5. Serolojik Testler

Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda serolojik testler uzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Tan1 i¢in kullanilan testler arasinda; immundifiizyon (ID), lateks

agliitinasyon (LA), enzim immunassay (EIA), komplement fikzasyon (KF), enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA) ve radioimmiinassay (RAI) testleri yer
almaktadir. Serolojik testler fungal antijenlere karsi gelisen antikorlar1 ve spesifik
fungal antijenleri belirlemek amaciyla kullanilir (Winn ve ark., 2006). Bu antijenler;
galaktomannan, (1-3)-p-D-glukan, mannan ve glukuronomannan’dir. Serolojik testler
invaziv mantar enfeksiyonlarin tanisinda birgok avantaj saglamaktadir. Kiiltiir i¢in
ornek alinamadigi veya kiiltirde iireme olmadigi durumlarda serolojik testlere
basvurulmaktadir. Bununla birlikte, ¢alisilmasi riskli mantarlarin kiiltire edilmesi
serolojik testlerle ortadan kaldirilmaktadir (Birinci ve Tanriverdi-Cayci, 2016; Ener,
2011; Yeo ve Wong, 2002). Mantar enfeksiyonlarinin erken teshisinde antikor
aranmasina dayali serolojik testler, antikorlarin olmamasi ya da gecikmis antikor
cevabi nedeniyle teshiste tercih edilmemektedir. Antikordan ziyade antijen aranmasi,
histoplasmozis, koksidioidomikozis, ve blastomikozisin erken teshisinde biiyiik
oneme sahiptir. Serolojik testlerle invaziv Candida enfeksiyonu bulunan hastalarin
%50°den fazlasi yanlis negatif bulunmustur. Sirkiile olan Candida antijenlerinin
direk teshisi amaciyla testler standartize edilememistir. Kriptokokal antikorlarin

teshisi ve kros reaksiyonlar nedeniyle serolojik testlerin kullanimi1 uygun degildir

(Winn ve ark., 2006).

2.4.4.6. Molekiiler Tam Yontemleri

Molekiiler metotlar mikroorganizmaya 6zgii bir genin niikleik asit sekansinin
teshis edilmesi temeline dayanir. Mayalarin taksonomisinin belirlenmesi ve patojen
mayalarin  kisa siirede identifikasyonuna imkan saglar. Spesifik mayanin
identifikasyonu 6rnek, kiiltiir, formalinle fikse edilmis ya da parafinli dokulardan
yapilabilir (Madhavan ve ark., 2011). Immun sistemi baskilanmis kisilerde ciddi
enfeksiyonlara sebep olan ve yeni tanimlanan (Kothavade ve ark., 2010; Sahiner ve
ark., 2011) mayalarin morfolojik olarak benzerligi, konvansiyonel yontemlerle
identifikasyonunun sinirli olmasi yanlis identifikasyonlarina yol agmaktadir. Sekans
analizleri fenotipik testlere gore mayalarin tiir ve cins seviyesinde daha objektif bir
sekilde tanimlanmasini saglar. Son yillarda PZR temeline dayali RFLP-PZR, real-
time PZR ve diger PZR teknikleri teshis i¢in gelistilmistir (Hierro ve ark., 2004;
Mirhendi ve ark., 2007). Maya genomlarinda 18S, 5.8S ve 26S ribozomal RNA

bolgeleri tiirler arasinda ve tiirler i¢inde korunmus bir bolge olup, ¢oklu kopyalar
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halinde bulunur (Madhavan ve ark., 2011; Pincus ve ark., 2007). Candida tiirleri i¢in
rRNA’nin Internal Transcriber Spacer (ITS) bolgeleri tiir identifikasyonunda
onemlidir (Luo ve Mitchell, 2002). Molekiiler yontemler veteriner klinik
orneklerinde Candida tiirlerinin identifikasyonunda kullanilmasina karsin, rutin

teshislerde heniiz kullanilmamaktadir (Quinn ve ark., 2011).

Son yillarda matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) klinik 6rneklerden Candida tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilmaktadir (Marklein ve ark., 2009). Ancak bu yontem yeni
ortaya ¢ikan mayalarin identifikasyonunda hatalara neden olmaktadir (Westblade ve

ark., 2013).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Maya Suslari

Calismada Amerikan Kiiltir Koleksiyonu'ndan (Wesel, Almanya) temin
edilen C. albicans ATCC 90028 susu izolasyon, identifikasyon ve PZR asamalarinda
pozitif kontrol olarak kullanildi.

3.1.2. Siit Ornekleri

Bu calisma Agustos 2017-Haziran 2018 tarihleri arasinda yapildi. Burdur
ilinde siit sigir1 isletmelerine gidilerek, isletme sahiplerine mastitis problemi
olup/olmadigi, yapilan tedaviler, kullanilan antibiyotikler, iyilesme olup/ olmadigi
gibi sorular igeren bir anket ¢alismasi yapildi (Ek1). Mastitis problemi bulunan
isletmeler, anket sonuglarma gore calismaya dahil edildi. Isletmelerde siirii
buytikligi 13 ile 60 arasinda degismekteydi. Bu c¢alismada toplam 20 isletmede
bulunan 178 hayvandan 686 siit drnegi usuliine uygun olarak toplandi. Isletmeler ve
alinan siit 6rneklerinin sayisi tablo 3.1°de verildi. Bu arasgtirma Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurulu Baskanligmin (MAKU-
HADYEK/2017-315) onay1 ile gergeklestirildi.
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Tablo 3.1. Siit 6rneklerinin alindig isletmeler ve 6rnek sayilari.

Ciftlik flce — Koy Hayvan Ornek Siirii
No. sayisi Sayisi Biiyiikliigii
1 Kayaalt1 Koyii / Burdur 7 27 45
2 Kayaalti Koyii / Burdur 4 15 21
3 Kayaalt1 Kdyii / Burdur 7 27 30
4 Suludere Koyii / Burdur 10 38 27
5 Suludere Koyili/ Burdur 10 40 24
6 Cine Koyt / Burdur 10 38 32
7 Kurugay Koyt / Burdur 9 35 17
8 Diiger Koyii / Burdur 11 42 55
9 Taskap1 Koyt / Burdur 11 44 40
10 Taskapt Koyt / Burdur 8 30 20
11 Ardigh Koyii / Burdur 7 26 30
12 Askeriye Koyii / Burdur 6 22 23
13 Akyaka Kdoyii / Burdur 10 38 48
14 Merkez / Burdur 10 40 13
15 Yazikoy Koyii / Burdur 10 39 32
16 Yazikoy Koyt / Burdur 10 36 35
17 Yazikdy Koyii / Burdur 9 35 60
18 Yazikdy Koyii / Burdur 11 42 33
19 Yazikoy Koyii / Burdur 8 32 25
20 Kemer / Burdur 10 40 59
Toplam 178 686 669
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3.1.3. Caliymada Kullanilan Besiyerleri

Kanh Agar (Merck, Almanya)

Nutrient substrat (kalp ekstrakti ve peptonlar).......................... 20 gr
Sodyum KIOrit. ... 5gr
N 15 gr
DISHLE SU. .ot 1000 ml
Koyun Kant... ..o %5-10

Distile suya ilave edilen igerik eritildikten sonra pH 6,8 + 0,2’ye ayarland1 ve
121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra
%5-10 defibrine koyun kani ilave edildi ve steril petrilere 25-30 ml dagitildu.

Kloramfenikol Supplementi ilave edilmis Sabourraud Dekstroz Agar (SDA)

Sabourraud Dekstroz Agar (SDA) (Merck, Almanya)

PePtON (BL) ... .vinieii e 5gr
Pepton (Kazein)........c.ooeiiiiii Sor
D(+) GIUKOZ.......oiieie e 40 gr
N0 - 15¢r
DISHHE SU. ...t 1000 mi

Kloramfenikol Supplementi’nin Hazirlanmasi (Oxoid, UK)

Supplement, 50 mg kloramfenikol igeren siseye 3 ml etanol ilave edilerek

hazirlandi. Bir sise supplement 500 ml besiyerine ilave edildi.
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Distile suya ilave edilen igerik eritildikten sonra pH 5,6 + 0,2’ye ayarland1 ve
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye sogutulduktan sonra

kloramfenikol supplementi ilave edildi ve steril petrilere 25-30 ml dagitild:.

Tween 80’li Misir Unu Besiyeri (Oxoid, UK)

Misir unu ekstrakti........o.oviiiiii e 29r
A . 15 gr
Tween 80 (Merck, Almanya)..............ccooeiiiiiiiii. %1
DISHHE SU. ... 1000 ml

Distile suya ilave edilen igerik eritildikten sonra pH 6,0 + 0,2’ye ayarland1 ve
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye sogutulduktan sonra
steril petrilere 25-30 ml dagitildi.

CHROMagar™ Candida Besiyeri (CHROMagar Microbiology, Fransa)

N T L PP 15¢g

o 0] (0 10,2 g
Kloramfenikol.............ooiii 059
Kromejenik karisim............ooo 22 9
DISHHE SU....vtii 1000 ml

Distile suya ilave edilen igerik 100°C’ye kadar karistirilarak kaynatildi ve pH
6,1 + 0,2’ye ayarland1. Besiyeri 45-50°C’ye sogutulduktan steril petrilere 25-30 ml
dagitildi.

Triptik Soya Buyyon (TSB) (Oxoid, UK)

Tripton
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SOYA PEPLONU. ..ttt e 34

Sodyum KIorid. ... ..o, 59
Dipotasyum hidrojen fosfat...................ooooiiiii 250
DEKSIIOZ. .. et 250
DISHHE SU ...t 1000 ml

Distile suya ilave edilen igerik eritildikten sonra pH 7,3 + 0,2’ye ayarland1 ve
121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye sogutulduktan sonra
steril tiiplere 10-15 ml dagitildi.

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Elektroforez Jel Tanki

DNA’nin agaroz jelde elektrik akimi yardimu ile yiiriitiilmesini saglamak i¢in

kullanildi (Serva, BM100, Ingiltere).

ELIZA Okuyucu

Mikropleytlerde uygulanan biyofilm testinde optik dansiteyi 6l¢mek amaciyla
kullanildi (Rayto, RT-2100C, Almanya).

Etiiv

Maya izolatlarinin izolasyon ve identifikasyonlar1 esnasinda iiremeleri icin

gerekli ortami saglamak igin kullanildi (Memmert, Almanya)

Goriintiileme Cihazi

Jelde yiiriitiilen DNA fragmentlerinin UV 15181 altinda goriintiillenmesi i¢in
kullanild1 (EDAS 290, Kodak, ABD).
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Gii¢c Kaynag

Elektroforez jel tankinda DNA gagmentlerinin yliriitiilmesi icin gerekli
elektrik akimini saglamak icin kullanildi (Teko, Italya).

Fotograf Makinasi

Gorilintiileme cihazi ile goriintiilenen iiriinlerin fotograflanmasi ve bilgisayara

aktarilmasi i¢in kullanildi (Digital Graphic Printer, Kodak, ABD).

Is1 Dongii Cihazi (Thermal Cycler)

Genomik DNA’nin istenen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi (Nyx
Technik, A6-00150, ABD).

Jel Elektroforez Unitesinin Taraklar:

Jel tizerinde 1-2 mm kalinlik ve 7 pl hacimde 16 adet kuyucuk acan 2 adet
tarak (Scie-plas, HU10, Ingiltere).

Manyetik Karistirici

Besiyerlerinin hazirlanmasi sirasinda karistirmak ic¢in kullanildi (Isolab,

Almanya).

Mikrodalga Firin

Agarozun TAE icerisinde eritilmesi sirasinda gerekli 1s1y1 saglamak ig¢in

kullanild1 (Beko, Tiirkiye).
Otoklav
Besiyerlerinin ve cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in kullanildi (Hirayama,

Japonya).
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Otomatik pipetler

0,5-10 pl, 2-120 pl, 10-100 pl ve 100-1000 pl’lik otomatik pipetler kullanilds
(Thermo Scientific, Finlandiya)

PZR Kabini

PZR uygulamalarimin steril bir ortamda yapilmasi i¢in kullanildi (Biosan,

Riga, Letonya)

Santrifiij

Stispansiyon halindeki kat1 maddelerin i¢inde bulundugu sividan merkez kag

kuvveti ile ayrilmast i¢in kullanildi (Hermle Z 233 M-2, Almanya).

Tartim Cihazi

Besiyerleri, agaroz ve kimyasal maddelerin hazirlanmasi i¢in kullanildi

(Sartorius, Almanya).

Vorteks

Siispansiyonlari karistirmak i¢in kullanildi (MS1 Minishaker, IKA, ABD).

Primerler

C. albicans’in dogrulanmasi1 ve viriilens faktorlerinin gosterilmesi igin

kullanildi (Tablo 3.2).

35



Tablo 3.2. C. albicans ve viriilens faktorlerini kodlayan genler, primer dizisi ve PZR
triinleri.

Hedef Primer dizisi PZR
gen uriinii
(bp)
CALB1 Forward 5>-TTTATCAACTTGTCACACCAGA-3’ 273 bp

Reverse 5’-ATCCCGCCTTACCACTACCG-3’

PLB1 Forward 5’-ATGATTTTGCATCATTTG-3’ 751 bp
Reverse 5’-AGTATCTGGAGCTCTACC-3’

ALS1 Forward 5’-GACTAGTGAACCAACAAATACCAGA-3’ 318 bp

Reverse 5’-CCAGAAGAAACAGCAGGTGA-3’

bp: baz ¢ifti

3.1.5. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Tampon Soliisyonlar

Agaroz

DNA fragmentlerinin ylriitiilmesi i¢in lineer bir polimer olan agaroz (Sigma-
Aldrich Low EEO, 9012-36-6, ABD) kullanildi. Agaroz %1,5 olacak sekilde distile

su i¢inde hazirlandi.

Elektroforez Tamponu

DNA’nin jel ortaminda hareket etmesi i¢in 10XTAE (Thermo Scientific,
ABD) buffer kullanildi.

Maya Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti

Maya kolonilerinden genomik DNA ekstraksiyonu igin ticari bir kit (Yeast

DNA Preparation Kit, Jena Bioscience, Almanya) kullanildi.
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Marker

Elektroforezde yiiriitilen DNA’larin biiylikliiginii 6lgmek i¢in 100 bp’lik
marker kullanild1 (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, ABD).

PZR Master Mix

Polimerizasyon reaksiyonu i¢in igerisinde dNTP ve 1siya dayanikli Tag DNA
polimeraz i¢eren karigim kullanildi (Thermo Scientific, ABD).

Yiikleme Soliisyonu
DNA o6rneginin jelde yiiriimesi i¢in kullanildi (Vivantis, Malezya).
Ethidium Bromid

Elektroforez asamasinda DNA ile karistirilarak UV altinda goriintiillenmesi

icin kullanild1 (Thermo Scientific, ABD).
3.2. Yontem
3.2.1. Siit Orneklerinin Toplanmasi

Mastitisli sigirlarin bulundugu isletmelerdeki hayvanlardan siit o6rnekleri
toplandi. Siit 6rnegi almadan 6nce meme uclar1 temizlenip %70 alkolle silindi, birkag
damla sagilip atildiktan sonra meme loblarinin her birinden ayr steril tiipler igine
direk 10 ml. siit sagildi. Tiplerin {izerine inege ve memeye bilgiler yazildi. Siit
ornekleri soguk zincir altinda Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirildi.
3.2.2. Candida albicans izolatlarinin izolasyon ve Identifikasyonu
Stit 6rnekleri mikolojik kiiltiir amaciyla %5 koyun kani igeren kanli agar

(Merck, Almanya) ve kloramfenikol supplementi (Oxoid, UK) ilave edilmis
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Sabouraud Dextroz agar (SDA)’a (Merck, Almanya) ekildi Petriler aerobik ortamda
37°C’de 24-72 saat inkiibe edildi. izole edilen mayalar Gram boyama, germ tiipii,
klamidospor olusumu, 45°C’de ve kromojenik besiyerinde lireme gibi konvansiyonel

yontemlerle C. albicans olarak tanimlandi1 (Quinn ve ark., 2011, Arda 2015).

3.2.2.1. Germ Tiip Testi

C. albicans izolatlarinin (tek diisecek sekilde) supplement ilave edilmis
SDA’ya pasajlar1 yapildi. Steril tiipler igine 1 ml serum dagitildi. Oze ile 1 maya
kolonisinden alinarak, serum igeren tiiplerde koloniler siispanse edildi. Daha sonra
37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda bu siispansiyondan bir damla
alinarak, lam-lamel arasi preparat hazirlandi ve 40’lik (40x) biiyiitmede 151k
mikroskobunda (Olympus, Japonya) incelendi. Maya hiicresinden ¢ikan ve maya
hiicresinin 3-4 kati uzunlugunda olan, baslangi¢c noktasinda bogumlanma olmayan,
uzunlugu boyunca kabariklik gostermeyen, filament seklinde uzantilar goriilen
mayalar germ tiipii pozitif olarak degerlendirildi (Quinn ve ark., 2011). Germ tiipii
olusumu kontrol susu olan C. albicans ATCC 90028 susu ile karsilastirildi. Germ

tiipi pozitif maya izolatlar1 C. albicans olarak identifiye edildi.

3.2.2.2. Klamidospor Olusumu

Klamidospor olusumu Tween 80 (Merck, Merck Millipore Corporation,
Almanya) ilave edilmis misir unu besiyerinde (Oxoid, Hamshire, UK) yapildi. Buna
gore; maya izolatlarinin klamidospor gelistirmesini artirmak amaciyla 6ze ile maya
kolonisinden alinarak, yaklasik 30 derecelik agiyla besiyeri bir noktadan delindi ve
besiyerinin tabanina bastirarak bir ¢izgi seklinde ileri itilerek geri ¢ekildi. EKim
cizgilerinin {izerine lamel kapatilarak 26 °C’de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda petriler 151k mikroskobunda diyafram kapali olarak 10x, 20x ve 40x
biiyiitmede incelendi. Pseudohifalarin uglarinda ve yan dallarinda goriilen biiyiik,
kalin duvarli, yuvarlak klamidosporlar ile hifa birlesim yerlerindeki blastospor
kiimelerinin goriilmesi C. albicans pozitif olarak degerlendirildi (Yiicel ve

Kantarcioglu, 1999)
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3.2.2.3. Kromojenik Besiyerinde Ureme

Maya izolatlari, Candida tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan
CHROMagar Candida besiyeri ne ekildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. C.
albicans olarak identifiye edilen izolatlarin besiyerinde mavi-yesil koloniler

olusturduklart belirlendi (Marinho ve ark., 2010).

3.2.6. 45°C’°de Ureme

C. albicans ve C. dubliniensis ayrimini yapmak igin maya izolatlari
supplement ilave edilmis SDA’ya ekildi ve 45°C’de 10 giin inkiibasyona birakildi.
Ureme saptanan Candida izolatlar1, C. albicans olarak identifiye edildi (Marinho ve
ark., 2010).

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Maya izolatlarindan DNA ekstraksiyonu, ticari bir maya DNA ekstraksiyon
kiti (Yeast DNA Preparation Kit, Jena Bioscience, Almanya) kullanilarak yapildi.
DNA ekstraksiyonuna baslamadan once, kit i¢inden ¢ikan proteinaz K, lyticase,
RNase A ve yikama bufferlar kit prosediiriine gore hazirlandi. Kit prosediiriine gore;
maya izolatlarinin her birinden bir koloni alinarak TSB besiyerinde bir gecelik
kiltirii yapildi. Kiiltirden 500ul alindi ve 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atildi ve tizerine 100 pl reslispansiyon buffer ve 1 ul lyticase ilave edildi
ve 10 saniye vorteksle karigtirildi. Daha sonra 37°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakildr ve siire sonunda 10000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve
tizerine 300 ul lysis buffer ve 2 ul RNase A ilave edildikten sonra 10 saniye
karistirlldi. Daha sonra 8 pl proteinaz K eklendi, 60°C’de 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 5 dakika sogutuldu. Siire sonunda {izerine 300 pl binding buffer
eklendi, vorteksle karistirildi ve 5 dakika buz i¢indeki tiipe yerlestirildi. Daha sonra
10000 g’de 5 dakika santriflij edildi. Bu arada spin column yerlestirilmis ependorf
tiip i¢ine 100 pl activation buffer eklendi ve 10000 g de 30 saniye santrifiij edildi ve
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stvi kisim atildi. Siipernatant spin column i¢ine pipetle eklendi ve 10000 g’de 1
dakika santrifiij edildikten sonra 500 pl washing buffer spin columna ilave edildi ve
tekrar 10000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrar edildikten sonra
2 ml’lik yikama tiipli atildi ve column elution tiipe yerlestirildi. 40-50 pl elution
buffer column merkezine eklendi ve oda isisinda 1 dakika inkiibe edilmesinin
ardindan 10000 devirde 2 dakika santrifiij edildi. Elde edilen DNA’lar kullanilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.3.2. C. albicans’in PZR ile Dogrulanmasi

PZR ile C. albicans’in ITS boélgesi igin spesifik gen bolgesini kodlayan
CALB1 primerleri BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) arastirmasi ile
belirlendi. C. albicans’a spesifik bu gen bolgesinin amplifikasyonu 25 ul PZR
reaksiyon karisiminda (12,5 ul PZR master mix (2X)(Thermo Fisher Scientific,Inc,
ABD), 1 pl herbir primerden (10 uM), 5 ul DNA) yapildi. Amplifikasyon iglemi
95°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 35 siklus (94°C’de 1 dakika,
52°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika) sonrasi 72°C’de 5 dakika zincir uzamasi
seklinde 1s1 dongii cihazinda (Nyx Technik, A6-00150, ABD) uygulandi (Mannarelli
ve Kurtzman, 1998). PZR fiiriinleri %1,5 agaroz jel iceren TAE (Thermo Scientific,
ABD)’de etidyum bromid ile boyanarak yiiriitiildii ve 273 bp’da olusan bantlarin ait
oldugu izolatlar C. albicans pozitif olarak degerlendirildi (Susever ve Yegenoglu,
2012). Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 susu, negatif kontrol olarak

steril bidistile su kullanildi.

3.2.3.3. C. albicans’in Viriilens Genlerinin Saptanmasi

PLB1 geni i¢cin Mukherjee ve ark. (2001) tarafindan daha once bildirilen
primerler sentezlettirildi. Amplifikasyon; 25 ul hacimde (5 pul DNA, 12,5 pl 2X
master mix, 1ul primer F (10 uM) ve primer R (10 uM) hazirlandi. Amplifikasyon,
1s1 dongii cihazinda 94°C’de 5 dakika, bunu takiben 94°C’de 1 dakika, 47°C’de 1 ve
72°C’de 1 dakika 35 siklus ve son olarak 72°C’de 5 dakika uygulandi (Eldesouky ve
ark., 2016). PZR iriinleri, %1,5 agarose-jelde etidyum bromidle boyanarak
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yiritildi. Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 susu, negatif kontrol

olarak steril bidistile su kullanildi.

ALS1 geni i¢in amplifikasyon: 25 pl hacimde (5 pl DNA, 12,5 ul 2X master
mix, 1ul primer F (10 uM) ve primer R (10 uM) hazirlandi. Amplifikasyon, 94°C’de
4 dakika, bunu takiben 94°C’de 30 saniye, 52°C’de 1 dakika ve 72°C’de 2 dakika 35
siklus ve son olarak 72°C’de 5 dakika uyguland1 (Inci ve ark., 2013). PZR iiriinleri,
%1,5 agarose-jelde etidyum bromidle boyanarak yiritiildi. Pozitif kontrol olarak C.
albicans ATCC 90028 susu, negatif kontrol olarak steril bidistile su kullanildu.

3.2.4. Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu Christensen ve ark. (1995)’nmin tanimladigi modifiye
Christensen (tiip adherens) yontemine goére yapildi. Buna gore; son konsantrasyonu
%?2 glukoz olacak sekilde hazirlanmis steril TSB besiyeri 5 ml olacak sekilde steril,
U tiiplere dagitildi. Maya kolonisinden alinarak, bu besiyeri i¢ine ekildi ve 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda, tiip igerigi dezenfektan bulunan kavanoz
icine bosaltild1 ve 3 kez PBS (pH 7,2) ile yikandi. Tiiplerin i¢ine 5 ml %1°1ik kristal
viyole ilave edildi ve 3 saat bekletildi. Sonrasinda boya dokiildii ve tiipler ters
cevrilerek kurumasi beklendi. Tiiplerin i¢ cidarinda renkli tabaka varligi pozitif
olarak degerlendirildi. Rengin koyuluk ve kalinligina gore biyofilm olugumu “gliglii
pozitif”, “pozitif”, “zayif pozitif” olarak degerlendirildi. Renk degisikligi olmayan
tiipler ve sivinin hava ile temas ettigi bolgede gézlenen boya kalintilar1 negatif olarak
degerlendirildi. Tiip iginde sekillenen renkli tabakay1 dogru degerlendirmek igin test
3 kez tekrarlandi.
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4. BULGULAR
4.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Siit 6rneklerinden 49 (%7,14) maya izole edildi. Maya izolatlarinin 5
(%10,20)’inde germ tiip olusumu belirlendi ve bu izolatlar C. albicans olarak
tanimlandi (Sekil 4.1).

A B

Sekil 4.1. C. albicans izolatlarinda germ tiipii olusumu (A-C. albicans ATCC 90028
B-C. albicans izolat1).

Izole edilen tiim maya izolatlarinda ve C. albicans kontrol susunda Tween 80
ilave edilmis musir unlu besiyerinde klamidospor olusumu arastirildi (Sekil 4.2).
Germ tiip olusturan 5 C. albicans izolatinin ayn1 zamanda klamidospor olusturdugu

belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Tween 80°li Misir unu besiyerinde Candida izolatlarinin goriintiisii.

Sekil 4.3. Klamidosporlarin mikroskopta goriiniimii (A-C. albicans ATCC 90028, B-
C. albicans izolat1).

C. albicans olarak identifiye edilen tiim izolatlarin kromojenik besiyerinde
mavi-yesil renk olusturdugu godzlenirken, diger maya izolatlarinin pembe renkte
koloniler olusturdugu belirlendi (Sekil 4.4). Germ tiipii ve klamidospor olusturan,

kromojenik besiyerinde mavi-yesil koloni olusturan C. albicans izolatlarinin 45°C’de

iredigi gozlendi.
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Sekil 4.4. Kromojenik besiyerinde Candida kolonileri (1: pozitif kontrol C. albicans
ATCC 90028, 2-4: C. albicans izolatlar1, 5-8: diger maya izolatlar1).

4.2. PZR Bulgular

Bu caligmada, izole edilen tiim maya izolatlarina PZR uygulandi. Mastitisli
stitlerden izole edilen tim maya izolatlarinin sadece 5 (%10,20)’inde ve pozitif
kontrol susunda (C. albicans ATCC 90028) C. albicans’a spesifik ITS bolgesini
kodlayan gen (CALB1) varligi saptandi (Sekil 4.5). Bu izolatlarin fenotipik
ozelliklerine gore C. albicans olarak identifiye edilen maya izolatlar1 oldugu
belirlendi. Izole edilen tiim maya izolatlarinda, ALS1 gen varligi spesifik primer
kullanilarak arastirildi. Sadece C. albicans olarak identifiye edilen izolatlarin 3
(%60)’tinde ALS1 geninin bulundugu, 2 (%40) izolatin ise ALS1 geni tagimadigi
saptandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. C. albicans izolatlarinda CALB1 gen varligi [M: marker (100 bp); PK:
pozitif kontrol, C. albicans 90028 susu; NK: negatif kontrol, distile su; 1-5: C.
albicans izolatlar1].

e

N—ea

—

—y

=

pr—

318 bp e —
300 bp==
200 bp -
100 bp=F=

Sekil 4.6. C. albicans izolatlarinda ALS1 gen varligi [M: Marker (100 bp); PK:
Pozitif kontrol, C. albicans 90028 susu; NK: Negatif kontrol, distile su; 1,3: ALS1
negatif C. albicans izolatlari; 2, 4-5: ALS1 pozitif C. albicans izolatlar1].

Tiim maya izolatlarinda PLB1 gen varlig1 arastirildi. Fenotipik 6zelliklerine
gore C. albicans oldugu belirlenen ve PZR ile de dogrulanan izolatlarin 3
(%60)’tiniin PLB1 geni igin 751 bp'lik bant olusturdugu saptandi (Sekil 4.7).
Izolatlarin 2 (%40)’sinde bu gen tespit edilmedi.
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500 bp

200 bp =
100 bp

Sekil 4.7. C. albicans izolatlarinda PLB1 gen varligi [M: Marker (100 bp); PK:
Pozitif kontrol, C. albicans 90028 susu; NK: Negatif kontrol, distile su; 1-2: PLB1
negatif C. albicans izolatlari, 3-5: PLB1 pozitif C. albicans izolatlari].

PLB1 geni tasiyan 1 (%20) izolatin ALS1 genini tasimadigi, PLB1 genine
sahip olmayan 1 (%20) C. albicans izolatinin da ALS1 genine sahip oldugu belirlendi

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. C. albicans izolatlarinda PZR ile CALB1, PLB1 ve ALS1 gen varliginin

tespit edilmesi.

C. albicans izolatlar: CALB1 PLB1 ALS1
1 + - -
2 + - +
3 + + -
4 + + +
5 + + +
Toplam 5 (%100) 3 (%60) 3 (%60)

+: pozitif, - :negatif sonuglar ifade eder.

4.3. Biyofilm Bulgular

C. albicans izolatlarinin biyofilm olusturma yetenekleri tiip adherens yontemi
ile belirlendi (Sekil 4.8) Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 susu, negatif

kontrol olarak steril TSB besiyeri kullanildi. Mastitisli siitlerden izole edilen 5 C.



albicans izolatlarmin 1 (%20)’inde (4 numarali izolat) biyofilm olusmadigi, 1
(%20)’inde (1 numarali izolat) ise zayif olustugu goriildii. Izolatlarin 3 (%60)’iinde
(2, 4, 5) ise biyofilm olusumu gii¢lii pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.8. C. albicans izolatlarinin biyofilm olusturma 6zelliklerinin tiipte
gosterilmesi (PK: pozitif kontrol; NK: negatif kontrol; 2-4-5: +++, 1: +; 3: -).

Bu ¢alismada elde edilen C. albicans izolatlarinin viriilens faktorleri toplu
olarak tablo 4.2°de verildi. Buna gore 3 (%60) izolatta ALS1 ve PLB1 genleri varligi

saptanirken, biyofilm olusumu tiip adherens yontemi ile 4 (%80)’iinde tespit edildi.

Tablo 4.2. C. albicans izolatlarinda viriilens faktorleri.

C. albicans Viriilens Faktorleri
Izolatlar _
ALS1 PLB1 Biyofilm
1 - - +
2 - + +
3 + - +
4 + + -
5 + + +
Toplam 3 (%60) 3 (%60) 4 (%80)

+: pozitif, - :negatif sonuglar ifade eder.
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5. TARTISMA

Sigir mastitisi tiim diinyada goriilen siit veriminin azalmasi, siit kalitesinin
bozulmasi, antibiyotik ve veteriner hekim masraflar1 gibi nedenlerle ciddi ekonomik
zararlara yol agan bir hastaliktir (Aydin ve ark., 2006). Mastitisin etiyolojisinde bir
cok faktor bildirilmekle birlikte bakteri, virlis ve mayalar mastitise yol agmaktadir
(Costa ve ark., 1993; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Krukowski ve ark., 2000;
Santos ve Marin, 2005; Seker, 2010). Mayalarin neden oldugu mastitisin prevalansi,
diger etiyolojik ajanlarla karsilastirildiginda genellikle diisiiktiir (Czernomysy-
Furowicz ve ark., 2008; Santos ve Marin, 2005; Wawron ve ark., 2010). Mayalar
sigirlarin dogal cevrelerinde ve deri, meme basi gibi bolgelerinde flora iiyesi olarak
bulunurlar (Costa ve ark., 2012; Santos ve Marin, 2005). Kontamine siitiin elle veya
makine ile sagilmasi, hayvan sahipleri ve veteriner hekimler tarafindan gelisigiizel ve
sik antibiyotik kullanimi, kontamine antibiyotik preparatlari, kaniil ve enjektorlerin
meme i¢i kullanimi sigirlarda maya enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Costa ve ark.,
2012; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). Mikotik mastitis vakalarindan Candida
tirleri 6zellikle de C. albicans siklikla izole edilmektedir (Krukowski ve ark., 2000;
Seker, 2010; Tarfarosh ve Purohit, 2008; Tiirkyilmaz ve Kaynarca, 2010; Wawron ve
ark., 2010).

C. albicans hem mastitisli siitlerden hem de saglikli siitlerden izole
edilebilmektedir (Krukowski ve ark., 2010; Sartori ve ark., 2014; Seker, 2010;
Tarfarosh ve Purohit, 2008; Tiirkyllmaz ve Kaynarca, 2010). Tarfarosh ve Purohit
(2008) Hindistan’da Kklinik mastitisli ineklerin %7,14 (56/4)’iinden Candida izole
edildigini bildirmislerdir. Krukowski ve ark. (2000) ise Polonya’nin Lublin
bolgesinde 604 siit 6rneginin %64,57’sinden ¢esitli bakterilerin ve %9,6’sindan maya
izole edildigini, izole edilen mayalarin %82,76’sinin Candida spp. ve %5,17
(3/58)’sinin C. albicans oldugunu bildirmislerdir. Sartori ve ark. (2014) Brezilya’da
mastitisli ineklerden topladiklar1 siit orneklerinin %12,8’inden Candida izole
edildigini, en fazla C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis izolasyonu yapildigini,
C. albicans’in %12,8 oraninda izole edildigini bildirmislerdir. Santos ve Marin
(2005) 260 siit orneginden %17,3 Candida spp. izolasyonu yapildigini, C. krusei

(%44,5) ve C. rugosa (%24,5)’nin en fazla izole edilen tiir oldugunu, C. albicans’in
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ise izolasyon oraninin %8,9 oldugunu rapor etmislerdir. Costa ve ark. (2012)
Brezilya’da bir isletmede ¢ikan mastitis probleminde, ineklerden alinan 106 siit
orneginin %43,48’inden Corynebacterium spp., %29,35’inden Candida spp. izole
edildigini, bu izolatlarin %33,34’iiniin C. albicans, %22,23’iiniin C. catenulata ve
%18,52’sinin C. glabrata oldugunu, diger Candida tiirlerinin de izole edildigini
bildirmislerdir. Wawron ve ark. (2010) 2122 siit 6rneginin %83,36’sindan bakteri,
%7,07’sinden maya izole edildigini, bu mayalarin %21,33’{iniin C. albicans oldugunu

bildirmislerdir.

Seker (2010) Tiirkiye’de Afyon ilinde yaptigi calismada klinik ve subklinik
mastitisli ineklere ait siitlerden %12,77 Candida spp. izole edildigini, %10,14’{inlin
C. albicans oldugunu rapor etmistir. Tiirkyllmaz ve Kaynarca (2010) Aydin ilinde
subklinik mastitisli hayvanlardan toplanan 339 siit 6rneginin 297’sinden aerobik
mikroorganizmalarin izole edildigini, %10’unun Candida spp. oldugunu, C.
albicans’in izole edilemedigini bildirmislerdir. Erbas ve ark. (2017) 260 mastitisli siit
orneginin %17,7’sinden Candida spp. izole edildigini, en fazla C. tropicalis ve C.
parasilosis’in identifiye edildigini, C. albicans’in ise izole edilmedigini rapor

etmislerdir.

Sunulan bu ¢alismada mastitis problemi bulunan 20 isletmeden toplanan 686
st orneginden %7,14 (49/686) maya izolasyonu yapildi. Maya izolatlarinin
%10,20’si C. albicans olarak identifiye edildi. Bu oran yapilan ¢aligmalarda (Costa
ve ark., 2012; Krukowski ve ark., 2000; Sartori ve ark., 2014; Seker 2010; Tarfarosh
ve Purohit, 2008; Tirkyilmaz ve Kaynarca, 2010; Wawron ve ark., 2010) izole
edilen Candida spp. ve C. albicans oranlarina benzerlik gostermistir. Bununla
birlikte bazi arastirmacilar (Costa ve ark., 1993; Eldesouky ve ark., 2016; Erbas ve
ark., 2017; Krukowski ve ark., 2000; Mousa ve ark., 2016; Santos ve Marin, 2005)
Candida tiirlerinin neden oldugu mikotik mastitis prevalansinin %17,7-79,4 arasinda
degistigini  bildirmislerdir. Ulkelere ve isletmelere gore mikotik mastitis
prevalansinda farkliliklar dikkat ¢ekmektedir. Candida tirleri o6zellikle de C.
albicans insan ve hayvanlarin yasadiklar1 g¢evrede, deri, sindirim ve genital
sistemlerinde flora etkeni olarak bulunmaktadir (Santos ve Marin, 2005). Ancak

hayvanlarin dogal savunma sisteminde zayiflama oldugunda veya isletmede hijyen
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sartlarina dikkat edilmediginde mayalar meme bezlerine ulasarak enfeksiyona yol
acabilirler. Candida mastitislerinin prevalansinda iilkelere ve igletmelere gore
farklilik gostermesi isletmelerde hijyene dikkat edilmemesinden kaynaklanabilir.
Bununla birlikte isletmelerde kontamine antibiyotik preparatlari, kaniil ve enjektor
uygulamalari, mastitis vakalarinda antibiyotik direncine bagli olarak uzun siire
antibiyotiklerin kullanimi Candida mastitislerine yol agabilir. Bu g¢alismada esas
hedef izole edilen C. albicans izolatlarinda viriilens faktorlerinin gosterilmesi
oldugundan, C. albicans disindaki mayalarin ve bakterilerin identifikasyonuna

gidilmemistir.

C. albicans’in 6n teshisi siklikla germ tiip testi ile yapilmaktadir (Madhavan
ve ark., 2011; Quinn ve ark., 2011). C. albicans’in diger Candida tiirlerinden
ayriminda en hizli, en basit ve ucuz test olan germ tiip testi, altin standarttir
(Byadarally-Raju ve Rajappa, 2011). Deorukhkar ve Roushani (2018) Kklinik
orneklerden izole edilen germ tiip testi pozitif Candida izolatlarinin %90’ C.
albicans olarak identifiye edildigini bildirmislerdir. Ancak yapilan ¢alismalar (Er ve
ark., 2015; Mackenzie, 1962; Mehta ve ark., 2018) germ tiip testinin farkh
besiyerleri, 1s1 ve siirede yapildiginda farkli sonuglar alindigimi géstermistir. Mehta
ve ark. (2018) insan serumu ile yapilan germ tiip testinin %94,53 sensitifiteye sahip
oldugunu bildirmistir. C. albicans germ tiipii olusturmasi ile diger Candida
tirlerinden ayrilir. Buna karsin, bazi arastirmacilar (Kadry ve ark., 2018; Lipperheide
ve ark., 1993; Mackenzie, 1962) C. albicans izolatlarinin %5-10’unun germ tiip
olusturmadigini bildirilmistir. C. dubliniensis germ tiip testi ve klamidospor olusumu
gibi bircok fenotipik 6zelligi ile C. albicans’a benzerlik gosteren, diger bir Candida
tiriidiir (Kadry ve ark., 2018; Sampath ve ark., 2017). Bu ¢alismada germ tiip testi
insan serumu ile yapildi ve maya izolatlarinin 5’1 germ tiip testinde pozitif bulundu
ve C. albicans olarak identifiye edildi. C. albicans disindaki diger maya
izolatlarindan bazilarinin germ tiip benzeri yapilar olusturdugu, hifanin ana hiicreden
ciktig1 yerde bir bogum sekillendigi gozlendi. C. tropicalis ve C. parapsilosis’in
germ tiip benzeri hifalar olusturabilecegi, bu hifalarin, ana hiicreden uzandigi
bolgede daralma gostermesinin  C. albicans’la ayriminda 6nemli oldugu

arastirmacilar (Yiicel ve Kantarcioglu, 1999) tarafindan bildirilmistir. Bu nedenle
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hifanin ana hiicreden ¢iktig1 yerde bogumlanma gosteren izolatlar C. albicans olarak

degerlendirilmedi.

C. albicans’in identifikasyonunda germ tiip testi belirlenen izolatlarda
klamidospor olusturma 6zelligi Tween 80 ilave edilmis veya edilmemis misir unu,
piring unu gibi besiyerlerinde arastirilmaktadir (Pincus ve ark., 2007). Bazi
aragtirmacilar (Deorukhkar ve Roushani, 2018; Kirckpatrick ve ark., 1998; Kurzai ve
ark., 2000) klamidospor olusturma Ozelliginin C. albicans ve C. dubliniensis
suslarinda farklilik gosterebilecegini bu nedenle bu iki tiiriin ayriminda ek testlere
ihtiyag duyulabilecegini bildirmislerdir. C. albicans yalanct hifa iizerinde bir
klamidospor olustururken, C. dubliniensis ikili, Gi¢lii hatta daha fazla klamidospor
olusturabilir (Seyer ve ark., 2009). Bu ¢alismada izolatlarin timii Tween 80 ilave
edilmis misir unu besiyerine ekildi ve germ tiip testinde C. albicans olarak identifiye
edilen izolatlarin hifalar tizerinde bir klamidospor olusturdugu, diger izolatlarin ise
klamidospor olusturmadigr gozlendi. Sunulan c¢aligmada hifalar iizerinde bir
klamidosor goriilmesine ragmen, C. albicans izolatlarinin C. dubliniensis 'den ayrimi
amaciyla 45°C’de ve kromojenik besiyerinde iireme Ozellikleri arastirildi. C.
albicans olarak identifiye edilen izolatlar 45°C’de {iremesine karsin, diger maya
izolatlarinin bu yiiksek 1sida iiremedigi goriildi. Bu bulgular, bu iki mayanin
ayriminin  45°C’de iireme oOzelligi ile yapilabilecegini sdyleyen arastirmacilari
(Pinjon ve ark.,, 1998; Sullivan ve ark., 1995; Sahiner ve ark., 2011)
desteklemektedir. Ancak bazi arastirmacilar (Kirckpatrick ve ark., 1998; Kurzai ve
ark., 2000) bazi C. albicans izolatlarin da bu yiiksek 1sida iireyemedigini
bildirmiglerdir.

Mayalar1 hizli bir sekilde identifiye edebilmek amaciyla kromojenik
besiyerleri gelistirilmistir. Bu besiyerleri klinik olarak 6nemli Candida tiirlerinin
hizli ve etkili bir sekilde identifikasyonunu saglar (Cicek ve ark., 2014; Pincus ve
ark., 2007). i¢lerinde tiire dzgii kromojenik substratlar bulunduran bu besiyerlerinde,
substratlar ile mayalarin iiretmis oldugu enzimler reaksiyona girerek degisik
renklerde koloniler olustururlar. Uretici firma farkliligma bagl olarak kromojenik
besiyerlerinin spesifite ve sensitivitesi, identifiye ettikleri Candida tiirleri farklilik

gosterebilmektedir (Gtiltekin ve ark., 2013). C. albicans’in identifikasyonuna yonelik
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kullanilan kromojenik besiyerleri C. albicans’in p-galaktosaminidaz enzim
aktivitesini ortaya koymaya yoneliktir (Pincus ve ark., 2007). C. albicans ve C.
dubliniensis  birbirine yakin renkte koloniler olusturdugundan kromojenik
besiyerlerinde ayirt edilemezler (Feyzioglu ve ark., 2014). Bazi1 arastirmacilar
(Kirkpatrick ve ark., 1998; Odds ve Davidson, 2000; Marinho ve ark., 2010; Schoofs
ve ark., 1997) bu tiirler arasinda koloni renk yogunlugunda farklar bulundugunu, C.
albicans kolonilerinin soluk mavi yesil, C. dubliniensis kolonilerinin ise koyu yesil
koloniler olusturdugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismada kromojenik besiyeri olarak
CHROMagar Candida kullanilmistir. Fenotipik testlerle C. albicans olarak identifiye
edilen 5 izolat ve pozitif kontrol kromojenik besiyerinde mavi-yesil renkli koloniler
olustururken, diger maya tiirleri pembe ya da mor renkli koloniler olusturdular. Bu
calisma C. albicans’in identifikasyonunda CHROMagar Candida kromojenik
besiyerlerinin kullanilmasini tavsiye eden arastirmacilari (Deorukhkar ve Roushani,
2018; Ergon ve ark., 2018; Giiltekin ve ark., 2013) desteklemektedir. Nitekim,
yapilan ¢aligmalarda CHROMagar Candida besiyerinin C. albicans, C. tropicalis ve
C. glabrata tiirlerinin identifikasyonunda yiiksek duyarlilik ve o6zgilliige sahip
oldugu bildirilmistir (Ergon ve ark., 2018; Giiltekin ve ark., 2013). Imran ve Al-
Shukry (2014) ise CHROMagar Candida’nin Candida tiirlerinin 6n teshisinde her

zaman kullanilamayacagini bildirmislerdir.

Giiniimiizde C. albicans’m hizli tanis1 amaciyla PZR testleri kullanilmaktadir
(Ahmad ve ark., 2012; Madhavan ve ark., 2011; Mousa ve ark., 2016; Sahiner ve
ark., 2011; Tarini ve ark., 2010). PZR testleri, C. albicans ile fenotipik 6zellikleri ile
biiyiilk benzerlik gosteren C. dubliniensis’in ayriminda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Ahmad ve ark., 2012). Bu nedenle de germ tiip testi, klamidospor
olusumu gibi fenotipik testlere basvurulmadan C. albicans’in teshisinin PZR ile
spesifik primerler kullanilarak yapilabilecegi bildirilmektedir (Ahmad ve ark., 2012;
Imran ve Al-Shukry, 2014). Bu ¢alismada fenotipik testlerle C. albicans oldugu
saptanan 5 izolat, kontrol susu ve diger maya izolatlar1 PZR ile test edildi. Sadece
fenotipik testlerle C. albicans olarak tanimlanan izolatlar ile kontrol susu, C.
albicans spesifik gen bolgesini kodlayan CALB primerlerinin kullanildigi PZR’da
pozitif bulundu. Benzer sekilde Imran ve Al-Shukry (2014) C. albicans ' teshisinde
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ayni primerlerinin kullanildigi PZR ¢alismasinda, C. albicans izolatlarinin pozitif
bantlar olustururken, diger Candida izolatlarinin olusturmadigini gostermislerdir.
Eldesouky ve ark. (2016) klinik mastitisli ineklerden izole edilen ve fenotipik
testlerle C. albicans olarak identifiye edilen 12 izolatin 8’inin PZR ile C. albicans
olarak dogrulandigini, 4 izolatin C. dubliniensis olabilecegini bildirmislerdir. Bu
caligmada C. albicans’in diger Candida tiirlerinden ayriminda fenotipik testler ile
molekiiler testler uyumlu bulunmustur. Birgok arastirmaci (Eldesouky ve ark., 2016;
Imran ve Al-Shukry 2014; Kirckpatrick ve ark., 1998) fenotipik testler ile molekiiler
testlerin uyumlu olmadigini, PZR ile teshisin fenotipik testlerle karsilastirildiginda
kisa siirede ve dogru sonug¢ verdigini rapor etmistir. Fenotipik testlerdeki
farkliliklarin, yorumlayan arastirmacilarin tecriibesine, kullanilan besiyerlerine ve
Candida izolatlarinin 6zelliklerine gore farkliliklar gosterebilecegi bildirilmistir

(Gtiltekin ve ark., 2013; Madhavan ve ark., 2011; Pincus ve ark., 2007).

ALS1, ALS gen ailesinin en fazla eksprese edilen genidir (Ali ve ark., 2015).
C. albicans izolatlarimin agiz ve vajinaya tutunmasi ve biyofilm olusumundan
sorumlu gendir (Green ve ark., 2004; Kamai ve ark., 2002; Monroy-Pérez ve ark.,
2016; Roudbarmohammadi ve ark., 2016). Monroy-Pérez ve ark. (2016) vulvavajinal
kandidiazisli kadinlardan izole edilen C. albicans izolatlarinin tiimiinde ALS1 ve
PLB1 saptadiklarimi bildirmislerdir. Inci ve ark. (2013) hastalardan izole edilen C.
albicans’larin %53,9’unda, Ali ve ark. (2015) Irak’ta hastalardan izole edilen 25 (8
agiz sivabi, 9 vajinal sivap, 4 idrar, 3 deri, 1 tirnak klipsi) C. albicans izolatinda
ALS1 gen varligmmi arastirdiklari ¢aligmada, agizdan 7, vajinadan 1, idrardan 4,
deriden 3 ve tirnak klipsinden 1 izolatta bu geni saptadiklarini bildirmislerdir.
Roudbarmohammadi ve ark. (2016) vajinitis bulunan hastalardan izole edilen 53 C.

albicans’in 40’mda ALS1 saptamiglardir.

Mousa ve ark. (2016) mastitisli siitlerden izole edilen 4 ve saglikli siitlerden
izole edilen 1 C. albicans izolatinda ALSI gen varligim1 arastirdiklar1 ¢alismada,
mastitisli siitlerden elde edilen C. albicans izolatlarinin sadece 2’sinde ALS1 geni
saptadiklarini, saglikli siitlerden elde edilen izolatta bu genin belirlenemedigini rapor
etmiglerdir. Bu ¢alismada tiim maya izolatlarinda ALS1 geni arastirildi. Sadece PZR

ile C. albicans oldugu dogrulanan 5 izolatin 3 (%80)’tinde ALS1 geni saptanmuistir.
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izolatlarn  2’sinde ALS1 geninin saptanamamasi, adhezyonda diger ALS
proteinlerinin veya diger adhezyon mekanizmalarinin rol oynamasi ile agiklanabilir.
Nitekim mastitisli sigirlarin siit 6rneklerinden HWP1 adhezyon geninin saptanma
oraninin ALS1 geninden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Mousa ve ark., 2016).
Ayni arastiricilar  konak¢min enfekte ettigi organa bagli olarak C. albicans
izolatlarinda farkli adhezyon mekanizmalarinin rol oynayabilecegini rapor
etmislerdir. ALS1 negatif C. albicans izolatinin birinde PLB1 saptanirken, digerinde
belirlenememistir. ALS1 ve PLB1 negatif C. albicans izolatinin biyofilm olusturma
yeteneginin de zayif pozitif oldugu belirlenmistir. Bundan dolayr bu C. albicans
izolatinin flora etkeni olabilecegi diislintilmiistiir. Nitekim saglikli hayvanlardan da
C. albicans izole edilebilmektedir (Mousa ve ark., 2016; Tirkyillmaz ve Kaynarca,
2010). Fakat saglikli siitlerden izole edilen C. albicans izolatlarinda viriilens genleri
saptanamamistir (Mousa ve ark., 2016). Ayrica ALS1 geninin C. albicans
enfeksiyonunun erken safhasinda konakgiya tutunmasinda ve biyofilm olusumunda

o6nemli oldugu bildirilmistir (Green ve ark., 2004; Kamai ve ark., 2002).

Klinik mastitisli ineklerden elde edilen C. albicans izolatlarinin tiimiinde
PLB1 geni saptandigini rapor eden caligmalar bulunmaktadir (Eldesouky ve ark.,
2016; Mousa ve ark., 2016). Hakim ve ark. (2013) Kareish peynirlerinden izole
ettileri 5 C. albicans izolatinin tiimiinde PLB1 saptadiklarini, PZR’ i fosfolipaz
aktivitesini belirlemede hizli ve sensitif bir metod oldugunu rapor etmislerdir. Benzer
sekilde Monroy-Pérez ve ark. (2016) vulva-vaginal kandidiazisli kadinlardan elde
edilen C. albicans izolatlarinin tiimiinde PLB1 varligin1 gostermislerdir. Ayrica,
Naglik ve ark. (2003) oral enfeksiyonlu hastalardan ve hastalik bulunmayan
kisilerden elde edilen C. albicans izolatlarinin sirasiyla %58 ve %14’iinden, vajinal
enfeksiyona sahip olan ve olmayan kadinlardan elde edilen izolatlarda ise sirasiyla

%63 ve %43 PLB1 geni saptandigini bildirmislerdir.

Mastitisli siitlerden izole edilen C. albicans’larda PLB1 geni bildirilmesine
karsin (Eldesouky ve ark., 2016; Mousa ve ark., 2016), bu calismada C. albicans
izolatlarmin sadece 3’iinde PLB1 geni belirlendi. Izolatlarin 2’sinde PLB1 geninin
saptanamamasi, bu izolatlarin flora etkeni olmasi ile agiklanabilir. Nitekim saglikli

hayvanlardan izole edilen C. albicans’larda PLB1 geni saptanamamistir (Mousa ve
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ark., 2016). C. albicans izolatlarinda PLB1 geninin 6nemli bir viriilens faktorii
oldugu, bu genin ¢ikarilmasi ile elde edilen mutant suslarin hayvanlara verildiginde

enfeksiyonun viriilensinde azalma oldugu bildirilmistir (Mukherjee ve ark., 2001).

Bu calismada PLBI1 pozitif bir izolatin ALS1 genine sahip olmadigi, yine
ALSI geni igin pozitif bir izolatin PLB1 geni tasimadigi saptandi. Bu durum Candida
izolatlarinda enfeksiyonun meydana geldigi bolgeye gore viriilens faktorlerinde
farklilik bulunabilecegini bildiren arastirmalar1 (Ali ve ark., 2015; Mousa ve ark.,
2016; Naglik ve ark., 2003) desteklemektedir. ALS proteinleri adhezyondan ve
biyofilm olusumundan sorumludur ve 8 gen tarafindan kodlanmaktadir (Hoyer,
2001). Sunulan bu ¢aligmada sadece ALS1 geni arastirilmis olup, PLB1 pozitif olan
izolatta diger ALS genlerinin bulunabilecegi diistinilmektedir. C. albicans
izolatlarinin 1’inde her iki viriilens geni ALS1 ve PLB1 saptanamadi. Bu genler, C.
albicans’in en onemli viriilens faktorleridir. Bu nedenle bu izolatlarin florada
bulunan C. albicans izolatlar: olabilecegi diisiiniildii. izolatlarin 2’si her iki viriilens

geni bakimindan pozitif saptandi.

Biyofilm C. albicans izolatlarinin konakgiya tutunmasinda en 6nemli viriilens
faktoriidiir. ALS genlerinin biyofilmle iligkili oldugu c¢aligmalarda gosterilmistir
(Green ve ark., 2004; Inci ve ark., 2013; Roudbarmohammedi ve ark., 2016). C.
albicans’da biyofilm olusumu mikropleytte ve tiipte degerlendirilmektedir (inci ve
ark., 2013). Bu calismada biyofilm olusumu tiip adherens yontemiyle belirlenmis
olup, izolatlarin 3’1 gii¢lii pozitif, 1’1 zayif pozitif tespit edilmistir. ALS1 gen varlig
ile biyofilm olusumu karsilastirildiginda giiclii pozitif olusturan 3 izolattan birinin
ALS1 geni tasimadigi saptandi. Bu durum diger ALS genlerinin varlig1 veya diger
adhezyon mekanizmalari ile agiklanabilir. HWP1 adhezyondan sorumlu diger bir gen
olup, mastitisli siitlerden elde edilen C. albicans’larda saptanma oraninin ALS1’e
gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Mousa ve ark., 2016). Giiglii pozitif biyofilm
olusturan izolatlardan birinin ayn1 zamanda PLB1 negatif oldugu belirlendi. Bu
calismada sadece 2 izolatin arastirilan tiim viriilens genleri bakimindan pozitif

oldugu saptandi.

55



6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile ilk kez Tiirkiye’de hayvanlardan izole edilen C. albicans

izolatlarinda Onemli virlilens genleri olan ALS1 ve PLBI genlerinin varlig

saptanmistir.

1.

Bu c¢alisma ile mastitis problemi olan ve tedavi edilmesine karsin siirekli
tekrarlayan veya antibiyotik tedavisine cevap vermeyen isletmelerde C.
albicans 1n mastitis etkeni olabilecegi,

Izole edilen Candida izolatlarinda germ tiipii ve klamidosporlarin saptanmasi
ile C. albicans olarak 6n teshisinin dogru bir sekilde yapilabilecegi,

C. albicans izolatlarinda PZR ile viriilens faktorlerinin gosterilebilecegi,

C. albicans izolatlarinda ALS1 ve PLB1 viriilens genlerinin farkli oranlarda
bulunabilecegi,

ALS genleri ile biyofilm olusturma arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla
tim ALS genlerinin ve diger adhezyondan sorumlu genlerin arastirilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

Ayrica, mastitisli siitlerde saptanan viriilens genlerinin, insanlardan izole
edilen C. albicans izolatlarinda da bildirilmis olmasi, bu izolatlarin ¢ig siit ve
stit drilinleri aracilifiyla duyarli kisilerce alinmasi durumunda hastalik
olusturma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle
insanlarin  mikotik enfeksiyonlarinda siit kaynakli bulasmaya dikkat

¢ekilmelidir.
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EKLER

ANKET FORMU EK-1

1. Isletmede kag tane sagilan inek vardir?

2. Isletmede hijyen kurallarina dikkat ediliyor mu?
[ 1 Evet [] Hayir

3. Sagim nasil yapiliyor?

e ] Sagim makinasi

4. Daha 6nce mastitis sorunu ile karsilastiniz m1?
] Evet ] Hayir

5. Ne kadar siklikla mastitis ile karsilasiyorsunuz?

6. Mastitis tedavisi kim tarafindan yapiliyor?
[] Yetistirici [ 1Veteriner Hekim

7. Tedavi nasil yapiliyor?

[] Laboratuvar sonucuna gore [ Direk antibiyotik uygulamasi
8. Tedaviye yanit alamadiginiz oluyor mu?

[] Evet [] Hayir

9. Iyilesmeyen hayvani ne yapiyorsunuz?

Ad Soyad:

Tarih:
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