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ÖZET 

Mastitisli Ġneklerden Ġzole Edilen Candida albicans Ġzolatlarında Virülens 

Faktörlerinin Belirlenmesi 

Son yıllarda sığır mastitisinin etiyolojisinde mayaların önemi giderek artmaktadır. 

Bu çalıĢmada mastitisli ineklerden toplanan süt örneklerinde Candida albicans‟ın 

neden olduğu mastitis prevalansının belirlenmesi, C. albicans‟ın fenotipik ve 

genotipik yöntemlerle identifikasyonu ve virülens faktörlerinin saptanması 

amaçlandı. Bu amaçla anket sonuçlarına göre mastitis problemi bulunan 20 süt sığırı 

iĢletmesinden 178 hayvandan 686 süt örneği toplandı. Bu örneklerden 49 maya 

izolatı elde edildi. Fenotipik testlerle (germ tüp testi, klamidospor oluĢumu, 

kromojenik besiyerinde ve 45°C‟de üreme) 5 izolat Candida albicans olarak 

identifiye edildi. Fenotipik testlerle C. albicans olduğu saptanan 5 izolat, C. albicans 

CALB1 genine spesifik primerler kullanılarak yapılan PZR ile doğrulandı. C. 

albicans izolatlarında adhezyondan (ALS1) ve fosfalipaz (PLB1) üretiminden 

sorumlu virülens genleri araĢtırıldı. Ġzolatların 2 (%40)‟sinde ALS1 ve PLB1, 1 

(%20)‟inde ALS1 ve 1 (%20)‟inde PLB1 genleri saptanırken, 1(%20) izolatta her iki 

genin de bulunmadığı belirlendi. C. albicans izolatlarının tüp adherens yöntemiyle 

biyofilm oluĢturma özellikleri incelendiğinde 3 (%60) izolatın güçlü pozitif, 1 (%20) 

izolatın zayıf pozitif ve 1 (%20) izolatın ise negatif olduğu belirlendi. Sonuç olarak, 

bu çalıĢma ile mastitisli ineklerden izole edilen C. albicans izolatlarında önemli 

virülens genleri olan ALS1 ve PLB1 genleri ve biyofilm oluĢumu belirlendi.  

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

 

Bu araĢtırma Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma 

Projeleri Koordinatörlüğü tarafından 0465-YL-17 proje numarası ile desteklenmiĢtir. 

 

 



xii 

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 
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1. GĠRĠġ 

Candida‟lar insan ve hayvanlarda deri, gastrointestinal, üst solunum ve 

genitoüriner sistemin normal flora üyeleridir. Daha önceleri saprofit olduğu 

düĢünülen Candida‟ların günümüzde ciddi enfeksiyonlara yol açtıkları ve fırsatçı 

mikroorganizmalar olarak tanımlandıkları bildirilmiĢtir (Foley ve Schlafer, 1987; 

Mousa ve ark., 2016; Seyedmousavi ve ark., 2015; Songer ve Post, 2005). Candida 

cinsinin 200‟den fazla türü bildirilmiĢ olup, bilinen en patojen tür Candida 

albicans‟tır (Quinn ve ark., 2011). Hastalıklardan izole edilen diğer önemli türler ise 

Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei, 

Candida kefyr, Candida guilliermondii ve Candida famata‟dır (Miceli ve ark., 2011).  

Son yıllarda insan ve hayvanların maya enfeksiyonlarında artıĢ 

gözlenmektedir. Maya enfeksiyonlarının oluĢmasında mikroorganizmaların virülensi, 

hayvan ve insanların immun sisteminin payı bulunmaktadır. Human 

Immunodeficiency Virus (HIV) (Sweet ve ark., 1995) gibi immun sistemi baskılayan 

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) sıklıkla kullanılması, yaygın kortikosteroid ve 

antibiyotik uygulamaları toplumda immun sistemi baskılanmıĢ kiĢilerin, dolayısıyla 

da maya enfeksiyonları için risk grubunun artmasına yol açmaktadır (Pincus ve ark., 

2007). 

Candida türleri ruminantlarda abortus, artritis, mastitis ve pnömoni (Cohen ve 

ark., 2008; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Mousa ve ark., 2016; Stefanetti ve ark., 

2014; ġeker, 2010; ġeker ve Özenç, 2011), kedi ve köpeklerde dermatitis, enteritis, 

otitis eksterna, ve iç organ enfeksiyonlarına yol açmaktadır (Ali ve ark., 2015; 

Duchaussoy ve ark., 2015; Milner ve ark., 1997; Moretti ve ark., 2004; ġahan-

Yapıcıer ve ark., 2018). C. albicans kanatlılarda da pamukçuk, pseudomembranöz 

ülser ve beyaz plak Ģeklinde lezyonlara yol açabilmektedir (Hörmansdorfer ve Bauer, 

2000; Velasco, 2000).  
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Mikotik mastitis sığırlarda bakteriyel enfeksiyonlara kıyasla daha az 

görülmekle beraber, bu vakalardan genellikle Candida türleri izole edilmekte ve C. 

albicans'ın en sık izole edilen tür olduğu bildirilmektedir (Costa ve ark., 1993; 

Eldesouky ve ark., 2016; Pachauri ve ark., 2013). Kontamine sütlerin makina veya 

elle sağılması, hayvan sahipleri ve veteriner hekimlerin geliĢigüzel ve sık antibiyotik 

kullanımı, kontamine antibiyotik, kanül ve enjektörlerin meme içi uygulanması maya 

enfeksiyonlarına yol açmaktadır (Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). C. albicans 

pastörizasyon ısısına karĢı direnç gösterebildiği için halk sağlığı bakımından da 

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

C. albicans dimorfik bir mantar olduğu için maya ve hifa formu arasında geri 

dönüĢümlü geçiĢ yapabilme yeteneğine sahiptir. Bu iki formun oluĢumuna 

enfeksiyon bölgesinde rastlanmaktadır (Matthews ve Burnie, 1998). C. albicans 

patogenezine katkıda bulunan birçok virülens faktöre sahiptir. Adhezyon, 

morfogenezis, aspartil proteaz ve fosfolipaz enzimleri en önemlileridir (Calderone ve 

Fonzi, 2001). 

C. albicans‟ın konak hücrede kolonizasyonu ve enfeksiyonu için ilk basamak 

adhezyondur ve hücre yüzey glikoproteinlerini kodlayan ALS (aglütinin benzeri 

sekans) genlerinin ekspresyonu ile iliĢkilidir (Abacı ve Haliki, 2004). ALS proteinleri 

arasında yapısal ortaklık olmasına rağmen iĢlevleri açısından farklılıklar vardır. 

ALS1, ALS3 ve ALS5 mantarların hifal formunda bulunup, konak dokusundaki 

laminin, fibronektin, kolajen, epitelyum ve endotellere bağlanmada rol alır. ALS6 

kollajene, ALS9 laminine ve ALS4 endotellere bağlanmada rol oynarken,  ALS5 hücre 

agregasyonunda rol oynar (Karkowska-Kuleta ve ark., 2009; Khan ve ark., 2000). 

Yapılan çalıĢmalarda ALS1 geninin enfeksiyonun erken safhalarında C. albicans‟ın 

adezyonunda önemli rol oynadığı (Kamai ve ark., 2002) ve ALS1 ve ALS3 genlerinin 

biyofilm formasyonunda birlikte daha fazla etkili oldukları bildirilmiĢtir (Nobile ve 

Jhonson, 2015). 

C. albicans birçok enzim salgılamasına karĢın, patojenitede rol oynayan en 

önemli enzimlerin proteinaz (salgısal aspartik proteinaz, SAP) ve fosfolipazlar (PL) 

olduğu belirtilmiĢtir (Calderone ve Fonzi, 2001; Mukherjee ve Chandra, 2004). C. 
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albicans proteinazları C. albicans‟ın penetrasyon, invazyon ve konak immun 

sisteminden kaçıĢı için gereklidir (Staib ve ark., 2000; Wibawa, 2016). SAP doku 

invazyonu boyunca kollajen, keratin, müsin, antikor, komplement ve sitokinler gibi 

yapısal ve immünolojik savunmayla ilgili proteinleri parçaladığından C. albicans için 

önemli bir virülens faktörüdür (Coutinho, 2009; Wibawa, 2016). Mayaların tümü 

proteinaz enzimi salgılamalarına karĢın, fosfolipazın varlığı sadece C. albicans 

izolatlarında bildirilmiĢtir (Coutinho, 2009). Fosfolipazlar membran lipidlerini 

hidrolize ederek, hücre membranına zarar verirler. ġimdiye kadar 4 adet fosfolipaz 

enzimi (PLA, PLB, PLC, PLD) saptanmıĢ, hayvan kandidiazis vakalarında sadece 

PLB1‟in virülens için gerekli olduğu bildirilmiĢtir (Navarro-García ve ark., 2001). 

Biyofilm, mikroorganizmaların ürettikleri polisakkarit matriks tabaka içinde 

gömülü olarak yaĢayabilen, canlı ve cansız yapılara yapıĢarak oluĢturduğu 

topluluktur (Abacı ve Haliki, 2004). Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar 

antibiyotiklere, antifungallere, dezenfektanlara ve konakçı immun sistemine direnç 

gösterirler (Mukherjee ve Chandra 2004; Pincus ve ark., 2007). Candida türleri 

biyofilm kaynaklı mantar enfeksiyonlarında en sık izole edilen mikroorganizmalardır 

(Kojic ve Darouiche, 2004).  

Bu tez çalıĢmasında, mastitisli inek sütlerinden izole edilen C. albicans’ın; 

adhezyon faktörlerinden ALS1, fosfolipaz enzimlerinden PLB1 ve biyofilm gibi 

virülens faktörlerini, konvansiyonel ve moleküler teknikler kullanılarak belirlemek 

amaçlandı.  



4 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Mantarların Genel Özellikleri 

Mantarlar ökaryotik mikroorganizmalar olup, klorofilsiz, absorbsiyonla 

beslenen, yuvarlak veya oval Ģekilde, genellikle tomurcuklar oluĢturarak üreyen, 

hücre duvarında kitin ve selüloz bulunan, tek hücreli veya çok hücreli mikroskobik 

canlılardır. Mantarlar maya veya küf olmak üzere iki farklı morfolojik yapıya 

sahiptir (Koneman ve ark., 1997; Quinn ve ark., 1999). Mayalar tomurcuklar 

oluĢturarak üreyen tek hücreli mikroskobik mantarlardır (Quinn ve ark., 1999). 

Dokuları invaze etme yeteneğine sahip mayalar Sabourraud Dekstroz agar (SDA)‟da 

aerobik olarak ürerler ve büyük bakteri kolonilerine benzer Ģekilde yumuĢak, kremsi 

koloniler oluĢtururlar (Quinn ve ark., 2011). Küfler ise hifa adı verilen uzun 

filamentler oluĢturan ve apikal uzamayla büyüyen mantarlardır (Arda, 2015). 

Medikal olarak önemli mantarların çoğu üremenin saprofitik ve parazitik oluĢuna 

göre iki farklı Ģekilde görülürler. Bu tür mantarlara dimorfik mantarlar denir. Bu 

mantarlar oda ısısında üretildiklerinde miselyal, 37°C‟de üretildiklerinde veya canlı 

vücudunda maya benzeri koloniler oluĢtururlar (Arda, 2015). DıĢ faktörlerin çoğu 

dimorfizmi etkilemekle birlikte, en önemlisi inkübasyon ısısıdır. ArtmıĢ 

karbondioksit miktarı Coccidioides immitis ve Sporotrichum schenckii‟nin miselyal 

formdan maya formuna dönmesini hızlandırır. Bazı mantarlarda da ortam pH‟sı 

maya formuna dönüĢü etkiler (McGinnis ve Tyring, 1996). Blastomyces dermatitis, 

C. immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis dimorfik 

mantarlara örnek verilebilir. Mantarlar süperfisiyal, kutan, subkutan veya sistemik 

hastalıklara neden olurlar (Madhavan ve ark., 2011; McGinnis ve Tyring, 1996). 

Süperfisiyal mikozis sadece deri, tırnak, saç ve mükoz membranların yüzeysel 

enfeksiyonlarıdır. Candida spp., Malassezia spp., Exophiala spp., Trichosporon spp. 

ve Piedraia spp. gibi dermatofitler süperfisiyal mikozislere neden olurlar (Madhavan 

ve ark., 2011). Kutan mikozisler, epidermisin keratinositleri ile saç ve tırnak gibi 

yapıların enfeksiyonudur. Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton cinslerini 

içine alan dermatofitler en yaygın nedenleridir. Subkutan mikozisler ise deri, derialtı 

dokular ve kemiklerde meydana gelir ve saprofitik mantarlar tarafından 

oluĢturulurlar (Madhavan ve ark., 2011). Mikozislerin bu kategorilerine ek olarak 
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fırsatçı mikozisler, son yıllarda immun sistemi baskılanmıĢ hastalar arasında dikkat 

çekmektedir (Madhavan ve ark., 2011). Antibiyotik tedavileri, immunsupresif ilaçlar, 

immun sistemi baskılayan hastalık ve tümoral hastalıklar, immun sistemi baskılanmıĢ 

insanların artmasına ve sistemik mikozisin bu yeni kategorisine yol açmaktadır. C. 

albicans fırsatçı mikozislerin en yaygın sebeplerinden biridir (Madhavan ve ark., 

2011; Pincus ve ark., 2007). Mayalar çevrede sıklıkla bitki veya bitki materyallerinde 

bulunurlar. Aynı zamanda insan ve hayvanların deri ve mukoz membranlarında 

kommensal olarak yer alırlar. Mayalar çevreden izole edildiklerinde eksojen, 

kommensal mayaların aĢırı üremesi sonucu endojen kaynaklı fırsatçı enfeksiyonlara 

neden olurlar (Quinn ve ark., 1999). Ġmmunsupresyona neden olan faktörler ve uzun 

süreli antibiyotik kullanımına bağlı olarak flora ve mukozal yüzeyde bulunan 

bakterilerin ölmesi ve mayaların aĢırı çoğalarak dokulara invazyonu maya 

enfeksiyonlarına yol açar (Quinn ve ark., 1999). Hayvanlarda enfeksiyonlara yol 

açan önemli mayalar Candida türleri (özellikle C. albicans), Cryptococcus 

neoformans ve Malassezia pachydermatis‟dir. Trichosporon beigelii ve Geotrichum 

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

2.1.1. Candida’ların Sınıflandırılması 

Mantarlar klorofil içermeyen, spor oluĢturan, hücre duvarı ve filamentöz 

yapılara sahip ökaryotik mikroorganizmalardır. Alexopulos tarafından 1979‟da 

yapılan sınıflandırmada, doğadaki tüm mantarlar Mycetea aleminde yer almıĢlardır. 

Buna göre Mycota divizyonu, Myxomycota (hücre duvarı olmayan mantarlar) ve 

Eumycota (hücre duvarı bulunan mantarlar) olmak üzere 2 alt divizyona ve 

Mastigomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina ve 

Deuteromycotina (Deuteromycetes, fungi imperfecti) olmak üzere 5 sınıfa 

ayrılmaktadır (Arda, 2015). Mayalar ilk olarak Fungi Imperfecti içinde yer 

almıĢlardır. Veteriner hekimlikte önemli cinsler telemorflarının gösterilmesi ve 

sekans analizleri temeline dayanarak, Ascomycota (Candida, Macrorhabdus ve 

Geotrichum) veya Basidiomycota (Cryptococcus, Malassezia ve Trichosporon) 

filumunun içine yerleĢtirilmiĢtir (Quinn ve ark., 2011). Mayalar tek bir taksonomik 

ve filogenetik grup oluĢturmazlar. Gerçek mayalar Ascomycota filumu içinde 

Endomycetes sınıfı Saccharomycateles takımında yer alır (Howard, 2003). Candida 
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cinsi anamorfik mayaları içerir ve bu cinste ascomycetes veya basidiomycetes ile 

iliĢkili yaklaĢık 200 tür bulunmaktadır (Quinn ve ark., 2011). Candida cinsi 

Deuteromycota filumunda, Blastomycetes sınıfında, Cryptococcales takımında ve 

Cryptococcaceae ailesinde yer alır (Howard, 2003; Yücel ve Kantarcıoğlu, 1999). 

Blastomycetes ve Endomycetes sınıfları içinde yer alan önemli mayaların 

sınıflandırması tablo 2.1‟de gösterilmiĢtir. Mayaların tanımlanması önceleri koloni 

görünümü ve mikroskobik yapılarına göre yapılırken, günümüzde biyokimya ve 

moleküler biyoloji araĢtırmaları taksonomide değiĢikliklere neden olmakta ve maya 

taksonomisi sürekli revize edilmektedir (Howard, 2003). Literatürde öne çıkan 

Candida türlerinden bazıları C. krusei (Pichia kudriavzevii), C. guilliermondii 

(Meyerozyma guillermondi), Candida lusitaniae (Clavispora lusitaniae), C. kefyr 

(Kluyveromyces marxianus), Candida pelliculosa (Wickerhamomyces anomalus)‟un 

taksonomik düzenlemesi yapılarak, yeniden isimlendirilmiĢ ve diğer cinsler içine 

taĢınmıĢtır (Kidd ve ark., 2016). Ancak son yıllarda ilerleyen sistematik moleküler 

biyoloji çalıĢmalarının ıĢığı altında Candida türlerinin taksonomisinde önemli bazı 

değiĢiklikler bildirilmiĢtir (Howard, 2003; Kidd ve ark., 2016) . 

Antijen yapıları bakımından C. albicans A ve B tiplerine ayrılmaktadır. 

Antijen yapıları, morfolojik ve biyokimyasal özellikleri bakımından C. albicans‟a 

benzerlik gösteren Candida stellatoidea‟nın moleküler çalıĢmalarla tip I ve tip II alt 

tipleri belirlenmiĢtir. Tip I genetik özellikleri bakımından C. albicans‟dan farklıdır 

ve bu nedenle C. albicans‟ın mutantı olmadığı, Tip II‟nin ise sukroz negatif mutantı 

olduğu düĢünülmektedir (Kwon-Chung ve ark., 1989). Tip II‟nin hem tip I C. 

stellatoidea, hem de C. albicans‟dan daha yavaĢ ürediği ve daha az virülent olduğu 

bildirilmiĢtir (Kwon-Chung ve ark., 1988). Germ tüp testinde negatif sonuç veren C. 

albicans izolatlarının küçük bir yüzdesini oluĢturan Candida langeronii ve Candida 

claussenii, C. albicans‟ın sinonimleri olarak düĢünülmektedir (Pujol ve ark., 1997; 

Yücel ve Kantarcıoğlu, 1999). C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae ve C. kefyr 

gibi bir kaç tür hariç, klinik olarak önem taĢıyan Candida cinsi mayaların henüz 

çoğunun eĢeyli (teleomorf) Ģeklinin bilinmemesi bu organizmaların 

sınıflandırılmasını güçleĢtirmektedir (Pujol ve ark., 1997; Sullivan ve ark., 1996).  
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Tablo 2.1. Blastomycetes ve Endomycetes sınıfları içinde yer alan önemli mayaların 

sınıflandırılması (Howard, 2003). 

Sınıf Takım Telemorf-cins-

türler 

Anamorf 

Endomycetes Saccaromycetales Arxiozyma telluris Candida pintolopesii 

  Citeromyces 

matritensis 

Candida globosa 

  Clavispora lusitaniae Candida lusitaniae 

  Clavispora capitatus Blastoschizomyces 

capitatus 

  Debaryomyces 

hansenii 

Candida famata 

  Galactomyces 

geotrichum 

Geotrichum 

candidum 

  Hansenula anomala Candida pelliculosa 

  Issatchenkia 

orientalis 

Candida krusei 

  Kluyveromyces lactis Candida sphaerica 

  Kluyveromyces 

marxianus 

Candida kefyr 

  Metschnikowia 

pulcherrima 

Candida pulcherrima 

  Pichia guillermondii Candida 

guillermondii 

  Pichia fermentans Candida lambica 

  Pichia jadinii Candida utilis 

  Pichia 

membranaefaciens 

Candida valida 

  Pichia norvegensis Candida norvegensis 

  Saccaromyces 

cerevisiae 

 

  Saccaromyces 

exiguus 

Candida holmii 

  Stephanoascus 

ciferrii 

Candida ciferrii 

  Yarrowia lipolytica Candida lipolytica 

Blastomycetes Sporobolomycetales  Sporobolomyces 

 Cryptococcales  Blastoschzomyces 

   Candida 

   Cryptococcus 

   Malassezia 

   Rhodotorula 

   Trichosporon 
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2.1.2. Candida’ların Morfolojisi 

Candida‟lar Gram-pozitif, 1-3 x 4-6 µm boyutlarında, ince duvarlı, oval, 

kapsülsüz, hareketsiz, lateral tomurcuklanma (blastospor) ile aseksüel olarak üreyen 

fakültatif anaerob mayalardır. Candida‟lar maya formu yanısıra kültür ve dokularda 

yalancı hifa veya gerçek hifa oluĢturabilirler. Yalancı hifalar tomurcuklanma 

sırasında meydana gelir. OluĢan yeni hücre ana hücreye bağlı kalarak uzar ve 

filamentöz bir yapı oluĢturur. Gerçek hifalar ise maya hücresinden veya hifanın bir 

dalından oluĢabilir; boğumlanma göstermez, apikal uzantı tarzında, bölmeli ve 

düzgün kenarlıdır (Calderone, 2002; Koneman ve ark., 1997). C. albicans ve çok 

seyrek izole edilen Candida dubliniensis gerçek hifa oluĢtururken, diğer Candida 

türleri yalancı hifa oluĢturur (Calderone, 2002). 

Birçok Candida türünün koloni morfolojisi benzerdir. Beyaz veya krem 

renginde, parlak ve 4-5 mm büyüklüğündeki konveks koloniler, 3 gün inkübasyon 

sonrasında görülürler. Ġndikatör madde bulunan besiyerlerine ekimleri yapıldığında 

klinik olarak önemli Candida türleri koloni görünümlerine göre birbirlerinden 

ayrılabilirler (Çiçek ve ark., 2014; Pincus ve ark., 2007). Ġçlerinde türe özgü 

kromojenik substratlar bulunan besiyerlerinde mayaların ürettiği enzimlerle (β-N-

acetylhexosaminidase) bu substratlar reaksiyona girerek çeĢitli renklerde koloniler 

oluĢtururlar (Çicek ve ark., 2014).  

2.2. Candida’ların Patogenezi ve Virülens Faktörleri 

Candida türleri insan ve hayvanların deri, mukoza ve sindirim sisteminde 

flora etkeni olarak bulunan mikroorganizmalardır (Quinn ve ark., 2011). 

Hayvanlarda mastitis, dermatitis, vajinitis, abortus, otitis eksterna, artritis ve 

diyareye, immun sistemi baskılanmıĢ insanlarda da deri, mukoza ve sistemik 

enfeksiyonlara yol açabilmektedirler (Foley ve Schlafer, 1987; Seyedmousavi ve 

ark., 2015; Songer ve Post, 2005). Candida enfeksiyonlarındaki tablolar, konağa ve 

etkene ait faktörlere (virülens faktörleri) bağlı olarak faklılık göstermektedir 

(Yücesoy, 1999). 
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Konağa ait faktörler, Candida enfeksiyonlarını kolaylaĢtıran faktörler ve 

konağın direnç durumu olmak üzere iki grupta incelenir (Yücesoy, 1999). 

Enfeksiyonu kolaylaĢtıran faktörler arasında immunsupresif, sitotoksik ilaçlar veya 

antibiyotiklerle sağaltım, madikal aletlerin kullanılması (katater, intraket vs), ağır 

cerrahi uygulamalar, AIDS, diabet, hematolojik ve endokrinolojik hastalıklar, 

uyuĢturucu kullanımı ve tümörler yer almaktadır (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). Konağın enfeksiyona karĢı direnç 

faktörleri arasında deri ve mukoza bütünlüğü, fagositoz, fagositik öldürme 

mekanizmaları, defensin, lizozim, proliferasyon, nötrofiller, proteaz inhibitörleri, 

trombositler, komplement hücre bağımlı immunite ve humoral immunite yer 

almaktadır (Odds, 1994; Yücesoy, 1999). 

Candida enfeksiyonlarında ikinci önemli unsur ise etkene ait virülens 

faktörleridir. Candida‟ların farklı suĢları farklı seviyelerde virülens özelliğine 

sahiptir. Adhezyon, biyofilm oluĢturma, dokuya enzimlerle invazyon, ekstrasellüler 

proteinler, dimorfizm, antijenik çeĢitlilik, hücre yüzey hidrofobitesi, moleküler 

benzeme ve hücre duvar yapısı Candida türlerinin virülens faktörleri arasında yer alır 

(Martínez ve ark.,1998; Yücesoy, 1999). 

Ġnsan ve hayvanların normal florasında bulunan Candida türleri yüzeysel 

enfeksiyonlardan sistemik enfeksiyonlara kadar bir çok enfeksiyona yol açabilirler 

(Quinn ve ark., 2011). Sağlıklı insan ve hayvanlarda Candida enfeksiyonlarına karĢı 

doğal direnç bulunur. C.albicans, patogenezine katkıda bulunan birçok virülens 

faktörüne sahiptir. Adhezinler, morfogenezis, aspartil proteaz ve fosfolipaz enzimleri 

en önemlileridir. (Calderone ve Fonzi, 2001). Ayrıca toksinler, fenotip değiĢimi, 

hücre duvarı, yüzey değiĢimi, hidrofobisite biyofilm gibi faktörler de virülenste rol 

oynarlar (Tsuboi ve ark., 1994). 

2.2.1.Adhezyon 

Adhezyon C. albicans‟ın konak hücrede kolonizasyonu ve enfeksiyonu için 

ilk basamaktır ve hücre yüzey glikoproteinlerini kodlayan aglütinin benzeri sekans 
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(ALS) genlerinin ekspresyonu ile iliĢkilidir (Abacı ve Haliki, 2004). 

Ġmmunokimyasal boyamalar ile ALS genlerinin C. albicans’ın hücre duvarında 

lokalize olduğu gösterilmiĢtir (Green ve ark., 2004). ALS gen ailesi, C. albicans’ın 

cansız yüzeylere ve konakçı hücrelere tutunmasını sağlar (Mayer ve ark., 2013). ALS, 

C. albicans içinde enzimatik aktivitesi bulunmayan tek gen ailesidir. ALS genleri ilk 

kez C. albicans izolatlarında belirlenmiĢ, daha sonra bu genler diğer mantarlarda da 

gösterilmiĢtir (Hoyer ve Cota, 2016). ALS proteinleri arasında yapısal ortaklık 

olmasına rağmen iĢlevleri açısından farklılıklar vardır. Bu aile, hücre yüzeyine 

bağlanan benzer yapıya sahip proteinleri kodlayan en az sekiz ALS genini (ALS1-

ALS7, ALS9) içerir (Green ve ark., 2004). Genler keĢfedilme sıralarına göre 

isimlendirilmiĢtir (Hoyer ve Cota, 2016). Yapılan çalıĢmalarda ALS3 ve ALS8 

genlerinin aynı gen olduğu belirlenmiĢ ve ALS8 geni bu aileden çıkarılmıĢtır (Green 

ve ark., 2004). ALS1, ALS3 ve ALS5 mantarların hifa formunda bulunur ve konakçı 

dokusundaki laminin, fibronektin, kollajen, epitelyum ve endotellere bağlanmada rol 

oynar. ALS6 kollajene, ALS9 laminine bağlanmada rol alırken, ALS4 endotellere 

bağlanır. ALS5 ayrıca hücre agregasyonu için gereklidir (Karkowska-Kuleta ve ark., 

2009; Khan ve ark., 2000; Mayer ve ark., 2013). Yapılan çalıĢmalarda ALS1 geninin 

enfeksiyonun erken safhalarında C. albicans‟ın adhezyonunda önemli rol oynadığı 

(Kamai ve ark., 2002) ve ALS1 ve ALS3 genlerinin biyofilm formasyonunda birlikte 

daha fazla etkili oldukları bildirilmiĢtir (Nobile ve ark., 2008). ALS2 ve ALS9‟un 

vajinal enfeksiyonlarda adhezyonda ve biyofilm oluĢumunda önemli role sahip 

olduğu rapor edilmiĢtir (Rahimi ve ark., 2013).  

Nas ve ark. (2008) vulvavaginal kandidiazisli kadınlardan izole edilen 29 C. 

albicans suĢunun 20 (%69)‟sinde, Revers-Transkriptaz-PZR (RT-PZR) ile ALS1 

belirlediklerini rapor etmiĢlerdir. Ġnci ve ark. (2013) çeĢitli klinik örneklerden (deri, 

idrar, kan, peritoneal ve serebrospinal sıvı, solunum sistemi ve vaginal sıvap) izole 

edilen 206 C. albicans izolatının %53,9‟unda ALS1 geninin belirlendiğini 

bildirmiĢlerdir. Bir baĢka çalıĢmada Roudbarmohammadi ve ark. (2016) RT-PZR ile 

vulvavaginal kandidiazisli hastalardan elde edilen 43 C. albicans suĢunun 40‟ında 

ALS1, 41‟inde ALS3, 39‟unda ise hem ALS1 hem de ALS3 gen varlığını saptamıĢ, bu 

genlerin C. albicans‟ın vaginaya tutunmasında ve biyofilm oluĢumunda rol 
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oynayabileceğini bildirmiĢlerdir. Monroy-Pérez ve ark. (2016) ise vulvavaginal 

kandidiazisli hastalardan izole edilen 39 C. albicans suĢunun tümünde ALS1 ve 

PLB1 genini saptamıĢlardır. Ali ve ark. (2015) Irak‟ta hastalardan izole edilen 25 C. 

albicans suĢunun 12 (%48)‟sinde ALS1 belirlemiĢlerdir. Ġnsanlardan izole edilen C. 

albicans suĢlarında ALS1 gen varlığının belirlenmesine yönelik birçok çalıĢma 

bulunmasına karĢılık, hayvanlarda yapılmıĢ tek bir çalıĢma bulunmaktadır. Mastitisli 

ineklerden izole edilen C. albicans izolatlarında ALS1 gen varlığının araĢtırıldığı bu 

çalıĢmada (Mousa ve ark., 2016) ise, sütlerden izole edilen 5 C. albicans suĢunun 

2‟sinde ALS1 geni saptanmıĢ, sağlıklı sütlerden izole edilen suĢta bu genin 

bulunmadığı bildirilmiĢtir. 

Adhezyonda rol oynayan hifa duvar proteini (HWP1) geni, germ tüpü spesifik 

gen olup, bir yüzey proteinini kodlamaktadır (Abacı ve Haliki, 2004; Sharkey ve 

ark., 1999). C. albicans‟ın in vivo biyofilm formasyonu için gerekli hücre yüzey 

proteinidir (Nobile ve Mitchell, 2006). Ayrıca hifa geliĢimi ve maya hücrelerinin 

epitel hücrelere yapıĢması için gereklidir (Orsi ve ark., 2014). HWP1 mRNA 

mayalarla karĢılaĢtırıldığında in vitro hifalarda bulunmaz. HWP1‟e konakçı antikor 

cevabı ölçülmüĢtür. Bu durum C. albicans‟ın asemptomatik enfeksiyonlarda hifa 

formları için önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir (Naglik ve ark., 2006). 

Tsuchomori ve ark. (2000)‟larının yaptığı bir çalıĢmada intravenöz olarak homozigot 

HWP1 bulundurmayan C. albicans mutantı (CAL3) ile enfekte edilen fareler 14 

günden fazla sağ kalırken, HWP1 ihtiva eden bir kontrol suĢu ile enfekte edilen 

farelerin 3-5 gün hayatta kaldığı bildirilmiĢtir. Bu durum HWP1 geninin C. 

albicans‟ın patojenitesinde önemli rol oynadığını göstermektedir (Tsuchimori ve 

ark., 2000).  

2.2.2. Dimorfizm  

C. albicans kültürde tomurcuklanan maya hücreleri ve hifalar Ģeklinde 

geliĢebilen dimorfik bir mantardır (Quinn ve ark., 2011). C. Albicans, Candida 

türleri içinde miselyum oluĢturarak üreyebilen tek türdür. C. albicans maya ve hifa 

formu arasında geri dönüĢümlü olarak geçiĢ yapabilme yeteneğine sahiptir. ÇeĢitli 

koĢullara bağlı olan bu morfolojik değiĢim maya (blastospor), germ tüpü, yalancı 
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hifa ve gerçek hifa oluĢumunu kapsamaktadır (Molero ve ark., 1998; Odds, 1985). 

Morfoloji, 37°C'lik fizyolojik sıcaklığa, pH değerine, CO2 konsantrasyonuna ve hifa 

geliĢimini uyaran serum veya karbon kaynaklarının varlığına bağlı olarak değiĢebilir 

(Karkowska-Kuleta ve ark., 2009). Hifa oluĢumu konak ortamı taklit edilerek yani 

37°C‟de serum veya nötr pH ile uyarılır (Mitchell, 1998). Yeni oluĢturulan hifalar 

(germ tüpleri), maya formuna göre konak hücrelerine daha fazla tutunur ve doku 

penetrasyonu arttırır (Cutler, 1991; Mitchell, 1998). Makrofajlar tarafından yutulan 

maya hücreleri hifalar üreterek makrofajları lize eder. Bu durum nötrofillerin hifaları 

öldürmesini engellenmiĢ olur (Cutler, 1991). 

2.2.3. Enzimler 

Fosfolipaz (PL), salgısal aspartik proteinaz (SAP), asit fosfotaz, esteraz ve 

glukoamilaz C. albicans‟a ait enzimlerdir. Bu enzimlerin bazıları C. albicans 

tarafından salgılanan proteinlerdir, diğerleri ise hücre duvarı elemanı ya da hücrenin 

lizisi ile sitoplazmadan salgılanır (Martínez ve ark., 1998). Bu enzimlerden salgısal 

aspartik proteinazlar ve fosfolipazlar virülensle iliĢkilendirilmiĢ iki büyük enzim 

ailesidir (Calderone ve Fonzi, 2001).  

Fosfolipazlar hücre zarının yapısında bulunan gliserofosfolipidlerin bir veya 

daha fazla ester bağının hidrolizinden sorumludur. Bu yüzden fosfolipazların 

aktivitesi doku istilası sırasında çok yüksektir (Ibrahim ve ark., 1995). ġimdiye kadar 

tanımlanan dört fosfolipaz (PLA, PLB, PLC ve PLD) vardır (Calderone ve Fonzi, 

2001). PLB1 ve PLB2 genleri fosfolipaz enziminin ekstrasellüler sentezinden 

sorumludur. PLA‟nın virülenste etkisinin olup olmadığı henüz belirlenmemiĢtir. PLB 

(özellikle PLB1) ve PLD‟nin önemli vürülens faktörleri olduğu açıkça ortaya 

konulmuĢtur. Saha suĢlarından PLB1‟in çıkarılması ile yapılan çalıĢmalarda PLB 

aktivitesinin %99, lizofosfalipaz aktivitesinin %80 azaldığı bildirilmiĢtir (Leidich ve 

ark., 1998). Virülens için çok önemli olan, hem hidrolaz hem de lizofosfolipaz-

transasilaz aktivitelerine sahip olan PLB‟nin aktivitesidir (Ghannoum, 2000; Yang, 

2003). PLB1 bulunmayan izolatların çok az PLB sentezlediği, bu nedenle de PLB‟nin 

sentezinden daha çok PLB1 geninin sorumlu olduğu, PLB2‟nin ise çok az katkıda 

bulunduğu bildirilmiĢtir (Ghannoum, 2000). Bu çalıĢmalar C. albicans‟da PLB‟nin 
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en önemli ekstasellüler fosfalipaz olduğunu ortaya koymaktadır. Fosfolipazlardan 

sadece PLB1‟in hayvan kandidiazis modellerinde virülans için gerekli olduğu 

bildirilmiĢtir (Navarro-García ve ark., 2001). PLB1 aktivitesi doku invazyonu 

sırasında hifal uçlarda tespit edilmiĢtir (Ghannoum, 2000).  

Naglik ve ark. (2003) insanların oral enfeksiyonlarından izole edilen 40 C. 

albicans suĢunun 23‟ünde ve vaginal kandidiazisli kadınlardan izole edilen 40 C. 

albicans izolatının 25‟inde PLB1 saptamıĢlardır. Buna karĢın sağlıklı kiĢilerin 

ağızlarından ve vajinalarından alınan sıvaplardan izole edilen C. albicans suĢlarından 

sırasıyla 4 ve 12‟sinde PLB1 geni saptanmıĢtır.  

Hayvanlarda PLB1 gen varlığının gösterilmesine yönelik literatür taramasında 

sadece iki çalıĢma bulunmuĢtur. Bu çalıĢmalarda mastitisli sütlerden izole edilen C. 

albicans suĢlarının tümünde PLB1 geninin saptandığı (Eldesouky ve ark., 2016; 

Mousa ve ark., 2016), sağlıklı sütlerden izole edilen suĢlarda ise tespit edilemediği 

(Mousa ve ark., 2016) rapor edilmiĢtir. Hakim ve ark. (2016) Mısır‟da Kareish 

peynirlerinden izole edilen C. albicans izolatlarının tümünde PLB1 geninin 

bulunduğunu bildirmiĢlerdir. 

C. albicans izolatlarında salgısal aspertat proteinaz (SAP) enziminin üretimi 

ilk kez Staib tarafından 1965‟de bildirilmiĢtir (Staib, 1965). SAP enzimi C. albicans 

yanı sıra diğer Candida türleri tarafından da sentezlenmektedir (Naglik ve ark., 

2003). Candida türlerinin amonyum bulunmayan ortamlarda azot kaynağı olarak 

sadece protein içeren besiyerlerinde SAP salgıladıkları saptanmıĢtır (Banerjee ve 

ark., 1991). C. albicans‟ın proteinaz enzimlerinin esas görevi enfeksiyon sırasında 

maya hücreleri için gerekli besinleri sağlamak, immunglobülin ve komplement 

proteinlerini bozarak konak savunma mekanizmalarından kaçmak ve konak 

dokularına adhezyon ve invazyondur (Naglik ve ark., 2003). C. albicans suĢlarında 

SAP ailesini oluĢturan 10 SAP geni belirlenmiĢtir. SAP gen ailesinde yer alan 

genlerin çevre koĢullarına bağlı olarak farklı Ģekillerde eksprese olabileceği ve C. 

albicans enfeksiyonlarına farklı Ģekillerde katkıda bulunabileceği araĢtırmacılar 

tarafından bildirilmiĢtir (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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oluĢturulmuĢ ratlarda enfeksiyonun erken safhasında maya hücre duvarlarında tesbit 

edildiği bildirilmiĢtir (Naglik ve ark., 2003). Aynı zamanda bu genlerin mukozal 

doku sindiriminde önemli rol oynamadığı belirlenmiĢtir (Naglik ve ark., 2008). SAP 

genleri ile ilgili çalıĢmalarda en çok SAP2 geni üzerinde durulmuĢ, SAP2 geninin 

enfeksiyonun baĢlangıç safhalarında tesbit edilemediği, enfeksiyonun geç safhasında, 

yani derin dokulara yayıldıktan sonra güçlü bir Ģekilde eksprese edildiği saptanmıĢtır 

(Staib ve ark., 1999). SAP genlerinin farklı morfolojik formlarda farklı Ģekillerde 

eksprese edilebileceği bildirilmiĢtir (Naglik ve ark., 2003). SAP1, SAP2 ve SAP3‟ün 

sadece maya formunda, SAP4 ve SAP6‟nın nötral pH‟da hifa formunda, SAP9 ve 

SAP10‟un bağımsız olarak hem maya hem de hifa formlarında bulunduğu 

bildirilmiĢtir (Chen ve ark., 2002; Hube ve ark., 1994; Naglik ve ark., 2008). SAP5 

maya enfeksiyonunun erken safhasında ve hifa formasyonu süresince  nötral PH‟da 

saptanabilir (Chen ve ark., 2002). SAP5‟in hifal invazyonda indirek rol oynadığı 

ancak, direk olarak epitel hasarına yol açmayabileceği bildirilmiĢtir (Naglik ve ark., 

2008). Tek bir SAP geninin C. albicans’ın konakçı dokularına invazyon ve hasarında 

etkili olmadığı, SAP gen ailesinin tamamının varlığında invazyon ve doku 

zararlarının arttığı, özellikle de SAP4 ve SAP6 genlerinin  en önemli virülens 

faktörleri olduğu gösterilmiĢtir (Naglik ve ark., 2008). 

2.2.4. Biyofilm 

Canlı veya cansız yüzeye yapıĢtıktan sonra, ürettikleri polisakkarit matriks 

tabaka içinde gömülü olarak yaĢayabilen mikroorganizmaların oluĢturduğu topluluk 

biyofilm olarak isimlendirilmektedir (Altun ve ġener, 2008). Birçok Candida türü 

bakterilerdeki gibi dokulara ve cansız ortamlara tutunmasını ve kolonizasyonunu 

sağlayan matriks yapısını oluĢturabilmektedir (Mukharjee ve Chandra, 2004). 

Aygıtlarla iliĢkili enfeksiyonlar bakteri ve mantarların biyofilm oluĢturma 

yetenekleriyle iliĢkilidir (Kojic ve Darouiche, 2004; Ramage ve ark., 2005). 

Ġnsanlarda yapılan çalıĢmalarda katater, travma, takma diĢ, ses protezi ve kontakt 

lensle iliĢkili enfeksiyonlarda Candida türleri izole edilen en yaygın mantarlar 

olduğu bildirilmiĢtir (Kojic ve Darouiche, 2004; Kuhn ve Ghannoum, 2004; Nicastri 

ve ark., 2001). Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar antibiyotiklere, antifungallere, 

dezenfektanlara ve konakçı immun sistemine direnç gösterdikleri için 
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enfeksiyonların patogenezinde önemli virülens faktörleri oldukları düĢünülmektedir 

(Mukharjee ve Chandra ve ark., 2004; Ramage ve ark., 2005). Candida türlerinin 

biyofilm oluĢturma yeteneklerinin farklılık gösterdiği (ġeker ve Özenç, 2011), C. 

albicans izolatlarının biyofilm oluĢturma yeteneğinin, non C. albicans izolatlarından 

daha fazla olduğu bildirilmiĢtir (Nerurkar ve ark., 2012). Ġnsanların Candida 

enfeksiyonlarının patogenezinde biyofilm oluĢumunun önemli rol oynadığı 

bilinmesine karĢın (Douglas, 2003; Gökce ve ark., 2007; Ramage ve ark., 2005), 

hayvanlar ve hayvansal ürünlerden elde edilen Candida türlerinin patogenezindeki 

rolü hakkında çok az bilgi bulunmaktadır. Türkiye‟de yapılan bir çalıĢmada, 

mastitisli manda sütlerinden izole edilen Candida türlerinde in vitro biyofilm 

aktivitesi araĢtırılmıĢ, C. krusei ve C. albicans izolatlarının tümünün biyofilm 

oluĢturduğu, izole edilen diğer Candida izolatlarının değiĢen oranlarda biyofilm 

aktivitesi oluĢturduğu bildirilmiĢtir (ġeker ve Özenç, 2011). 

2.2.5. Fenotipik değiĢim 

C. albicans kolonileri stres altında iken kendiliğinden düzgün, halka, yıldız, 

çizgili Ģapka, buruĢuk ve tüylü gibi morfolojik değiĢimler gösterirler. Bu durum C. 

albicans‟ın hücre yüzeyi özelliklerinde, koloni görünümlerinde, metabolik, 

biyokimyasal ve moleküler özelliklerinde değiĢikliklere ve bu değiĢiklikler de 

enfeksiyon sürecinde daha virülent ve etkin olmalarına yol açmaktadır (Çerikçioğlu, 

2012). 

C. albicans’ın fenotipik değiĢimi ilk olarak farklı frekanslarda UV ıĢığı 

kullanılarak, smooth ve rough kolonilerin birbirlerine dönüĢtürülmesi ile 

gösterilmiĢtir (Pomés ve ark., 1985). Maya hifa geçiĢinden farklı olarak, aynı 

çevresel koĢullarda aynı popülasyondaki bazı hücreler farklı fenotipler 

oluĢturabilirler. Bu sürecin moleküler temeli tam olarak aydınlatılamamasına 

rağmen, kromozomal yeni düzenlemelerden kaynaklanabileceği ileri sürülmüĢtür 

(Çerikçioğlu, 2012). Slutsky ve ark. (1985) C. albicans‟ın 3153A suĢunu kullanarak 

orijinal smooth, yıldız, halka, düzensiz kırıĢık, alacalı, Ģapka, bulanık ve revertant 

smooth dâhil olmak üzere ek koloni tiplerinin gözlenebildiğini bildirmiĢlerdir.  
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Tanımlanan tüm fenotipik değiĢimlerden en çok çalıĢılan düzgün ve beyaz 

kolonilerin opak kolonilere geçtiği WO-1 suĢunun kullanıldığı beyaz-opak sistemidir 

(Slutsky ve ark., 1987). Beyaz koloniyi oluĢturan C. albicans‟ın morfolojisi yuvarlak 

ve oval, opak koloniyi oluĢturanların ise uzamıĢ ve fasülye Ģeklinde olduğu 

gösterilmiĢtir. Beyaz koloniyi oluĢturan maya hücrelerinin 37°C‟de pH 6,7‟de germ 

tüpü oluĢturduğu, opak koloniyi oluĢturan hücrelerin ise insan epitel hücreleri dıĢında 

germ tüpü oluĢturamadığı bildirilmiĢtir (Anderson ve ark., 1990; Slutsky ve ark., 

1987). Beyaz-opak koloni değiĢimi sırasında farklı genlerin eksprese edildiği, opak 

fazda opak faz spesifik (OPA1), SAP3 ve Op4 genlerinin, beyaz fazda ise WH11 

genlerinin eksprese edildiği bildirilmiĢtir (Srikantha ve ark., 1995). 

Fenotipik değiĢim C. albicans‟ın hücre yüzey antijenlerini değiĢtirerek 

konağın immun sisteminden korunmasını veya mukozaya adhezyonunun değiĢmesini 

ve bu sayede spesifik vücut bölgelerine adaptasyonunu sağlar (Srikantha ve ark., 

1995). 

2.2.6. Hücre Duvarı 

Hücre duvarı, çeĢitli fizyolojik süreçlerde rol oynayan önemli ve oldukça 

dinamik bir mantar yapısı olup, hücresel morfolojinin korunmasını sağlar. Hücre 

duvarı antijenik olup, enfeksiyona karĢı immünolojik cevabın verilmesinde, 

adhezyon ve dolayısıyla kolonizasyonda rol oynar (Navarro-García ve ark., 2001). 

2.2.7. Toksinler 

C. albicans tarafından üretilen toksinler yüksek moleküler ağırlıklı toksinler 

(glikoproteinler ve kanditoksin) ve düĢük moleküler ağırlıklı toksinler olmak üzere 

iki gruba ayrılır (Ghannoum ve Abu-Elteen, 1990). Glikoprotein molekülünün hem 

protein hem de Ģeker kısımlarının toksik aktivite için gerekli olduğu, mannan ile 

birlikte önemli bir rol oynadığı ve yardımcı protein olarak davrandığı öne 

sürülmüĢtür (Iwata ve ark., 1975). C. albicans glikoproteinleri, özelliklede 

mannoproteinler toksik etkilerinin yanında, vücut yüzeyini kolonize eden adhezinler 

olarak öne çıkmaktadır (Al-Bassam ve ark., 1985; Elorza ve ark., 1985). Yapılan 
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hayvan deneylerinde kanditoksinin sitotoksik, farmakolojik, immunolojik, enzimatik 

ve enfeksiyon arttırıcı aktiviteleri belirlenmiĢtir (Iwata ve ark., 1975). DüĢük 

moleküler ağırlıklı toksinler kanditoksin üreten C. albicans suĢlarından izole 

edilmiĢtir. Bu bileĢikler birbilerine çok benzerdir ve Ģok oluĢturan veya ölümcül 

aktivite gösterenler olarak ikiye ayrılır (Iwata ve ark., 1975) . 

2.3. Candida Enfeksiyonları 

Tüm mantar enfeksiyonları arasında en sık izole edilen tür Candida’dır. 

Candida‟lar deri, gastrointestinal, üst solunum ve genitoüriner sistemin normal flora 

üyeleridir ve fırsatçı patojenlerdir (Foley ve Schlafer, 1987; Seyedmousavi ve ark., 

2015; Songer ve Post, 2005). Candida cinsinin 200‟den fazla türü bilinmektedir. 

Bilinen en patojen tür Candida albicans‟tır (Quinn ve ark., 2011). C. albicans ve 

diğer bazı Candida türleri (C. tropicalis ve C. glabrata) insanların ağız, 

gastrointestinal sistem ve vajinasında flora üyesi olarak bulunurken, diğer Candida 

türleri çevrede bulunurlar (Howard, 2003). ÇeĢitli nedenlerle immun sistemi 

baskılanmıĢ hastalardan veya uzun süreli antibiyotik tedavileri sonrası hastaların 

maya enfeksiyonlarından sıklıkla Candida türleri izole edilmektedir. Nozokomiyal 

maya enfeksiyonlarından C. albicans (Perlroth ve ark., 2007; ġahiner ve ark., 2011), 

C. glabrata (Berrouane ve ark., 1999; Fidel ve ark., 1999; ġahiner ve ark., 2011), C. 

krusei (Hautala ve ark., 2007), C. parapsilosis (Kuhn ve ark., 2004; ġahiner ve ark., 

2011), C. tropicalis (Kothavade ve ark., 2010; ġahiner ve ark., 2011) ve C. lusitaniae 

(Hawkins ve Boddour, 2003), C. inconspicua (Guitard ve ark., 2015) izolasyonları 

bildirilmiĢtir. Bu mayalar yüzeysel veya sistemik enfeksiyonlara neden olurlar 

(Pendrak ve Klotz, 1995). Konağın bağıĢıklık yanıtı, Candida türlerinin neden 

olduğu enfeksiyon tipinin belirleyici faktörüdür (Miceli ve ark., 2011). C. albicans 

hayvan enfeksiyonlarında da en sık karĢılaĢılan Candida türüdür (Quinn ve ark., 

2011). Yüzeysel mukozal Candida enfeksiyonları; pamukçuk, deri kandidiazisi, 

Candida özefajiti, non-özefagiyal gastrointestinal kandidiazis, sistit ve vulvovajinal 

kandidiazistir. Sistemik Candida enfeksiyonları ise kandidemi ve çeĢitli organ ve 

doku (kalp, akciğer, karaciğer, dalak, böbrek, kas, kemik, eklem vb.) kandidiazisidir 

(Seyedmousavi ve ark., 2015; Sönmez ve ark., 1997). C. albicans, C. tropicalis, C. 

pseudotropicalis ve C. krusei hayvanlarda artritis, mastitis ve abort gibi enfeksiyöz 



18 

hastalıklara yol açan en önemli Candida türleri olmakla birlikte, diğer Candida 

türlerinin de enfeksiyonlardan izole edildiği bildirilmiĢtir (Cohen ve ark., 2008; 

Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Eldesouky ve ark., 2016; Mousa ve ark., 2016; 

Stefanetti ve ark., 2014; ġeker, 2010; ġeker ve Özenç, 2011). Candida türleri kedi ve 

köpeklerde dermatitis, enteritis, otitis eksterna ve iç organ enfeksiyonlarına yol 

açabilir (Ali ve ark., 2015; Duchaussoy ve ark., 2015; Milner ve ark., 1997; Moretti 

ve ark., 2004; ġahan-Yapıcıer ve ark., 2018). Kanatlılarda en sık etkilenen organlar; 

gaga, özefagus, kursak, bezli ve kaslı midedir. Bu organlarda pamukçuk, 

psödomembranöz ülser ve beyaz plak Ģeklinde lezyonlar oluĢtururken 

(Hörmansdorfer ve Bauer, 2000; Velasco, 2000), nadiren, deri, ayak, perikard ve 

kloakada da lezyonlar gözlenebilir (Velasco, 2000).  

Mastitis sığır sürülerinde en sık karĢılaĢılan, süt veriminde azalma ve 

kalitesinde bozukluklara yol açan ve tüm dünyada ekonomik öneme sahip bir 

hastalıktır (Aydın ve ark., 2006). Mastitisin etiyolojisinde birçok bakteri 

bildirilmekle birlikte, maya ve maya benzeri mikroorganizmalar da sığır 

mastitislerine yol açmaktadır (Costa ve ark., 1993; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; 

Krukowski ve ark., 2000; Santos ve Marin, 2005; ġeker, 2010). Mayaların neden 

olduğu mastitisin prevalansı, diğer etiyolojik ajanlarla karĢılaĢtırıldığında genellikle 

düĢük olmasına rağmen (Czernomysy-Furowicz ve ark., 2008; Santos ve Marin, 

2005; Wawron ve ark., 2010) son yıllarda önemli derecede artıĢ gözlenmektedir 

(Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). C. albicans ve C. neoformans mastitisli sütlerden 

en sık izole edilen maya etkenleridir ve (Costa ve ark., 1993; Eldesouky ve ark., 

2016; Pachauri ve ark., 2013; Zaragoza ve ark., 2011) diğer Candida türleri de 

mastitisli sütlerden izole edilmiĢtir (Santos ve Marin, 2005; Sartori ve ark., 2014; 

ġeker, 2010; Wawron ve ark., 2010).  

Mantarlar toprakta bulunur ve meme derisini küçük sayılar halinde kolonize 

edebilirler. Doğal savunma mekanizmalarının azalmasıyla enfeksiyon geliĢtirirler 

(Sartori ve ark., 2014). Kontamine sütün makine veya elle sağılması, hayvan 

sahipleri ve veteriner hekimler tarafından geliĢigüzel ve sık antibiyotik kullanımı, 

kontamine antibiyotik preparatları, kanül ve enjektörlerin meme içi kullanımı maya 

enfeksiyonlarına yol açmaktadır (Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). C. albicans ve 
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sporları pastörizasyondan kurtulma yeteneğine sahiptir ve bu yüzden halk sağlığı için 

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

2.4. Candida’ların Ġzolasyon ve Ġdentifikasyonu  

2.4.1. Direk Mikroskobik Ġnceleme 

Deri ve tırnak kazıntıları, lam üzerinde bulunan iki damla %10-20 KOH 

solüsyonuna batırılıp üzeri lamelle kapatılır. Hidrolizasyonu hızlandırmak için çok 

hafif alttan ısıtılır. Hidrolizasyonun tamamlanması için 30-60 dakika beklenir ve 

preparat önce küçük büyütme (100x-200x), sonra büyük büyütme (450x-500x) ile 

muayene edilir (Arda, 2015). Bu yöntem mantar ve maya hücrelerini teĢhis etmede 

en yaygın kullanılan yöntemdir (Madhavan ve ark., 2011). 

Ġdrar, irin ve eksudatlardan, hem direkt, hem de kuvvetli santrifüj (4000 

dev/dk, 15-20 dk) sonrası elde edilen tortudan preparatlar hazırlanır ve %10-20 KOH 

ile muamele edilip mikroskop altında muayene edilirler. Preparatların bir kısmı ise 

Gridley, PAS, Giemsa, Gram ve Ziehl-Neelsen gibi boyama yöntemlerinden biri ile 

boyanarak incelenir (Arda, 2015). 

Spinal sıvılar, kuvvetli santrifüj edildikten sonra dipteki tortudan hazırlanan 

preparatlar boyanmadan ya da çeĢitli boyama yöntemlerinden (Gram boyama, çini 

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

Kandan hazırlanan preparatlar PAS, Gomori, Giemsa, Gridley, Gram, Ziehl-

Neelsen gibi boyama yöntemlerinden biri ile boyanarak mikroskop altında muayene 

edilir (Arda, 2015). 

KraĢe ve bronĢiyal eksudatlar, önce steril fizyolojik tuzlu su içinde 3-4 kez 

yıkanarak oral flora ve yabancı materyallerin uzaklaĢtırılması sağlanır. Yıkanan 

materyallerden hazırlanan preparatlar, hem direkt hem de boyanarak mikroskop 

altında muayene edilir (Arda, 2015). 
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Biyopsi materyalleri, %10 formalin ile tespit edilerek histolojik muayeneler 

için kullanılır. Hazırlanan kesitler Gridley, PAS, Gomori gibi boyalardan biri ile 

boyanarak incelenirler (Arda, 2015). 

2.4.2. Kültür 

Candida türlerini izole etmek için kullanılan temel besiyerleri kanlı 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‟ları üretmek ve birbirinden ayırt 

etmek için kullanılabilir (Madhavan ve ark., 2011; Pincus ve ark., 2007). 

Ġlk izolasyon için, bileĢiminde kloramfenikol ve siklohekzamid bulunan SDA 

kullanılır. Bu besiyerinin pH‟sı düĢük olduğundan ve içerdiği antibakteriyel ve 

antifungal substanslardan dolayı, çoğu bakterilerin ve saprofitik mantarların 

üremesini engeller. Ortama aktidon (0,5 g/l), kloramfenikol (0,5 g/l) veya bunun 

yerine streptomisin (40 mcg/ml) ve penisilin (20 IU/ml) karıĢımı ilave edilebilir 

(Arda, 2015).  

Kutan mikozis olgularında gönderilen materyaller petri kutusundaki besi 

yerinin 4-5 noktasına steril pens yardımıyla ekilir. (Arda, 2015).  

Subkutan ve sistemik mikozis olgularında gönderilen materyaller (vezikül 

sıvıları, irin, burun akıntısı, süt gibi) petri kutusundaki katı besiyerinin yüzeyine iyice 

yayılarak ekilir. Serebrospinal sıvı, pleural ve peritoneal eksudatlar hem santrifüj 

edildikten sonra tortudan ve hem de santrifüje edilmeden ekimleri yapılır. Eğer doku 

materyali ise doku parçaları iyice ezildikten veya çok küçük parçalara ayrıldıktan 

sonra ekimi yapılır. Ekim için SDA kullanılsa da bunun yanında, beyin-kalp 

infüzyon agar veya aynı ortamın kanlı agarı ve Sabhi agardan da büyük ölçüde 

faydalanılır (Arda, 2015). 
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Ġzolasyon için kullanılacak besi yerleri, hastalık etkenini en iyi Ģekilde 

üretebilme yeteneğine sahip ve selektif olmalıdır. Aynı zamanda her türlü optimal 

üreme koĢulları sağlanmalıdır. Antifungal maddeler, Cryptococcus ve Candida 

türlerinin üremesini inhibe edeceği için izolasyon ve identifikasyon besi yerlerinde 

bu maddeler bulunmamalıdır. Bütün ekimler çift olarak yapılmalı, biri oda ısısında 

(25-26ºC), diğeri ise 37ºC‟de inkubasyona bırakılmalıdır (Arda, 2015). 

Maya kolonileri, besi yerinde 24 saatte gözle görülebilecek kadar hızlı 

ürerler. Üremeleri için organik bir karbon ve azot kaynağına ihtiyaç duyarlar. Çoğu 

mayalar basit bir karbonhidrat olan glukozu parçalayabilirler. Bu yüzden mayaların 

üretilmesinde kullanılan primer besi yerlerinde glukoz bulunur. Mayalar aerob 

mikroorganizmalar olup, klinik örneklerin taĢınması ve kültürü aerob koĢullarda 

olmalıdır (Piyade, 2004). 

Klinik öneme sahip maya türleri selektif besiyerlerde 24 saat, koyun kanlı 

agar ve diğer non selektif besiyerlerde 36-72 saat içinde ürerler ve beyaz ya da sarı 

renkli, düzgün, parlak koloniler oluĢtururlar (Arda, 2015; Winn ve ark., 2006).   

Mayaların hızlı bir Ģekilde identifikasyonunu sağlamak amacıyla kromojenik 

besiyerleri geliĢtirilmiĢtir. Kromojenik besiyerleri arasında Albicans ID (bioMerieux, 

Marcy l'Etoile, France), Albicans ID2 (bioMerieux, Marcy l'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 almaktadır 

(Çiçek ve ark., 2014; Pincus ve ark., 2007). Ġçlerinde türe özgü kromojenik 

substratlar bulunan bu besiyerlerinde, mayaların ürettiği enzimlerle (β-N-

acetylhexosaminidase) bu substratlar reaksiyona girerek çeĢitli renklerde kolonilerin 

oluĢumu sağlanır (Çiçek ve ark., 2014). Bu besi yerleri birincil izolasyon ortamı için 

uygundur ve klinik olarak önemli Candida kolonilerinin hızlı ve etkili bir Ģekilde 

identifikasyonunu sağlar. Bu nedenle karıĢık kültürlerde Candida enfeksiyonlarının 

saptanması kolaydır (Çiçek ve ark., 2014). CHROMagar Candida besiyeri β-N-

acetylhexosaminidase ve bir fosfataz substratını içeren besiyeridir ve C. albicans, C. 

krusei ve C. tropicalis‟in identifikasyonunda kullanılmaktadır (Pincus ve ark., 2007). 
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CHROMagar Candida besiyerinde yeĢil koloni oluĢturan mayalar PZR ile C. 

albicans olarak identifiye edilmiĢtir (Marinho ve ark., 2010). Kromojenik agar‟da C. 

albicans ve C. dubliniensis aynı renk koloniler oluĢturduğundan bu besiyerlerinde 

ayırt edilemezler (Feyzioğlu ve ark., 2014; ġahiner ve ark., 2011). Bazı 

araĢtırmacılar bu türler arasında koloni renk yoğunluğunda farklar bulunduğunu, C. 

albicans kolonilerinin soluk mavi yeĢil, C. dubliniensis kolonilerinin ise koyu yeĢil 

koloniler oluĢturduğunu bildirmiĢlerdir (Marinho ve ark., 2010; Feyzioğlu ve ark., 

2014). 

C. dubliniensis ve C. albicans‟ı ayırt etmek amacıyla 45°C‟de üreme 

yeteneğine bakılmaktadır. C. dubliniensis bu ısıda üreyemezken, C. albicans 

üreyebilir (Marinho ve ark., 2010). 

2.4.3. Germ Tüp Testi 

Ġnsan ve hayvan maya enfeksiyonlarında en sık rastlanan tür C. albicans‟tır. 

Germ tüp testi C. albicans‟ın, diğer Candida türlerinden ayrımında kullanılan bir ön 

identifikasyon testidir (Winn ve ark., 2006). C. albicans‟ı hızlı bir Ģekilde teĢhis 

etmek için germ tüp testi ilk kez 1960‟da tanımlanmıĢ olup, neredeyse 60 yıldır 

kullanılmaktadır (Pincus ve ark., 2007). Germ tüp maya hücresinden 3-4 kat daha 

uzun, mayadan dıĢarıya doğru uzanan filament olarak tanımlanır. Germ tüp gerçek 

bir hifa yapısıdır ve pseudohifanın karakteristik yapısını taĢımaz (Winn ve ark., 

2006). Germ tüp testi; bir maya kolonisinin 0,5 ml tavĢan ya da insan plazma veya 

serumu içinde 35°C‟de 2 saat inkübe edilmesi ile yapılır. Bu süre sonunda 

süspansiyondan bir damla alınarak lam lamel arasında mikroskopta incelenir ve germ 

tüpü aranır (Winn ve ark., 2006). Germ tüpü varsa, C. albicans olarak ön 

identifikasyon yapılmıĢ olur (Madhavan ve ark., 2011; Pincus ve ark., 2007; Winn ve 

ark., 2006). Klinik örneklerden izole edilen germ tüp testi pozitif Candida 

izolatlarının %90‟ının C. albicans olarak identifiye edildiği bildirilmiĢtir 

(Deorukhkar ve Roushani, 2018). C. dubliniensis, C. albicans gibi germ tüpü 

oluĢturabilen diğer bir Candida türüdür (Kadry ve ark., 2018). C. tropicalis ve  C. 

parapsilosis„de germ tüp benzeri hifalar oluĢturabilirler. Bununla birlikte tecrübesiz 

mikrobiyologlar bazen erken pseudohifa hücreleri ile gerçek germ tüpünü ayırt 
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edemezler (Marinho ve ark., 2010). C. tropicalis‟te oluĢan germ tüp benzeri yalancı 

hifaların, ana hücreden uzandığı bölgede daralma göstermesi ayırıcı tanıdır 

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

2.2.4. Klamidospor OluĢturma 

Candida izolatlarının klamidospor oluĢturma özelliği Tween 80 ilave 

edilmiĢ/edilmemiĢ mısır unu ve pirinç unu besiyerlerinde gösterilir (Pincus ve ark., 

2007). Bu besiyerleri kullanılarak mayaların blastospor, artrospor, pseudohifa ve hifa 

oluĢturma özellikleri de incelenir (Karakoç ve ark., 2007). Ġzole edilen maya 

kolonisinden iğne uçlu öze ile alınıp petri kabında birbirine paralel çizgiler Ģeklinde 

ekimler yapılır. Ekim alanlarının üzeri lamel ile kapatılır. Kapatılan lamel ile ortamın 

oksijeninin azalması ve Tween 80‟in yüzey gerilimini düĢürmesi klamidospor ve 

pseudohifa üretimini artırır (Piyade, 2004). Besi yeri 24-48 saat oda sıcaklığında 

inkübe edilir. Ġnkübasyon sonrasında mayaların mikroskobik morfolojik özellikleri 

incelenir (Fenn ve ark., 1994). Klamidosporların tespit edilmesi durumunda, maya C. 

albicans olarak identifiye edilir (Winn ve ark., 2006). Pseudohifa ve blastokonidia 

görülme durumunda, Candida cinsi içinde farklı bir tür olarak tanımlanır (Winn ve 

ark., 2006). C. dubliniensis de klamidospor oluĢturma özelliğine sahiptir. C. albicans 

yalancı hifa üzerinde tek bir klamidospor oluĢtururken, C. dubliniensis klamidospor 

demetleri oluĢturur (Seyer ve ark., 2009). C. glabrata‟nın en karakteristik özelliği 

mısır unlu besi yerinde hifa veya pseudohifa görülmemesidir. C. tropicalis hifa 

oluĢturabilir, nadiren klamidospor yapar (Akçam-Aysan, 2009). 

2.4.4. Biyokimyasal Testler 

2.4.4.1. Karbonhidrat Asimilasyon Testleri 

Mayaların tür düzeyine kadar olan identifikasyonunda karbonhidrat 

asimilasyon testi, esas dayanak noktasıdır (Ġnci ve ark., 2012, Kidd ve ark., 2016). 

Karbonhidrat asimilasyon testleri, klinik açıdan önemli mayaların kesin 

tanımlanması için en yaygın kullanılan yöntemdir. Bu test, maya izolatının kimyasal 

olarak tanımlanmıĢ bir ortamda tek karbon kaynağı olarak belirli bir karbonhidrat 
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substratından yararlanma kabiliyetini belirler. Bu yöntemde, uygun bir karbonhidrat 

substratı eklendiğinde mayaların büyümesini destekleyen bir bazal ortam kullanılır. 

Büyümenin olmaması, test edilen karbonhidratın kullanılmasına yönelik enzim 

eksikliğine iĢaret eder (Sandven, 1990). Mayalar 30°C‟de 24 saat YNB‟de kültüre 

edilir. Kültürler 2790 RCF‟de (rölatif santrifüj kuvveti) 5 dakika santrifüj edilir, 3 

kez yıkanır ve McFarland Standart No. 5‟e göre steril tuzlu su ile ayarlanır. 300 µl 

YNB ve 1,5 ml Candida spp. süspansiyonu, içinde falkon tüpü bulunan 30 ml steril 

bakteriyolojik agara karıĢtırılır. Süspansiyon 15 cm petri kutusuna dökülür ve 

besiyeri katılaĢtıktan sonra %2 oranında karbonhidrat (maltoz, trehaloz, ksiloz, 

galaktoz, laktoz, sukroz ve glukoz) emdirilmiĢ diskler petriye yerleĢtirilir. 

Süspansiyon 30 C‟de 96 saat inkübe edilir ve her gün kontrol edilir. Tüm Candida 

türleri glukozu asimile ettiği için pozitif kontrol olarak glukoz kullanılır (Marinho ve 

ark., 2010). Disklerin etrafındaki maya üremesi karbonhidratın asimilasyonunu 

gösterir (Marinho ve ark., 2010). C.albicans‟ın karbonhidrat asimilasyon profili tablo 

2.2‟de gösterilmektedir. 

Tablo 2.2. C. albicans‟ın karbonhidrat asimilasyon profili (Kidd ve ark., 2016). 

C. albicans’ın karbonhidrat asimilasyon profili 

Glukoz + Eriyebilir niĢasta + Galaktitol - 

Galaktoz + D-Ksiloz + D-Mannitol + 

L-Sorboz D L-Arabinoz D D-Glusitol D 

Sukroz D D-Arabinoz D α-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 Üreaz - 

+: pozitif, - : negatif, D: değiĢken sonuçları ifade eder  
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2.4.4.2. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri 

Karbonhidrat fermentasyon testleri, mayaların kesin identifikasyonunda 

zorluklar yaĢandığında kullanılır. Mayalar etanol ve karbondioksiti oluĢturmak için 

belirli bir karbonhidrat substratın anaerobik fermentasyonunu mümkün kılan 

enzimatik sistemlere sahiptir. Fermentasyon sadece gaz üretimi ile tespit edilir. 

Fermantasyon ortamı pepton, et veya maya ekstraktı ve birbirinden farklı 

karbonhidrat kaynakları içerir. Gaz üretiminin tespiti için ters çevrilmiĢ Durham tüpü 

yerlestirilir. Ġzole edilen saf maya kolonisinden steril tuzlu suyla süspansiyonları 

hazırlanır. Farklı karbonhidratların test edildiği her bir ortama hazırlanan 

süspansiyondan 0,2‟Ģer ml ilave edilir. Tüpler 25-28°C‟de 6-12 gün inkübe 

edildikten sonra sonuçlar not edilir. Pozitif fermentasyon, ters çevrilmiĢ Durham 

tüpünde gaz kabarcıklarının varlığı ile saptanır. Bir karbonhidrat fermente edilirse, 

aynı zamanda asimile de edilir ancak zıt durumlar da gözlenebilir. Fermentasyon 

testlerinin asimilasyon testlerine göre değiĢiklik gösterebileceği, bu nedenle de daha 

az güvenilirliğe sahip olduğu bildirilmektedir (Sandven, 1990). C. albicans 

izolatlarının karbonhidrat fermentasyon testleri yapıldığında glukoz ve maltozu 

fermente ettiği, galaktoz, sukroz ve trehalozu değiĢen oranlarda fermente ettiği, 

laktozu ise fermente edemediği bildirilmiĢtir (Kidd ve ark., 2016).  

2.4.4.3. Üreaz Testi 

Üreaz enzimine sahip mayalar, üreyi alkalin reaksiyon oluĢturmak üzere 

ayırma yeteneğine sahiptir. C. albicans üreaz üretememektedir (Kidd ve ark., 2016). 

Ancak, Candida türleri içinde sadece C. krusei’nin bazı izolatları üreaz pozitiftir. 

Üreaz üretme yeteneği, Christensen‟in üre agarı ile belirlenir. Besiyerine maya 

kolonisinin bir kısmı inokule edilir. 25-30°C‟de 4-5 gün boyunca inkübe edilir ve 

günlük takibi yapılır. Sarıdan pembeye veya kırmızıya geçiĢ pozitif reaksiyonu 

gösterir (Sandven, 1990). 
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2.4.4.4. Ticari TeĢhis Yöntemleri  

Ġdentifikasyonda kullanılan geleneksel testlerde uzman personele ihtiyaç 

bulunması nedeniyle, daha az uzman personel gerektiren daha spesifik ve sensitif 

testler geliĢtirilmiĢtir (Pincus ve ark., 2007). 

Minyatürize biyokimyasal yöntemlerde, pleytlerde hazır bulunan çeĢitli besi 

yerlerine saf kültürler inokule edilip inkübe edilir ve enzim-substrat iliĢkisine göre 

oluĢan renk değiĢimi ya da gaz oluĢumu ile mikroorganizma identifiye edilir. 

Sonuçlar tanı çizelgeleri ile karĢılaĢtırılabileceği gibi veri tabanlarıyla da analiz 

edilebilir. Bu sistemlerde kullanılan test kartları, değiĢik büyüklüktedirler ve 

identifikasyon veya antibiyotik substratları içeren değiĢik sayıda mikro 

kuyucuklardan oluĢmaktadır. Test kartlarının her bir gözünde farklı ayraçlar 

bulunmaktadır (Aras, 2011). 

Yapılan çalıĢmalarda minyatür sistemlerin geleneksel yöntemlerden hız, 

doğruluk ve fiyat kriterleri açısından daha avantajlı olduklarını göstermektedir. 

BaĢlangıçta, hızlı tanı kitlerinin değerlendirilmesi gözle okunup daha sonra elde 

edilen manuel identifikasyon kodu kullanılarak mikroorganizma belirlenirken, 

günümüzde tanı Ģirketleri tarafından bilinmeyen kültürlerin identifikasyonlarının 

yapılabilmesi için bilgisayarlı otomatik okuyucular geliĢtirilmiĢtir (Aras, 2011). 

ÇeĢitli biyokimyasal testleri içeren API 20C, API32C, API Candida veya 

RapID Yeast Plus System gibi ticari kitler Candida türlerinin tanımlanmasında 

kullanılan manuel, ID 32C, Vitek YBC, Vitek 2 ID-YST, BD Phoneix Yeast ID 

Panels gibi sistemler ise otomatik teĢhis yöntemleridir (Freydiere ve ark., 2001; 

Pincus ve ark., 2007). 

2.4.4.5. Serolojik Testler 

Mantar enfeksiyonlarının tanısında serolojik testler uzun zamandan beri 

kullanılmaktadır. Tanı için kullanılan testler arasında; immundifüzyon (ID), lateks 

aglütinasyon (LA), enzim immunassay (EIA), komplement fikzasyon (KF), enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA) ve radioimmünassay (RAI) testleri yer 

almaktadır. Serolojik testler fungal antijenlere karĢı geliĢen antikorları ve spesifik 

fungal antijenleri belirlemek amacıyla kullanılır (Winn ve ark., 2006). Bu antijenler; 

galaktomannan, (1-3)-β-D-glukan, mannan ve glukuronomannan‟dır. Serolojik testler 

invaziv mantar enfeksiyonların tanısında birçok avantaj sağlamaktadır. Kültür için 

örnek alınamadığı veya kültürde üreme olmadığı durumlarda serolojik testlere 

baĢvurulmaktadır. Bununla birlikte, çalıĢılması riskli mantarların kültüre edilmesi 

serolojik testlerle ortadan kaldırılmaktadır (Birinci ve Tanrıverdi-Çaycı, 2016; Ener, 

2011; Yeo ve Wong, 2002). Mantar enfeksiyonlarının erken teĢhisinde antikor 

aranmasına dayalı serolojik testler, antikorların olmaması ya da gecikmiĢ antikor 

cevabı nedeniyle teĢhiste tercih edilmemektedir. Antikordan ziyade antijen aranması, 

histoplasmozis, koksidioidomikozis, ve blastomikozisin erken teĢhisinde büyük 

öneme sahiptir. Serolojik testlerle invaziv Candida enfeksiyonu bulunan hastaların 

%50‟den fazlası yanlıĢ negatif bulunmuĢtur. Sirküle olan Candida antijenlerinin 

direk teĢhisi amacıyla testler standartize edilememiĢtir. Kriptokokal antikorların 

teĢhisi ve kros reaksiyonlar nedeniyle serolojik testlerin kullanımı uygun değildir 

(Winn ve ark., 2006). 

2.4.4.6. Moleküler Tanı Yöntemleri 

Moleküler metotlar mikroorganizmaya özgü bir genin nükleik asit sekansının 

teĢhis edilmesi temeline dayanır. Mayaların taksonomisinin belirlenmesi ve patojen 

mayaların kısa sürede identifikasyonuna imkan sağlar. Spesifik mayanın 

identifikasyonu örnek, kültür, formalinle fikse edilmiĢ ya da parafinli dokulardan 

yapılabilir (Madhavan ve ark., 2011). Ġmmun sistemi baskılanmıĢ kiĢilerde ciddi 

enfeksiyonlara sebep olan ve yeni tanımlanan (Kothavade ve ark., 2010; Sahiner ve 

ark., 2011) mayaların morfolojik olarak benzerliği, konvansiyonel yöntemlerle 

identifikasyonunun sınırlı olması yanlıĢ identifikasyonlarına yol açmaktadır. Sekans 

analizleri fenotipik testlere göre mayaların tür ve cins seviyesinde daha objektif bir 

Ģekilde tanımlanmasını sağlar. Son yıllarda PZR temeline dayalı RFLP-PZR, real-

time PZR ve diğer PZR teknikleri teĢhis için geliĢtilmiĢtir (Hierro ve ark., 2004; 

Mirhendi ve ark., 2007). Maya genomlarında 18S, 5.8S ve 26S ribozomal RNA 

bölgeleri türler arasında ve türler içinde korunmuĢ bir bölge olup, çoklu kopyalar 
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halinde bulunur (Madhavan ve ark., 2011; Pincus ve ark., 2007). Candida türleri için 

rRNA‟nın Internal Transcriber Spacer (ITS) bölgeleri tür identifikasyonunda 

önemlidir (Luo ve Mitchell, 2002). Moleküler yöntemler veteriner klinik 

örneklerinde Candida türlerinin identifikasyonunda kullanılmasına karĢın, rutin 

teĢhislerde henüz kullanılmamaktadır (Quinn ve ark., 2011). 

Son yıllarda matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) klinik örneklerden Candida türlerinin 

identifikasyonunda kullanılmaktadır (Marklein ve ark., 2009). Ancak bu yöntem yeni 

ortaya çıkan mayaların identifikasyonunda hatalara neden olmaktadır (Westblade ve 

ark., 2013).   
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Maya SuĢları  

ÇalıĢmada Amerikan Kültür Koleksiyonu'ndan (Wesel, Almanya) temin 

edilen C. albicans ATCC 90028 suĢu izolasyon, identifikasyon ve PZR aĢamalarında 

pozitif kontrol olarak kullanıldı.  

3.1.2. Süt Örnekleri  

Bu çalıĢma Ağustos 2017-Haziran 2018 tarihleri arasında yapıldı. Burdur 

ilinde süt sığırı iĢletmelerine gidilerek, iĢletme sahiplerine mastitis problemi 

olup/olmadığı, yapılan tedaviler, kullanılan antibiyotikler, iyileĢme olup/ olmadığı 

gibi soruları içeren bir anket çalıĢması yapıldı (Ek1). Mastitis problemi bulunan 

iĢletmeler, anket sonuçlarına göre çalıĢmaya dâhil edildi. ĠĢletmelerde sürü 

büyüklüğü 13 ile 60 arasında değiĢmekteydi. Bu çalıĢmada toplam 20 iĢletmede 

bulunan 178 hayvandan 686 süt örneği usulüne uygun olarak toplandı. ĠĢletmeler ve 

alınan süt örneklerinin sayısı tablo 3.1‟de verildi. Bu araĢtırma Burdur Mehmet Akif 

Ersoy Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu BaĢkanlığının (MAKÜ-

HADYEK/2017-315) onayı ile gerçekleĢtirildi. 
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Tablo 3.1. Süt örneklerinin alındığı iĢletmeler ve örnek sayıları. 

Çiftlik 

No. 

Ġlçe – Köy Hayvan 

sayısı 

Örnek 

Sayısı 

Sürü 

Büyüklüğü 

1 Kayaaltı Köyü / Burdur 7 27 45 

2 Kayaaltı Köyü / Burdur 4 15 21 

3 Kayaaltı Köyü / Burdur 7 27 30 

4 Suludere Köyü / Burdur 10 38 27 

5 Suludere Köyü/ Burdur 10 40 24 

6 Çine Köyü / Burdur 10 38 32 

7 Kuruçay Köyü / Burdur 9 35 17 

8 Düğer Köyü / Burdur 11 42 55 

9 TaĢkapı Köyü / Burdur 11 44 40 

10 TaĢkapı Köyü / Burdur 8 30 20 

11 Ardıçlı Köyü / Burdur 7 26 30 

12 Askeriye Köyü / Burdur 6 22 23 

13 Akyaka Köyü / Burdur 10 38 48 

14 Merkez / Burdur 10 40 13 

15 Yazıköy Köyü / Burdur 10 39 32 

16 Yazıköy Köyü / Burdur 10 36 35 

17 Yazıköy Köyü / Burdur 9 35 60 

18 Yazıköy Köyü / Burdur 11 42 33 

19 Yazıköy Köyü / Burdur 8 32 25 

20 Kemer / Burdur 10 40 59 

Toplam 178 686 669 
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3.1.3. ÇalıĢmada Kullanılan Besiyerleri  

Kanlı Agar (Merck, Almanya) 

Nutrient substrat (kalp ekstraktı ve peptonlar)……………………..20 gr 

Sodyum klorit……………………………………………………… 5 gr 

Agar…………………………………………………………………15 gr 

Distile su…………………………………………………………….1000 ml 

Koyun kanı……………………..……………………………………%5-10 

Distile suya ilave edilen içerik eritildikten sonra pH 6,8 ± 0,2‟ye ayarlandı ve 

121°C‟de 20 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 50°C‟ye soğutulduktan sonra 

%5-10 defibrine koyun kanı ilave edildi ve steril petrilere 25-30 ml dağıtıldı.  

Kloramfenikol Supplementi ilave edilmiĢ Sabourraud Dekstroz Agar (SDA) 

Sabourraud Dekstroz Agar (SDA) (Merck, Almanya) 

Pepton (et)………………………………….……………………..5 gr 

Pepton (kazein)…………….……………………………………..5 gr 

D(+) Glukoz...…………………………………………………….40 gr 

Agar……...………………………………………………………..15 gr 

Distile su…………………………………………………………..1000 ml 

Kloramfenikol Supplementi’nin Hazırlanması (Oxoid, UK) 

Supplement, 50 mg kloramfenikol içeren ĢiĢeye 3 ml etanol ilave edilerek 

hazırlandı. Bir ĢiĢe supplement 500 ml besiyerine ilave edildi. 
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Distile suya ilave edilen içerik eritildikten sonra pH 5,6 ± 0,2‟ye ayarlandı ve 

121°C‟de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 45-50°C‟ye soğutulduktan sonra 

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

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

Mısır unu ekstraktı…………………………………………………..2 gr 

Agar…………………………………………………………………15 gr 

Tween 80 (Merck, Almanya)………………………………………  .%1 

Distile su…………………………………………………………….1000 ml 

Distile suya ilave edilen içerik eritildikten sonra pH 6,0 ± 0,2‟ye ayarlandı ve 

121°C‟de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 45-50°C‟ye soğutulduktan sonra 

steril petrilere 25-30 ml dağıtıldı.  

CHROMagar
TM

 Candida Besiyeri (CHROMagar Microbiology, Fransa) 

Agar………………………………………………………………15 g 

Pepton……………………………………………………………10,2 g 

Kloramfenikol ……………………………………………………0,5 g 

Kromejenik karıĢım……………………………………………….22 g 

Distile su………………………………………………………….1000 ml 

Distile suya ilave edilen içerik 100°C‟ye kadar karıĢtırılarak kaynatıldı ve pH 

6,1 ± 0,2‟ye ayarlandı. Besiyeri 45-50°C‟ye soğutulduktan steril petrilere 25-30 ml 

dağıtıldı. 

Triptik Soya Buyyon (TSB) (Oxoid, UK) 

Tripton……………………………………………………………..17 g 
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Soya peptonu………………………………………………………3 g 

Sodyum klorid……………………………………………………..5 g 

Dipotasyum hidrojen fosfat………………………………………..2,5 g 

Dekstroz……………………………………………………………2,5 g 

Distile su …………………………………………………………..1000 ml 

Distile suya ilave edilen içerik eritildikten sonra pH 7,3 ± 0,2‟ye ayarlandı ve 

121°C‟de 20 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 45-50°C‟ye soğutulduktan sonra 

steril tüplere 10-15 ml dağıtıldı.  

3.1.4. ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar 

Elektroforez Jel Tankı 

DNA‟nın agaroz jelde elektrik akımı yardımı ile yürütülmesini sağlamak için 

kullanıldı (Serva, BM100, Ġngiltere). 

ELĠZA Okuyucu 

Mikropleytlerde uygulanan biyofilm testinde optik dansiteyi ölçmek amacıyla 

kullanıldı (Rayto, RT-2100C, Almanya). 

Etüv 

Maya izolatlarının izolasyon ve identifikasyonları esnasında üremeleri için 

gerekli ortamı sağlamak için kullanıldı (Memmert, Almanya) 

Görüntüleme Cihazı  

Jelde yürütülen DNA fragmentlerinin UV ıĢığı altında görüntülenmesi için 

kullanıldı (EDAS 290, Kodak, ABD). 
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Güç Kaynağı 

Elektroforez jel tankında DNA gagmentlerinin yürütülmesi için gerekli 

elektrik akımını sağlamak için kullanıldı (Teko, Ġtalya). 

Fotoğraf Makinası 

Görüntüleme cihazı ile görüntülenen ürünlerin fotoğraflanması ve bilgisayara 

aktarılması için kullanıldı (Digital Graphic Printer, Kodak, ABD). 

Isı Döngü Cihazı (Thermal Cycler) 

Genomik DNA‟nın istenen bölgesinin çoğaltılması için kullanıldı (Nyx 

Technik, A6-00150, ABD). 

Jel Elektroforez Ünitesinin Tarakları 

Jel üzerinde 1-2 mm kalınlık ve 7 µl hacimde 16 adet kuyucuk açan 2 adet 

tarak (Scie-plas, HU10, Ġngiltere). 

Manyetik KarıĢtırıcı 

Besiyerlerinin hazırlanması sırasında karıĢtırmak için kullanıldı (Isolab, 

Almanya). 

Mikrodalga Fırın 

Agarozun TAE içerisinde eritilmesi sırasında gerekli ısıyı sağlamak için 

kullanıldı (Beko, Türkiye). 

Otoklav 

Besiyerlerinin ve cam malzemelerin sterilizasyonu için kullanıldı (Hirayama, 

Japonya). 
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Otomatik pipetler 

0,5-10 µl, 2-120 µl, 10-100 µl ve 100-1000 µl‟lik otomatik pipetler kullanıldı 

(Thermo Scientific, Finlandiya) 

PZR Kabini 

PZR uygulamalarının steril bir ortamda yapılması için kullanıldı (Biosan, 

Riga, Letonya) 

Santrifüj 

Süspansiyon halindeki katı maddelerin içinde bulunduğu sıvıdan merkez kaç 

kuvveti ile ayrılması için kullanıldı (Hermle Z 233 M-2, Almanya). 

Tartım Cihazı 

Besiyerleri, agaroz ve kimyasal maddelerin hazırlanması için kullanıldı 

(Sartorius, Almanya). 

Vorteks 

Süspansiyonları karıĢtırmak için kullanıldı (MS1 Minishaker, IKA, ABD). 

Primerler 

C. albicans‟ın doğrulanması ve virülens faktörlerinin gösterilmesi için 

kullanıldı (Tablo 3.2).  
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Tablo 3.2. C. albicans ve virülens faktörlerini kodlayan genler, primer dizisi ve PZR 

ürünleri. 

Hedef 

gen 

Primer dizisi PZR 

ürünü 

(bp) 

CALB1 Forward 5‟-TTTATCAACTTGTCACACCAGA-3‟ 

Reverse 5‟-ATCCCGCCTTACCACTACCG-3‟ 

273 bp 

PLB1 Forward 5‟-ATGATTTTGCATCATTTG-3‟ 

Reverse 5‟-AGTATCTGGAGCTCTACC-3‟ 

751 bp 

ALS1 Forward 5‟-GACTAGTGAACCAACAAATACCAGA-3‟ 

Reverse 5‟-CCAGAAGAAACAGCAGGTGA-3‟ 

318 bp 

bp: baz çifti 

3.1.5. ÇalıĢmada Kullanılan Kimyasallar ve Tampon Solüsyonlar 

Agaroz 

DNA fragmentlerinin yürütülmesi için lineer bir polimer olan agaroz (Sigma-

Aldrich Low EEO, 9012-36-6, ABD) kullanıldı. Agaroz %1,5 olacak Ģekilde distile 

su içinde hazırlandı. 

Elektroforez Tamponu 

DNA‟nın jel ortamında hareket etmesi için 10xTAE (Thermo Scientific, 

ABD) buffer kullanıldı. 

Maya Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti  

Maya kolonilerinden genomik DNA ekstraksiyonu için ticari bir kit (Yeast 

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

Elektroforezde yürütülen DNA‟ların büyüklüğünü ölçmek için 100 bp‟lık 

marker kullanıldı (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, ABD). 

PZR Master Mix 

Polimerizasyon reaksiyonu için içerisinde dNTP ve ısıya dayanıklı Taq DNA 

polimeraz içeren karıĢım kullanıldı (Thermo Scientific, ABD). 

Yükleme Solüsyonu 

DNA örneğinin jelde yürümesi için kullanıldı (Vivantis, Malezya). 

Ethidium Bromid 

Elektroforez aĢamasında DNA ile karıĢtırılarak UV altında görüntülenmesi 

için kullanıldı (Thermo Scientific, ABD). 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Süt Örneklerinin Toplanması 

Mastitisli sığırların bulunduğu iĢletmelerdeki hayvanlardan süt örnekleri 

toplandı. Süt örneği almadan önce meme uçları temizlenip %70 alkolle silindi, birkaç 

damla sağılıp atıldıktan sonra meme loblarının her birinden ayrı steril tüpler içine 

direk 10 ml. süt sağıldı. Tüplerin üzerine ineğe ve memeye bilgiler yazıldı. Süt 

örnekleri soğuk zincir altında Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarına getirildi.  

3.2.2. Candida albicans Ġzolatlarının Ġzolasyon ve Ġdentifikasyonu 

Süt örnekleri mikolojik kültür amacıyla %5 koyun kanı içeren kanlı agar 

(Merck, Almanya) ve kloramfenikol supplementi (Oxoid, UK) ilave edilmiĢ 
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Sabouraud Dextroz agar (SDA)‟a (Merck, Almanya) ekildi Petriler aerobik ortamda 

37°C‟de 24-72 saat inkübe edildi. Ġzole edilen mayalar Gram boyama, germ tüpü, 

klamidospor oluĢumu, 45°C‟de ve kromojenik besiyerinde üreme gibi konvansiyonel 

yöntemlerle C. albicans olarak tanımlandı (Quinn ve ark., 2011, Arda 2015). 

3.2.2.1. Germ Tüp Testi 

C. albicans izolatlarının (tek düĢecek Ģekilde) supplement ilave edilmiĢ 

SDA‟ya pasajları yapıldı. Steril tüpler içine 1 ml serum dağıtıldı. Öze ile 1 maya 

kolonisinden alınarak, serum içeren tüplerde koloniler süspanse edildi. Daha sonra 

37°C‟de 2 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda bu süspansiyondan bir damla 

alınarak, lam-lamel arası preparat hazırlandı ve 40‟lık (40x) büyütmede ıĢık 

mikroskobunda (Olympus, Japonya) incelendi. Maya hücresinden çıkan ve maya 

hücresinin 3-4 katı uzunluğunda olan, baĢlangıç noktasında boğumlanma olmayan, 

uzunluğu boyunca kabarıklık göstermeyen, filament Ģeklinde uzantılar görülen 

mayalar germ tüpü pozitif olarak değerlendirildi (Quinn ve ark., 2011). Germ tüpü 

oluĢumu kontrol suĢu olan C. albicans ATCC 90028 suĢu ile karĢılaĢtırıldı. Germ 

tüpü pozitif maya izolatları C. albicans olarak identifiye edildi. 

3.2.2.2. Klamidospor OluĢumu 

Klamidospor oluĢumu Tween 80 (Merck, Merck Millipore Corporation, 

Almanya) ilave edilmiĢ mısır unu besiyerinde (Oxoid, Hamshire, UK) yapıldı. Buna 

göre; maya izolatlarının klamidospor geliĢtirmesini artırmak amacıyla öze ile maya 

kolonisinden alınarak, yaklaĢık 30 derecelik açıyla besiyeri bir noktadan delindi ve 

besiyerinin tabanına bastırarak bir çizgi Ģeklinde ileri itilerek geri çekildi. Ekim 

çizgilerinin üzerine lamel kapatılarak 26 ºC‟de 72 saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun 

sonunda petriler ıĢık mikroskobunda diyafram kapalı olarak 10x, 20x ve 40x 

büyütmede incelendi. Pseudohifaların uçlarında ve yan dallarında görülen büyük, 

kalın duvarlı, yuvarlak klamidosporlar ile hifa birleĢim yerlerindeki blastospor 

kümelerinin görülmesi C. albicans pozitif olarak değerlendirildi (Yücel ve 

Kantarcıoğlu, 1999) 
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3.2.2.3. Kromojenik Besiyerinde Üreme 

Maya izolatları, Candida türlerinin identifikasyonunda kullanılan 

CHROMagar Candida besiyeri ne ekildi ve 37°C‟de 48 saat inkübe edildi. C. 

albicans olarak identifiye edilen izolatların besiyerinde mavi-yeĢil koloniler 

oluĢturdukları belirlendi (Marinho ve ark., 2010). 

3.2.6. 45°C’de Üreme 

C. albicans ve C. dubliniensis ayrımını yapmak için maya izolatları 

supplement ilave edilmiĢ SDA‟ya ekildi ve 45°C‟de 10 gün inkübasyona bırakıldı. 

Üreme saptanan Candida izolatları, C. albicans olarak identifiye edildi (Marinho ve 

ark., 2010). 

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu 

Maya izolatlarından DNA ekstraksiyonu, ticari bir maya DNA ekstraksiyon 

kiti (Yeast DNA Preparation Kit, Jena Bioscience, Almanya) kullanılarak yapıldı. 

DNA ekstraksiyonuna baĢlamadan önce, kit içinden çıkan proteinaz K, lyticase, 

RNase A ve yıkama bufferları kit prosedürüne göre hazırlandı. Kit prosedürüne göre; 

maya izolatlarının her birinden bir koloni alınarak TSB besiyerinde bir gecelik 

kültürü yapıldı. Kültürden 500µl alındı ve 8000 g‟de 1 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant atıldı ve üzerine 100 µl resüspansiyon buffer ve 1 µl lyticase ilave edildi 

ve 10 saniye vorteksle karıĢtırıldı. Daha sonra 37°C‟de 15 dakika inkübasyona 

bırakıldı ve süre sonunda 10000 g‟de 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve 

üzerine 300 µl lysis buffer ve 2 µl RNase A ilave edildikten sonra 10 saniye 

karıĢtırıldı. Daha sonra 8 µl proteinaz K eklendi, 60°C‟de 10 dakika inkübe 

edildikten sonra 5 dakika soğutuldu. Süre sonunda üzerine 300 µl binding buffer 

eklendi, vorteksle karıĢtırıldı ve 5 dakika buz içindeki tüpe yerleĢtirildi. Daha sonra 

10000 g‟de 5 dakika santrifüj edildi. Bu arada spin column yerleĢtirilmiĢ ependorf 

tüp içine 100 µl activation buffer eklendi ve 10000 g de 30 saniye santrifüj edildi ve 
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sıvı kısım atıldı. Süpernatant spin column içine pipetle eklendi ve 10000 g‟de 1 

dakika santrifüj edildikten sonra 500 µl washing buffer spin columna ilave edildi ve 

tekrar 10000 g‟de 30 saniye santrifüj edildi. Bu iĢlem iki kez tekrar edildikten sonra 

2 ml‟lik yıkama tüpü atıldı ve column elution tüpe yerleĢtirildi. 40-50 µl elution 

buffer column merkezine eklendi ve oda ısısında 1 dakika inkübe edilmesinin 

ardından 10000 devirde 2 dakika santrifüj edildi. Elde edilen DNA‟lar kullanılıncaya 

kadar -20°C‟de muhafaza edildi. 

3.2.3.2. C. albicans’ın PZR ile Doğrulanması  

PZR ile C. albicans‟ın ITS bölgesi için spesifik gen bölgesini kodlayan 

CALB1 primerleri BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) araĢtırması ile 

belirlendi. C. albicans‟a spesifik bu gen bölgesinin amplifikasyonu 25 µl PZR 

reaksiyon karıĢımında (12,5 µl PZR master mix (2X)(Thermo Fisher Scientific,Inc, 

ABD), 1 µl herbir primerden (10 µM), 5 µl DNA) yapıldı. Amplifikasyon iĢlemi 

95°C‟de 5 dakika baĢlangıç denatürasyonunu takiben, 35 siklus (94°C‟de 1 dakika, 

52°C‟de 1 dakika ve 72°C‟de 1 dakika) sonrası 72°C‟de 5 dakika zincir uzaması 

Ģeklinde ısı döngü cihazında (Nyx Technik, A6-00150, ABD) uygulandı (Mannarelli 

ve Kurtzman, 1998). PZR ürünleri %1,5 agaroz jel içeren TAE (Thermo Scientific, 

ABD)‟de etidyum bromid ile boyanarak yürütüldü ve 273 bp‟da oluĢan bantların ait 

olduğu izolatlar C. albicans pozitif olarak değerlendirildi (Susever ve Yeğenoğlu, 

2012). Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 suĢu, negatif kontrol olarak 

steril bidistile su kullanıldı. 

3.2.3.3. C. albicans’ın Virülens Genlerinin Saptanması 

PLB1 geni için Mukherjee ve ark. (2001) tarafından daha önce bildirilen 

primerler sentezlettirildi. Amplifikasyon; 25 µl hacimde (5 µl DNA, 12,5 µl 2X 

master mix, 1µl primer F (10 µM) ve primer R (10 µM) hazırlandı. Amplifikasyon, 

ısı döngü cihazında 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 uygulandı (Eldesouky ve 

ark., 2016). PZR ürünleri, %1,5 agarose-jelde etidyum bromidle boyanarak 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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yürütüldü. Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 suĢu, negatif kontrol 

olarak steril bidistile su kullanıldı.  

ALS1 geni için amplifikasyon: 25 µl hacimde (5 µl DNA, 12,5 µl 2X master 

mix, 1µl primer F (10 µM) ve primer R (10 µM) hazırlandı. 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 uygulandı (Ġnci ve ark., 2013). PZR ürünleri, 

%1,5 agarose-jelde etidyum bromidle boyanarak yürütüldü. Pozitif kontrol olarak C. 

albicans ATCC 90028 suĢu, negatif kontrol olarak steril bidistile su kullanıldı.  

3.2.4. Biyofilm OluĢumu 

Biyofilm oluĢumu Christensen ve ark. (1995)‟nın tanımladığı modifiye 

Christensen (tüp adherens) yöntemine göre yapıldı. Buna göre; son konsantrasyonu 

%2 glukoz olacak Ģekilde hazırlanmıĢ steril TSB besiyeri 5 ml olacak Ģekilde steril, 

U tüplere dağıtıldı. Maya kolonisinden alınarak, bu besiyeri içine ekildi ve 37°C‟de 

24 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda, tüp içeriği dezenfektan bulunan kavanoz 

içine boĢaltıldı ve 3 kez PBS (pH 7,2) ile yıkandı. Tüplerin içine 5 ml %1‟lik kristal 

viyole ilave edildi ve 3 saat bekletildi. Sonrasında boya döküldü ve tüpler ters 

çevrilerek kuruması beklendi. Tüplerin iç cidarında renkli tabaka varlığı pozitif 

olarak değerlendirildi. Rengin koyuluk ve kalınlığına göre biyofilm oluĢumu “güçlü 

pozitif”, “pozitif”, “zayıf pozitif” olarak değerlendirildi. Renk değiĢikliği olmayan 

tüpler ve sıvının hava ile temas ettiği bölgede gözlenen boya kalıntıları negatif olarak 

değerlendirildi. Tüp içinde Ģekillenen renkli tabakayı doğru değerlendirmek için test 

3 kez tekrarlandı.   
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4. BULGULAR 

4.1. Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon Bulguları 

Süt örneklerinden 49 (%7,14) maya izole edildi. Maya izolatlarının 5 

(%10,20)‟inde germ tüp oluĢumu belirlendi ve bu izolatlar C. albicans olarak 

tanımlandı (ġekil 4.1). 

 

ġekil 4.1. C. albicans izolatlarında germ tüpü oluĢumu (A-C. albicans ATCC 90028 

B-C. albicans izolatı). 

Ġzole edilen tüm maya izolatlarında ve C. albicans kontrol suĢunda Tween 80 

ilave edilmiĢ mısır unlu besiyerinde klamidospor oluĢumu araĢtırıldı (ġekil 4.2). 

Germ tüp oluĢturan 5 C. albicans izolatının aynı zamanda klamidospor oluĢturduğu 

belirlendi (ġekil 4.3).  

B A 
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ġekil 4.2. Tween 80‟li Mısır unu besiyerinde Candida izolatlarının görüntüsü. 

 

 

ġekil 4.3. Klamidosporların mikroskopta görünümü (A-C. albicans ATCC 90028, B-

C. albicans izolatı). 

C. albicans olarak identifiye edilen tüm izolatların kromojenik besiyerinde 

mavi-yeĢil renk oluĢturduğu gözlenirken, diğer maya izolatlarının pembe renkte 

koloniler oluĢturduğu belirlendi (ġekil 4.4). Germ tüpü ve klamidospor oluĢturan, 

kromojenik besiyerinde mavi-yeĢil koloni oluĢturan C. albicans izolatlarının 45°C‟de 

ürediği gözlendi. 

B A 
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ġekil 4.4. Kromojenik besiyerinde Candida kolonileri (1: pozitif kontrol C. albicans 

ATCC 90028, 2-4: C. albicans izolatları, 5-8: diğer maya izolatları). 

4.2. PZR Bulguları 

Bu çalıĢmada, izole edilen tüm maya izolatlarına PZR uygulandı. Mastitisli 

sütlerden izole edilen tüm maya izolatlarının sadece 5 (%10,20)‟inde ve pozitif 

kontrol suĢunda (C. albicans ATCC 90028) C. albicans‟a spesifik ITS bölgesini 

kodlayan gen (CALB1) varlığı saptandı (ġekil 4.5). Bu izolatların fenotipik 

özelliklerine göre C. albicans olarak identifiye edilen maya izolatları olduğu 

belirlendi. Ġzole edilen tüm maya izolatlarında, ALS1 gen varlığı spesifik primer 

kullanılarak araĢtırıldı. Sadece C. albicans olarak identifiye edilen izolatların  3 

(%60)‟ünde ALS1 geninin bulunduğu, 2 (%40) izolatın ise ALS1 geni taĢımadığı 

saptandı (ġekil 4.6).  

 

1 

2 

3 

4 5 

6 

7 

8 



45 

       

ġekil 4.5. C. albicans izolatlarında CALB1 gen varlığı [M: marker (100 bp); PK: 

pozitif kontrol, C. albicans 90028 suĢu; NK: negatif kontrol, distile su; 1-5: C. 

albicans izolatları]. 

 

ġekil 4.6. C. albicans izolatlarında ALS1 gen varlığı [M: Marker (100 bp); PK: 

Pozitif kontrol, C. albicans 90028 suĢu; NK: Negatif kontrol, distile su; 1,3: ALS1 

negatif C. albicans izolatları; 2, 4-5: ALS1 pozitif C. albicans izolatları]. 

Tüm maya izolatlarında PLB1 gen varlığı araĢtırıldı. Fenotipik özelliklerine 

göre C. albicans olduğu belirlenen ve PZR ile de doğrulanan izolatların 3 

(%60)‟ünün PLB1 geni için 751 bp'lik bant oluĢturduğu saptandı (ġekil 4.7). 

Ġzolatların 2 (%40)‟sinde bu gen tespit edilmedi. 

    M   PK NK   1     2     3     4    5                 M

  

100 bp 

200 bp  

300 bp 
273 bp 

     M       PK      NK       1          2       3         4          5 

          M  

100 bp 

200 bp  
300 bp

 

318 bp 
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ġekil 4.7. C. albicans izolatlarında PLB1 gen varlığı [M: Marker (100 bp); PK: 

Pozitif kontrol, C. albicans 90028 suĢu; NK: Negatif kontrol, distile su; 1-2: PLB1 

negatif C. albicans izolatları, 3-5: PLB1 pozitif C. albicans izolatları]. 

PLB1 geni taĢıyan 1 (%20) izolatın ALS1 genini taĢımadığı, PLB1 genine 

sahip olmayan 1 (%20) C. albicans izolatının da ALS1 genine sahip olduğu belirlendi 

(Tablo 4.1).  

Tablo 4.1. C. albicans izolatlarında PZR ile CALB1, PLB1 ve ALS1 gen varlığının 

tespit edilmesi. 

C. albicans izolatları CALB1 PLB1 ALS1 

1 + - - 

2 + - + 

3 + + - 

4 + + + 

5 + + + 

Toplam 5 (%100) 3 (%60) 3 (%60) 

+: pozitif, - :negatif sonuçları ifade eder. 

4.3. Biyofilm Bulguları 

C. albicans izolatlarının biyofilm oluĢturma yetenekleri tüp adherens yöntemi 

ile belirlendi (ġekil 4.8) Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 suĢu, negatif 

kontrol olarak steril TSB besiyeri kullanıldı. Mastitisli sütlerden izole edilen 5 C. 

M       PK      NK       1          2         3         4          5 

          M  

 100 bp 

800 bp 

500 bp 

200 bp 

751 bp 
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albicans izolatlarının 1 (%20)‟inde (4 numaralı izolat) biyofilm oluĢmadığı, 1 

(%20)‟inde (1 numaralı izolat) ise zayıf oluĢtuğu görüldü. Ġzolatların 3 (%60)‟ünde 

(2, 4, 5) ise biyofilm oluĢumu güçlü pozitif olarak değerlendirildi.  

 

ġekil 4.8. C. albicans izolatlarının biyofilm oluĢturma özelliklerinin tüpte 

gösterilmesi (PK: pozitif kontrol; NK: negatif kontrol; 2-4-5: +++, 1: +; 3: -). 

Bu çalıĢmada elde edilen C. albicans izolatlarının virülens faktörleri toplu 

olarak tablo 4.2‟de verildi. Buna göre 3 (%60) izolatta ALS1 ve PLB1 genleri varlığı 

saptanırken, biyofilm oluĢumu tüp adherens yöntemi ile 4 (%80)‟ünde tespit edildi.  

Tablo 4.2. C. albicans izolatlarında virülens faktörleri. 

C. albicans 

Ġzolatları 

Virülens Faktörleri 

ALS1 PLB1 Biyofilm  

1 - - + 

2 - + + 

3 + - + 

4 + + - 

5 + + + 

Toplam 3 (%60) 3 (%60) 4 (%80) 

+: pozitif, - :negatif sonuçları ifade eder. 

 

 

4 5 PK  1 NK PK 3 2

9 
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5. TARTIġMA 

Sığır mastitisi tüm dünyada görülen süt veriminin azalması, süt kalitesinin 

bozulması, antibiyotik ve veteriner hekim masrafları gibi nedenlerle ciddi ekonomik 

zararlara yol açan bir hastalıktır (Aydın ve ark., 2006). Mastitisin etiyolojisinde bir 

çok faktör bildirilmekle birlikte bakteri, virüs ve mayalar mastitise yol açmaktadır 

(Costa ve ark., 1993; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Krukowski ve ark., 2000; 

Santos ve Marin, 2005; ġeker, 2010). Mayaların neden olduğu mastitisin prevalansı, 

diğer etiyolojik ajanlarla karĢılaĢtırıldığında genellikle düĢüktür (Czernomysy-

Furowicz ve ark., 2008; Santos ve Marin, 2005; Wawron ve ark., 2010). Mayalar 

sığırların doğal çevrelerinde ve deri, meme baĢı gibi bölgelerinde flora üyesi olarak 

bulunurlar (Costa ve ark., 2012; Santos ve Marin, 2005). Kontamine sütün elle veya 

makine ile sağılması, hayvan sahipleri ve veteriner hekimler tarafından geliĢigüzel ve 

sık antibiyotik kullanımı,  kontamine antibiyotik preparatları, kanül ve enjektörlerin 

meme içi kullanımı sığırlarda maya enfeksiyonlarına yol açmaktadır (Costa ve ark., 

2012; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012). Mikotik mastitis vakalarından Candida 

türleri özellikle de C. albicans sıklıkla izole edilmektedir (Krukowski ve ark., 2000; 

ġeker, 2010; Tarfarosh ve Purohit, 2008; Türkyılmaz ve Kaynarca, 2010; Wawron ve 

ark., 2010).  

C. albicans hem mastitisli sütlerden hem de sağlıklı sütlerden izole 

edilebilmektedir (Krukowski ve ark., 2010; Sartori ve ark., 2014; ġeker, 2010; 

Tarfarosh ve Purohit, 2008; Türkyılmaz ve Kaynarca, 2010). Tarfarosh ve Purohit 

(2008) Hindistan‟da klinik mastitisli ineklerin %7,14 (56/4)‟ünden Candida izole 

edildiğini bildirmiĢlerdir. Krukowski ve ark. (2000) ise Polonya‟nın Lublin 

bölgesinde 604 süt örneğinin %64,57‟sinden çeĢitli bakterilerin ve %9,6‟sından maya 

izole edildiğini, izole edilen mayaların %82,76‟sının Candida spp. ve %5,17 

(3/58)‟sinin C. albicans olduğunu bildirmiĢlerdir. Sartori ve ark. (2014) Brezilya‟da 

mastitisli ineklerden topladıkları süt örneklerinin %12,8‟inden Candida izole 

edildiğini, en fazla C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis izolasyonu yapıldığını, 

C. albicans‟ın %12,8 oranında izole edildiğini bildirmiĢlerdir. Santos ve Marin 

(2005) 260 süt örneğinden %17,3 Candida spp. izolasyonu yapıldığını, C. krusei 

(%44,5) ve C. rugosa (%24,5)‟nın en fazla izole edilen tür olduğunu, C. albicans‟ın 



49 

ise izolasyon oranının %8,9 olduğunu rapor etmiĢlerdir. Costa ve ark. (2012) 

Brezilya‟da bir iĢletmede çıkan mastitis probleminde, ineklerden alınan 106 süt 

örneğinin %43,48‟inden Corynebacterium spp., %29,35‟inden Candida spp. izole 

edildiğini, bu izolatların %33,34‟ünün C. albicans, %22,23‟ünün C. catenulata ve 

%18,52‟sinin C. glabrata olduğunu, diğer Candida türlerinin de izole edildiğini 

bildirmiĢlerdir. Wawron ve ark. (2010) 2122 süt örneğinin %83,36‟sından bakteri, 

%7,07‟sinden maya izole edildiğini, bu mayaların %1,33‟ünün C. albicans olduğunu 

bildirmiĢlerdir. 

ġeker (2010) Türkiye‟de Afyon ilinde yaptığı çalıĢmada klinik ve subklinik 

mastitisli ineklere ait sütlerden %12,77 Candida spp. izole edildiğini, %10,14‟ünün 

C. albicans olduğunu rapor etmiĢtir. Türkyılmaz ve Kaynarca (2010) Aydın ilinde 

subklinik mastitisli hayvanlardan toplanan 339 süt örneğinin 297‟sinden aerobik 

mikroorganizmaların izole edildiğini, %10‟unun Candida spp. olduğunu, C. 

albicans‟ın izole edilemediğini bildirmiĢlerdir. ErbaĢ ve ark. (2017) 260 mastitisli süt 

örneğinin %17,7‟sinden Candida spp. izole edildiğini, en fazla C. tropicalis ve C. 

parasilosis‟in identifiye edildiğini, C. albicans‟ın ise izole edilmediğini rapor 

etmiĢlerdir.  

Sunulan bu çalıĢmada mastitis problemi bulunan 20 iĢletmeden toplanan 686 

süt örneğinden %7,14 (49/686) maya izolasyonu yapıldı. Maya izolatlarının 

%10,20‟si C. albicans olarak identifiye edildi. Bu oran yapılan çalıĢmalarda (Costa 

ve ark., 2012; Krukowski ve ark., 2000; Sartori ve ark., 2014; ġeker 2010; Tarfarosh 

ve Purohit, 2008; Türkyılmaz ve Kaynarca, 2010; Wawron ve ark., 2010) izole 

edilen Candida spp. ve C. albicans oranlarına benzerlik göstermiĢtir. Bununla 

birlikte bazı araĢtırmacılar (Costa ve ark., 1993; Eldesouky ve ark., 2016; ErbaĢ ve 

ark., 2017; Krukowski ve ark., 2000; Mousa ve ark., 2016; Santos ve Marin, 2005) 

Candida türlerinin neden olduğu mikotik mastitis prevalansının %17,7-79,4 arasında 

değiĢtiğini bildirmiĢlerdir. Ülkelere ve iĢletmelere göre mikotik mastitis 

prevalansında farklılıklar dikkat çekmektedir. Candida türleri özellikle de C. 

albicans insan ve hayvanların yaĢadıkları çevrede, deri, sindirim ve genital 

sistemlerinde flora etkeni olarak bulunmaktadır (Santos ve Marin, 2005). Ancak 

hayvanların doğal savunma sisteminde zayıflama olduğunda veya iĢletmede hijyen 



50 

Ģartlarına dikkat edilmediğinde mayalar meme bezlerine ulaĢarak enfeksiyona yol 

açabilirler. Candida mastitislerinin prevalansında ülkelere ve iĢletmelere göre 

farklılık göstermesi iĢletmelerde hijyene dikkat edilmemesinden kaynaklanabilir. 

Bununla birlikte iĢletmelerde kontamine antibiyotik preparatları, kanül ve enjektör 

uygulamaları, mastitis vakalarında antibiyotik direncine bağlı olarak uzun süre 

antibiyotiklerin kullanımı Candida mastitislerine yol açabilir. Bu çalıĢmada esas 

hedef izole edilen C. albicans izolatlarında virülens faktörlerinin gösterilmesi 

olduğundan, C. albicans dıĢındaki mayaların ve bakterilerin identifikasyonuna 

gidilmemiĢtir. 

C. albicans‟ın ön teĢhisi sıklıkla germ tüp testi ile yapılmaktadır (Madhavan 

ve ark., 2011; Quinn ve ark., 2011). C. albicans‟ın diğer Candida türlerinden 

ayrımında en hızlı, en basit ve ucuz test olan germ tüp testi, altın standarttır 

(Byadarally-Raju ve Rajappa, 2011). Deorukhkar ve Roushani (2018) klinik 

örneklerden izole edilen germ tüp testi pozitif Candida izolatlarının %90‟ının C. 

albicans olarak identifiye edildiğini bildirmiĢlerdir. Ancak yapılan çalıĢmalar (Er ve 

ark., 2015; Mackenzie, 1962; Mehta ve ark., 2018) germ tüp testinin farklı 

besiyerleri, ısı ve sürede yapıldığında farklı sonuçlar alındığını göstermiĢtir. Mehta 

ve ark. (2018) insan serumu ile yapılan germ tüp testinin %94,53 sensitifiteye sahip 

olduğunu bildirmiĢtir. C. albicans germ tüpü oluĢturması ile diğer Candida 

türlerinden ayrılır. Buna karĢın, bazı araĢtırmacılar (Kadry ve ark., 2018; Lipperheide 

ve ark., 1993; Mackenzie, 1962) C. albicans izolatlarının %5-10‟unun germ tüp 

oluĢturmadığını bildirilmiĢtir. C. dubliniensis germ tüp testi ve klamidospor oluĢumu 

gibi birçok fenotipik özelliği ile C. albicans‟a benzerlik gösteren, diğer bir Candida 

türüdür (Kadry ve ark., 2018; Sampath ve ark., 2017). Bu çalıĢmada germ tüp testi 

insan serumu ile yapıldı ve maya izolatlarının 5‟i germ tüp testinde pozitif bulundu 

ve C. albicans olarak identifiye edildi. C. albicans dıĢındaki diğer maya 

izolatlarından bazılarının germ tüp benzeri yapılar oluĢturduğu, hifanın ana hücreden 

çıktığı yerde bir boğum Ģekillendiği gözlendi. C. tropicalis ve C. parapsilosis‟in 

germ tüp benzeri hifalar oluĢturabileceği, bu hifaların, ana hücreden uzandığı 

bölgede daralma göstermesinin C. albicans‟la ayrımında önemli olduğu 

araĢtırmacılar (Yücel ve Kantarcıoğlu, 1999) tarafından bildirilmiĢtir. Bu nedenle 
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hifanın ana hücreden çıktığı yerde boğumlanma gösteren izolatlar C. albicans olarak 

değerlendirilmedi.  

C. albicans‟ın identifikasyonunda germ tüp testi belirlenen izolatlarda 

klamidospor oluĢturma özelliği Tween 80 ilave edilmiĢ veya edilmemiĢ mısır unu, 

pirinç unu gibi besiyerlerinde araĢtırılmaktadır (Pincus ve ark., 2007). Bazı 

araĢtırmacılar (Deorukhkar ve Roushani, 2018; Kirckpatrick ve ark., 1998; Kurzai ve 

ark., 2000) klamidospor oluĢturma özelliğinin C. albicans ve C. dubliniensis 

suĢlarında farklılık gösterebileceğini bu nedenle bu iki türün ayrımında ek testlere 

ihtiyaç duyulabileceğini bildirmiĢlerdir. C. albicans yalancı hifa üzerinde bir 

klamidospor oluĢtururken, C. dubliniensis ikili, üçlü hatta daha fazla klamidospor 

oluĢturabilir (Seyer ve ark., 2009). Bu çalıĢmada izolatların tümü Tween 80 ilave 

edilmiĢ mısır unu besiyerine ekildi ve germ tüp testinde C. albicans olarak identifiye 

edilen izolatların hifalar üzerinde bir klamidospor oluĢturduğu, diğer izolatların ise 

klamidospor oluĢturmadığı gözlendi. Sunulan çalıĢmada hifalar üzerinde bir 

klamidosor görülmesine rağmen, C. albicans izolatlarının C. dubliniensis’den ayrımı 

amacıyla 45°C‟de ve kromojenik besiyerinde üreme özellikleri araĢtırıldı. C. 

albicans olarak identifiye edilen izolatlar 45°C‟de üremesine karĢın, diğer maya 

izolatlarının bu yüksek ısıda üremediği görüldü. Bu bulgular, bu iki mayanın 

ayrımının 45°C‟de üreme özelliği ile yapılabileceğini söyleyen araĢtırmacıları 

(Pinjon ve ark., 1998; Sullivan ve ark., 1995; ġahiner ve ark., 2011) 

desteklemektedir. Ancak bazı araĢtırmacılar (Kirckpatrick ve ark., 1998; Kurzai ve 

ark., 2000) bazı C. albicans izolatlarının da bu yüksek ısıda üreyemediğini 

bildirmiĢlerdir.  

Mayaları hızlı bir Ģekilde identifiye edebilmek amacıyla kromojenik 

besiyerleri geliĢtirilmiĢtir. Bu besiyerleri klinik olarak önemli Candida türlerinin 

hızlı ve etkili bir Ģekilde identifikasyonunu sağlar (Çiçek ve ark., 2014; Pincus ve 

ark., 2007). Ġçlerinde türe özgü kromojenik substratlar bulunduran bu besiyerlerinde, 

substratlar ile mayaların üretmiĢ olduğu enzimler reaksiyona girerek değiĢik 

renklerde koloniler oluĢtururlar. Üretici firma farklılığına bağlı olarak kromojenik 

besiyerlerinin spesifite ve sensitivitesi, identifiye ettikleri Candida türleri farklılık 

gösterebilmektedir (Gültekin ve ark., 2013). C. albicans‟ın identifikasyonuna yönelik 
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kullanılan kromojenik besiyerleri C. albicans‟ın β-galaktosaminidaz enzim 

aktivitesini ortaya koymaya yöneliktir (Pincus ve ark., 2007). C. albicans ve C. 

dubliniensis birbirine yakın renkte koloniler oluĢturduğundan kromojenik 

besiyerlerinde ayırt edilemezler (Feyzioğlu ve ark., 2014). Bazı araĢtırmacılar 

(Kirkpatrick ve ark., 1998; Odds ve Davidson, 2000; Marinho ve ark., 2010; Schoofs 

ve ark., 1997) bu türler arasında koloni renk yoğunluğunda farklar bulunduğunu, C. 

albicans kolonilerinin soluk mavi yeĢil, C. dubliniensis kolonilerinin ise koyu yeĢil 

koloniler oluĢturduğunu bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada kromojenik besiyeri olarak 

CHROMagar Candida kullanılmıĢtır. Fenotipik testlerle C. albicans olarak identifiye 

edilen 5 izolat ve pozitif kontrol kromojenik besiyerinde mavi-yeĢil renkli koloniler 

oluĢtururken, diğer maya türleri pembe ya da mor renkli koloniler oluĢturdular. Bu 

çalıĢma C. albicans‟ın identifikasyonunda CHROMagar Candida kromojenik 

besiyerlerinin kullanılmasını tavsiye eden araĢtırmacıları (Deorukhkar ve Roushani, 

2018; Ergon ve ark., 2018; Gültekin ve ark., 2013) desteklemektedir. Nitekim, 

yapılan çalıĢmalarda CHROMagar Candida besiyerinin C. albicans, C. tropicalis ve 

C. glabrata türlerinin identifikasyonunda yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip 

olduğu bildirilmiĢtir (Ergon ve ark., 2018; Gültekin ve ark., 2013). Imran ve Al-

Shukry (2014) ise CHROMagar Candida‟nın Candida türlerinin ön teĢhisinde her 

zaman kullanılamayacağını bildirmiĢlerdir. 

Günümüzde C. albicans‟ın hızlı tanısı amacıyla PZR testleri kullanılmaktadır 

(Ahmad ve ark., 2012; Madhavan ve ark., 2011; Mousa ve ark., 2016; ġahiner ve 

ark., 2011; Tarini ve ark., 2010). PZR testleri, C. albicans ile fenotipik özellikleri ile 

büyük benzerlik gösteren C. dubliniensis‟in ayrımında baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılmaktadır (Ahmad ve ark., 2012). Bu nedenle de germ tüp testi, klamidospor 

oluĢumu gibi fenotipik testlere baĢvurulmadan C. albicans‟ın teĢhisinin PZR ile 

spesifik primerler kullanılarak yapılabileceği bildirilmektedir (Ahmad ve ark., 2012; 

Imran ve Al-Shukry, 2014). Bu çalıĢmada fenotipik testlerle C. albicans olduğu 

saptanan 5 izolat, kontrol suĢu ve diğer maya izolatları PZR ile test edildi. Sadece 

fenotipik testlerle C. albicans olarak tanımlanan izolatlar ile kontrol suĢu, C. 

albicans spesifik gen bölgesini kodlayan CALB primerlerinin kullanıldığı PZR‟da 

pozitif bulundu. Benzer Ģekilde Imran ve Al-Shukry (2014) C. albicans’ın teĢhisinde 
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aynı primerlerinin kullanıldığı PZR çalıĢmasında, C. albicans izolatlarının pozitif 

bantlar oluĢtururken, diğer Candida izolatlarının oluĢturmadığını göstermiĢlerdir. 

Eldesouky ve ark. (2016) klinik mastitisli ineklerden izole edilen ve fenotipik 

testlerle C. albicans olarak identifiye edilen 12 izolatın 8‟inin PZR ile C. albicans 

olarak doğrulandığını, 4 izolatın C. dubliniensis olabileceğini bildirmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada C. albicans‟ın diğer Candida türlerinden ayrımında fenotipik testler ile 

moleküler testler uyumlu bulunmuĢtur. Birçok araĢtırmacı (Eldesouky ve ark., 2016; 

Imran ve Al-Shukry 2014; Kirckpatrick ve ark., 1998) fenotipik testler ile moleküler 

testlerin uyumlu olmadığını, PZR ile teĢhisin fenotipik testlerle karĢılaĢtırıldığında 

kısa sürede ve doğru sonuç verdiğini rapor etmiĢtir. Fenotipik testlerdeki 

farklılıkların, yorumlayan araĢtırmacıların tecrübesine, kullanılan besiyerlerine ve 

Candida izolatlarının özelliklerine göre farklılıklar gösterebileceği bildirilmiĢtir 

(Gültekin 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 izolatlarının ağız ve vajinaya tutunması ve biyofilm oluĢumundan 

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 kadınlardan izole edilen C. albicans izolatlarının tümünde ALS1 ve 

PLB1 saptadıklarını bildirmiĢlerdir. Ġnci ve ark. (2013) hastalardan izole edilen C. 

albicans‟ların %53,9‟unda, Ali ve ark. (2015) Irak‟ta hastalardan izole edilen 25 (8 

ağız sıvabı, 9 vajinal sıvap, 4 idrar, 3 deri, 1 tırnak klipsi) C. albicans izolatında 

ALS1 gen varlığını araĢtırdıkları çalıĢmada, ağızdan 7, vajinadan 1, idrardan 4, 

deriden 3 ve tırnak klipsinden 1 izolatta bu geni saptadıklarını bildirmiĢlerdir. 

Roudbarmohammadi ve ark. (2016) vajinitis bulunan hastalardan izole edilen 53 C. 

albicans‟ın 40‟ında ALS1 saptamıĢlardır.  

Mousa ve ark. (2016) mastitisli sütlerden izole edilen 4 ve sağlıklı sütlerden 

izole edilen 1 C. albicans izolatında ALS1 gen varlığını araĢtırdıkları çalıĢmada, 

mastitisli sütlerden elde edilen C. albicans izolatlarının sadece 2‟sinde ALS1 geni 

saptadıklarını, sağlıklı sütlerden elde edilen izolatta bu genin belirlenemediğini rapor 

etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada tüm maya izolatlarında ALS1 geni araĢtırıldı. Sadece PZR 

ile C. albicans olduğu doğrulanan 5 izolatın 3 (%80)‟ünde ALS1 geni saptanmıĢtır. 
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Ġzolatların 2‟sinde ALS1 geninin saptanamaması, adhezyonda diğer ALS 

proteinlerinin veya diğer adhezyon mekanizmalarının rol oynaması ile açıklanabilir. 

Nitekim mastitisli sığırların süt örneklerinden HWP1 adhezyon geninin saptanma 

oranının ALS1 geninden daha yüksek olduğu bildirilmiĢtir (Mousa ve ark., 2016). 

Aynı araĢtırıcılar konakçının enfekte ettiği organa bağlı olarak C. albicans 

izolatlarında farklı adhezyon mekanizmalarının rol oynayabileceğini rapor 

etmiĢlerdir. ALS1 negatif C. albicans izolatının birinde PLB1 saptanırken, diğerinde 

belirlenememiĢtir. ALS1 ve PLB1 negatif C. albicans izolatının biyofilm oluĢturma 

yeteneğinin de zayıf pozitif olduğu belirlenmiĢtir. Bundan dolayı bu C. albicans 

izolatının flora etkeni olabileceği düĢünülmüĢtür. Nitekim sağlıklı hayvanlardan da 

C. albicans izole edilebilmektedir (Mousa ve ark., 2016; Türkyılmaz ve Kaynarca, 

2010). Fakat sağlıklı sütlerden izole edilen C. albicans izolatlarında virülens genleri 

saptanamamıĢtır (Mousa ve ark., 2016). Ayrıca ALS1 geninin C. albicans 

enfeksiyonunun erken safhasında konakçıya tutunmasında ve biyofilm oluĢumunda 

önemli olduğu bildirilmiĢtir (Green ve ark., 2004; Kamai ve ark., 2002).  

Klinik mastitisli ineklerden elde edilen C. albicans izolatlarının tümünde 

PLB1 geni saptandığını rapor eden çalıĢmalar bulunmaktadır (Eldesouky ve ark., 

2016; Mousa ve ark., 2016). Hakim ve ark. (2013) Kareish peynirlerinden izole 

ettileri 5 C. albicans izolatının tümünde PLB1 saptadıklarını, PZR‟ın fosfolipaz 

aktivitesini belirlemede hızlı ve sensitif bir metod olduğunu rapor etmiĢlerdir. Benzer 

Ģekilde Monroy-Pérez ve ark. (2016) vulva-vaginal kandidiazisli kadınlardan elde 

edilen C. albicans izolatlarının tümünde PLB1 varlığını göstermiĢlerdir. Ayrıca, 

Naglik ve ark. (2003) oral enfeksiyonlu hastalardan ve hastalık bulunmayan 

kiĢilerden elde edilen C. albicans izolatlarının sırasıyla %58 ve %14‟ünden, vajinal 

enfeksiyona sahip olan ve olmayan kadınlardan elde edilen izolatlarda ise sırasıyla 

%63 ve %43 PLB1 geni saptandığını bildirmiĢlerdir. 

Mastitisli sütlerden izole edilen C. albicans‟larda PLB1 geni bildirilmesine 

karĢın (Eldesouky ve ark., 2016; Mousa ve ark., 2016), bu çalıĢmada C. albicans 

izolatlarının sadece 3‟ünde PLB1 geni belirlendi. Ġzolatların 2‟sinde PLB1 geninin 

saptanamaması, bu izolatların flora etkeni olması ile açıklanabilir. Nitekim sağlıklı 

hayvanlardan izole edilen C. albicans‟larda PLB1 geni saptanamamıĢtır (Mousa ve 
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ark., 2016). C. albicans izolatlarında PLB1 geninin önemli bir virülens faktörü 

olduğu, bu genin çıkarılması ile elde edilen mutant suĢların hayvanlara verildiğinde 

enfeksiyonun virülensinde azalma olduğu bildirilmiĢtir (Mukherjee ve ark., 2001).  

Bu çalıĢmada PLB1 pozitif bir izolatın ALS1 genine sahip olmadığı, yine 

ALS1 geni için pozitif bir izolatın PLB1 geni taĢımadığı saptandı. Bu durum Candida 

izolatlarında enfeksiyonun meydana geldiği bölgeye göre virülens faktörlerinde 

farklılık bulunabileceğini bildiren araĢtırmaları (Ali ve ark., 2015; Mousa ve ark., 

2016; Naglik ve ark., 2003) desteklemektedir. ALS proteinleri adhezyondan ve 

biyofilm oluĢumundan sorumludur ve 8 gen tarafından kodlanmaktadır (Hoyer, 

2001). Sunulan bu çalıĢmada sadece ALS1 geni araĢtırılmıĢ olup, PLB1 pozitif olan 

izolatta diğer ALS genlerinin bulunabileceği düĢünülmektedir. C. albicans 

izolatlarının 1‟inde her iki virülens geni ALS1 ve PLB1 saptanamadı. Bu genler, C. 

albicans‟ın en önemli virülens faktörleridir. Bu nedenle bu izolatların florada 

bulunan C. albicans izolatları olabileceği düĢünüldü. Ġzolatların 2‟si her iki virülens 

geni bakımından pozitif saptandı. 

Biyofilm C. albicans izolatlarının konakçıya tutunmasında en önemli virülens 

faktörüdür. ALS genlerinin biyofilmle iliĢkili olduğu çalıĢmalarda gösterilmiĢtir 

(Green ve ark., 2004; Ġnci ve ark., 2013; Roudbarmohammedi ve ark., 2016). C. 

albicans‟da biyofilm oluĢumu mikropleytte ve tüpte değerlendirilmektedir (Ġnci ve 

ark., 2013). Bu çalıĢmada biyofilm oluĢumu tüp adherens yöntemiyle belirlenmiĢ 

olup, izolatların 3‟ü güçlü pozitif, 1‟i zayıf pozitif tespit edilmiĢtir. ALS1 gen varlığı 

ile biyofilm oluĢumu karĢılaĢtırıldığında güçlü pozitif oluĢturan 3 izolattan birinin 

ALS1 geni taĢımadığı saptandı. Bu durum diğer ALS genlerinin varlığı veya diğer 

adhezyon mekanizmaları ile açıklanabilir. HWP1 adhezyondan sorumlu diğer bir gen 

olup, mastitisli sütlerden elde edilen C. albicans’larda saptanma oranının ALS1‟e 

göre daha yüksek olduğu bildirilmiĢtir (Mousa ve ark., 2016). Güçlü pozitif biyofilm 

oluĢturan izolatlardan birinin aynı zamanda PLB1 negatif olduğu belirlendi. Bu 

çalıĢmada sadece 2 izolatın araĢtırılan tüm virülens genleri bakımından pozitif 

olduğu saptandı.  
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 Bu çalıĢma ile ilk kez Türkiye‟de hayvanlardan izole edilen C. albicans 

izolatlarında önemli virülens genleri olan ALS1 ve PLB1 genlerinin varlığı 

saptanmıĢtır. 

1. Bu çalıĢma ile mastitis problemi olan ve tedavi edilmesine karĢın sürekli 

tekrarlayan veya antibiyotik tedavisine cevap vermeyen iĢletmelerde C. 

albicans’ın mastitis etkeni olabileceği,  

2. Ġzole edilen Candida izolatlarında germ tüpü ve klamidosporların saptanması 

ile C. albicans olarak ön teĢhisinin doğru bir Ģekilde yapılabileceği, 

3. C. albicans izolatlarında PZR ile virülens faktörlerinin gösterilebileceği, 

4.  C. albicans izolatlarında ALS1 ve PLB1 virülens genlerinin farklı oranlarda 

bulunabileceği,  

5. ALS genleri ile biyofilm oluĢturma arasındaki iliĢkinin belirlenmesi amacıyla 

tüm ALS genlerinin ve diğer adhezyondan sorumlu genlerin araĢtırılması 

gerektiği sonucuna varılmıĢtır. 

6. Ayrıca, mastitisli sütlerde saptanan virülens genlerinin, insanlardan izole 

edilen C. albicans izolatlarında da bildirilmiĢ olması, bu izolatların çiğ süt ve 

süt ürünleri aracılığıyla duyarlı kiĢilerce alınması durumunda hastalık 

oluĢturma potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir. Bu nedenle 

insanların mikotik enfeksiyonlarında süt kaynaklı bulaĢmaya dikkat 

çekilmelidir.   
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EKLER 

ANKET FORMU         EK-1  

1. ĠĢletmede kaç tane sağılan inek vardır? 

………………………………………………………………………………………… 

2. ĠĢletmede hijyen kurallarına dikkat ediliyor mu? 

Evet  Hayır 

3. Sağım nasıl yapılıyor? 

El  Sağım makinası 

4. Daha önce mastitis sorunu ile karĢılaĢtınız mı? 

Evet                Hayır 

5. Ne kadar sıklıkla mastitis ile karĢılaĢıyorsunuz? 

………………………………………………………………………………………… 

6. Mastitis tedavisi kim tarafından yapılıyor? 

YetiĢtirici  Veteriner Hekim 

7. Tedavi nasıl yapılıyor? 

Laboratuvar sonucuna göre   Direk antibiyotik uygulaması 

8. Tedaviye yanıt alamadığınız oluyor mu? 

Evet  Hayır 

9. ĠyileĢmeyen hayvanı ne yapıyorsunuz? 

………………………………………………………………………………………… 
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