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ÖZET 

KLĠNĠK ÖRNEKLERDEN ĠZOLE EDĠLEN CANDİDA’ LARIN 

KARAKTERĠZASYONU VE ANTĠFUNGAL DUYARLILIKLARI  

Mine AYDIN KURÇ 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Nisan, 2017 

DanıĢman: Prof. Dr. Kıymet GÜVEN 

Ġkinci DanıĢman: Prof. Dr. AyĢe Demet KAYA 

Klinik örneklerden izole edilen maya türlerinin tanımlanarak,  antifungal 

duyarlılık profillerinin belirlenmesi, hızlı ve doğru tedavi için önemlidir. Bu çalıĢmanın 

amacı; vajinal sürüntü ve idrar örneklerinden izole edilen Candida cinsi maya türlerinin 

klasik yöntemler, kromojenik besiyerleri, otomatize sistemler kullanılarak 

tanımlanması; tanıda moleküler yöntemlerin yerinin araĢtırılması; ayrıca Candida 

infeksiyonlarının tedavisinde kullanılan çeĢitli ajanlara karĢı antifungal duyarlılıkların 

izolatların minimum inhibisyon konsantrasyonu (MĠK) düzeylerinin saptanarak 

belirlenmesidir. 

ÇalıĢmamızda toplam 100 izolat; germ tüp oluĢumu, mısır unlu (corn meal) - 

tween 80 agar morfolojisi;  kromojenik besiyerlerinden CHROMagar Candida, Candida 

ID, Brillance Candida Agar, BIGGY Agar ile tanımlanmıĢ ve identifikasyonları VITEK 

2-YST kart ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Ġzolatların fenotipik akrabalık iliĢkileri yağ asidi metil 

esterleri (FAME) analizi ile cluster analizi yapılarak belirlenmiĢtir. Ayrıca farklı türlerin 

DNA dizi analiziyle türler arası yakınlık veya uzaklıkları izolatların ITS ve 26S D1/D2 

bölgeleri PCR-Restriksiyon Enzim Analizi (REA) ile kesilerek oluĢan farklı profillerden 

tespit edilmiĢ ve izolatlar; Candida albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C. 

lusitaniae ve C. dubliniensis olarak tanımlanmıĢtır. 

Ġzolatların in vitro antifungal duyarlılık profilleri, Mikrodilüsyon Yöntemi (MDY) 

ve VITEK 2 AST-Y06 kart yöntemleri ile çalıĢılmıĢ, sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Flukonazol dıĢındaki tüm antifungallerde %100 duyarlılık tespit edilmiĢ; ancak 

flukonazol için izolatlarda %5,1 oranında direnç belirlenmiĢtir. Ayrıca bazı 

antifungallerde MĠK değerlerinin kullanılan yönteme göre daha farklılık gösterdiği 

görülmüĢtür. 

ÇalıĢmada elde edilen sonuçlar, moleküler yöntemlerin Candida türlerinin 

tanımlanmasında alternatif oluĢturabileceğini göstermekle birlikte, bu konuda daha fazla 

çalıĢmaya gereksinim bulunmaktadır. Ġzolatların test edilen antifungal ajanlara 

çoğunlukla duyarlı olmasına rağmen, flukonazol direncinin saptanması mayaların tür 

düzeyinde tanımlanmasının ve antifungal duyarlılık testi yapılmasının önemini bir kez 

daha ortaya koymaktadır.  

Anahtar Sözcükler: Candida sp., identifikasyon, FAME, dizi analizi, antifungal 

duyarlılık 
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ABSTRACT 

CHARACTERIZATION AND ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITIES OF CANDIDA 

SPECIES ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES 

Mine AYDIN KURÇ 

Department of Biology  

Anadolu University, Graduate School of Sciences, April, 2017 

Supervisor: Prof. Dr. Kıymet GÜVEN 

Co-Supervisor: Prof. Dr. AyĢe Demet KAYA 

Identification of yeast isolates from clinical specimens and determination of 

antifungal susceptibilities are essential for rapid and accurate treatment. The aim of this 

study was, to identify Candida species isolated from vaginal swabs and urine samples 

by conventional methods, chromogenic media, automated systems and determine the 

role of molecular methods for diagnosis and to investigate antifungal susceptibilities of 

isolates against various agents by determining minimal inhibition concentration (MIC) 

levels.   

A total of 100 isolates were isolated and identified by germ tube formation, corn 

meal - tween 80 agar morphology; CHROMagar Candida, Candida ID, Brillance 

Candida Agar, BIGGY Agar as chromogenic media, VITEK 2-YST commercial kits 

werw used for identification and the results were compared. Fatty Acid Methyl Esters 

(FAME) of isolates were analyzed to determine relationship of isolates in regard to fatty 

acids by cluster analysis. In addition, different profiles which were obtained from 

cutting of ITS and 26S D1/D2 regions of isolates by PCR- Restriction Enyzme Analysis 

were determined and the distance among species was examined by DNA sequence 

analysis. According to the results, isolates were identified as; Candida albicans,          

C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae and C. dubliniensis. 

In-vitro antifungal susceptibility profiles of isolates were studied by using 

Microdilution Method and VITEK 2 AST-Y06 card methods and the results were 

compared. 100 % sensitivity was detected for all antifungals except fluconazole;   but 

5.1 % of isolates were resistant to fluconazole. In addition, MIC values showed 

differences due to the method used, for some antifungals.   

Our results demonstrated, molecular techniques to be an alternative for 

identification of Candida species, but more studies are needed. The majority of the 

isolates were found to be susceptible to the tested antifungal agents, but the presence of 

fluconazole resistance in some isolates showed the importance of identification of the 

yeasts to species level and determine antifungal susceptibility testing results, in daily 

practice. 

Keywords: Candida sp., identification, FAME, sequence analysis, antifungal 

susceptibility 
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1. GİRİŞ 

 

Candida’ lar, insan vücudunda normal flora üyesi olarak bulunmaktadır. Candida 

türleri, insanlarda özellikle oral ve vajinal infeksiyonlara neden olan fırsatçı ajanlardır. 

Ġmmun sistemi baskılanmıĢ hastalarda en sık rastlanan ve en önemli fungal patojenler 

mayalar olup; bunlar arasında da en sık Candida türlerinin izlendiği bildirilmektedir. 

Klinik örneklerden soyutlanan Candida türünün belirlenmesi, antifungal ilaçlara 

duyarlılık hakkında bilgi vererek ampirik tedavi seçimine de ıĢık tutabilmesi nedeniyle, 

soyutlanan suĢların hızlı, güvenilir ve doğru identifikasyonu büyük önem taĢımaktadır. 

 

AraĢtırmamızın konusunu, Namık Kemal Üniversitesi Sağlık Uygulama ve 

AraĢtırma Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarına kadın doğum ve diğer 

polikliniklerden gelen vajinal ve üriner örneklerden izole edilen Candida cinsi maya 

türlerinin klasik yöntemlerle,  hızlı ve güvenilir identifikasyonu amacıyla moleküler 

yöntemlerin kullanılması, ayrıca Candida infeksiyonlarının tedavisinde kullanılan 

çeĢitli ajanlara karĢı antifungal duyarlılıkların araĢtırılarak MĠK düzeylerini 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

ÇalıĢmamızda hem geleneksel standart yöntemler, hem de moleküler 

identifikasyon yöntemleri kullanılmıĢtır. Geleneksel yöntemlerde; germ tüp oluĢumu, 

mısır unlu (corn meal) - tween 80 agar morfolojisi, hızlı tanıyı sağlayan kromojenik 

besiyerlerinden CHROMagar Candida, Candida ID, Brillance Candida Agar, BIGGY 

agar ve ticari kitlerden VITEK 2-YST kart ile identifiye edilerek, geleneksel yöntemler 

ile otomatize sistemlerde elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır. FAME analizinin 

yapılarak yağ asitlerine göre örneklerin tanımlanmaları değerlendirilmiĢtir. Ayrıca 

moleküler yöntemlerden PCR-REA analizinin farklı primerler kullanılarak profiller 

değerlendirilmiĢ ve sonuçlara göre çıkan farklı türlerin DNA dizi analiziyle türler arası 

yakınlık veya uzaklıkları belirlenmiĢtir. Ġzolatların in vitro antifungal duyarlılık 

profilleri mikrodilüsyon yöntemi ve VITEK 2 AST-Y06 kart yöntemleri ile çalıĢılarak, 

sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır.   
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1.1. Candida’ ların Tarihçesi ve Sınıflandırılması  

Candida’ lar ile ilgili ilk bilgiler, M.Ö IV. yüzyılda Hippocrates’in ağızdaki 

pamukçuğu tanımlamasına kadar uzanmaktadır. Rosen von Rosenstein 1771 yılında, 

ağızdaki pamukçuğun invazif olarak akciğerlere yerleĢebildiğini bildirmiĢtir. Bernard 

Langenbeck 1839 yılında, tifo nedeniyle ölmüĢ bir hastanın özefageal mukozasından 

soyutladığı Candida türü fungusu bir parazit olarak tanımlayarak tifoyla iliĢkili 

olduğunu ileri sürmüĢtür. Langenbeck’ in soyutladığı bu organizma Gruby tarafından 

1842’ de Sporotrichum türü olarak tanımlanmıĢtır. Aynı yıllarda Berg tarafından 

deneysel olarak oral aft modeli oluĢturulması bu konudaki ilk ve en önemli adım 

olmuĢtur (Edwards 2010; Calderone 2002). 

Mantar, Robin tarafından Oidium albicans olarak (1847) sınıflandırılmıĢ, 

1849’da Frank ve Wilkinson ağızdaki lezyonun genital organlarda olabileceğini ortaya 

koymuĢlardır. Roth Berkhout 1923’ te pamukçuk etkeni olan mikroorganizmaya isim 

olarak Candida’ yı önermiĢtir. 1940 yılı ve sonrasında Candida infeksiyonlarının 

artmasıyla bu konudaki çalıĢmalar hızlanmıĢtır (Edwards 2010; Calderone 2002). 

Candida’ lar eĢeyli ve eĢeysiz üreme Ģekilleri temel alınarak sınıflandırılırlar. 

EĢeysiz üreme gösteren tüm Candida türleri; fungusların Deuteromycota (Fungi 

Imperfecti) bölümünde, Blastomycetes sınıfının Cryptococcales takımında 

Cryptococcaceae ailesinde, eĢeyli üreme gösteren türler Ascomycotina bölümü, 

Ascomycetes sınıfı, Saccharomycetales takımı içinde sınıflandırılmaktadır (Yücel ve 

Kantarcıoğlu 1999; Murray ve ark. 2007). 

Cryptococcaceae ailesinin Candida cinsinde yaklaĢık 200 tür olduğu 

düĢünülmektedir. Bu türler arasındaki taksonomik iliĢkiler tam olarak 

belirlenememiĢtir. Bu cins içerisinde en fazla karĢılaĢılan etken C. albicans’ tır. Tıbbi 

önemi olan diğer türler; C. catenulata, C. ciferrii, C. dubliniensis, C. famata, C. 

glabrata, C. guilliermondii, C. haemulonii, C. inconspicua, C. kefyr, C. krusei, C. 

lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. pulcherrima, 

C. rugosa, C. tropicalis, C. utilis, C. viswanathii, C. zeylanoides’dir. Clavispora, 

Debaryomyces, Issatchenkia, Stephanoascus, Metschnikowia, Zynoascus, Arxiozyma, 

Yarrowia, Kuyveromyces, Pichia cinsleri ise Candida türleri arasında farklı telemorfik 

cinsler olarak tanımlanmıĢtır (de Hoog ve ark. 2000; Hazen ve Howell 2009). 
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1.2.Candida’ ların Genel Özellikleri 

Candida türleri insan vücudunda normal flora üyesi olmakla birlikte, doğada da 

yaygın olarak bulunan maya fungusları olup klinik mikrobiyolojide mantar olarak 

adlandırılmaktadır. Birçok bitkide bulunabildikleri gibi, özellikle memelilerde 

gastrointestinal sistem baĢta olmak üzere mukokutanöz membranlarda bulunurlar. 

Candida’ lar normal flora üyesi olmalarına karĢın, immun sistemi zayıflamıĢ kiĢilerde 

ciddi sistemik infeksiyonlara yol açmaktadırlar (Ener 2011).  

Candida’ lar;  tek hücreli, ökaryotik, tomurcuklanarak çoğalan, 3-6 µm 

boyutlarında, kapsülsüz, yuvarlak veya oval mayalardır. Tomurcuklanan hücrelere 

blastokonidya (blastospor)  adı verilir. Candida’ ların üremesi sırasında oluĢan 

blastokonidiyumlar ana hücreden ayrılmayarak 5-10 µm boyutlarında yalancı hif 

oluĢturabilirler. Candida’ lar bir hifin ucunda veya arasında bulunan, tek hücreli, kalın 

duvarlı, geniĢ oval yapılı klamidospor oluĢturabilirler. Candida’ ların diğer türlerinden 

farklı olarak C. albicans dimorfiktir; maya hücresi ve yalancı hiflere ek olarak gerçek 

hifler oluĢturmaktadırlar (Tümbay 1999; Mitchell 2010). 

Mayalar ökaryotik hücreler olmalarından dolayı membranla çevrili bir çekirdek 

içerirler. Çekirdeklerinin içinde, bir çekirdekçik ile lineer kromozomlar bulunmaktadır. 

Sitoplazmalarında; mitokondri, golgi aygıtı, vakuoller, çesitli veziküller ve 80-S 

ribozomlar yer almaktadır. Ayrıca sitoplazmada hücre duvarı ve hücre membranı ile 

bağlantılı hücre iskeleti bulunmaktadır (Lehmann 1998). 

Candida’ lar sert yapıda hücre duvarına sahiptirler. Hücre duvarı; mantar 

hücresine Ģeklini verir, bununla birlikte moleküllerin hücre içi ve dıĢına geçiĢinde, 

mantar-konak etkileĢiminde ve virulansta rol oynamaktadır. Çok katlı hücre duvarında 

temel olarak; %80-90 oranında karbonhidratlar, %6-25 oranında proteinler ve %1-7 

oranında lipidler bulunmaktadır (Calderone ve Braun 1991; Martinez ve ark. 1998; 

Kantarcıoğlu ve Yücel 2004). Karbonhidratların yapısı mannoproteinlerden (%20-30), 

betaglukanlardan (%50-60) ve kitinden (%0.6-2.7) oluĢmaktadır. Mannoproteinlerdeki 

farklılıklar Candida türlerinin ayrılmasında kullanılmaktadır. Hücre duvarında bulunan 

lipidler ise serbest sterol (ergosterol), sterol esterleri (zimosterol),  trigliseridler ve 

fosfolipidlerden oluĢmaktadır (Goodway 1995). 
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Candida türleri gram pozitif boyanma özelliğindedirler. Sabouraud Dekstroz 

Agar (SDA) gibi rutin besiyerinde aerop koĢullarda beyaz-krem renkli koloniler 

oluĢtururlar. Koloniler; düzgün veya buruĢuk kenarlı, nemli, krem görünümünde ve 

tipik olarak maya kokulu olabilirler. Koloniler genellikle oda ısısında veya 37°C’ de 24 

saatte geliĢebilmesine rağmen, belirgin üremeleri genellikle 48-72 saat arasında 

olmaktadır. Patojen olan türler 25-37°C’ de, saprofit türler ise daha düĢük ısıda üreme 

özelliklerine sahiptirler. Besiyeri pH’ ının 2-8 arasında olması, glukoz, amonyum tuzu, 

fosfat, biotin ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunması yeterlidir. 

Kemoheterotrof olduklarından, organik azot ve karbon kaynağına ihtiyaç duyarlar 

(Segal and Elad 1998; Shea 2009). 

Candida türlerinin çok sayıda olması tür tanımlama Ģeklinden 

kaynaklanmaktadır. Candida cins adı aĢağıda yazılan özelliklerden herhangi birini 

göstermeyen ve eĢeysiz üreyen maya türleri için kullanılmaktadır:  

I- Asetik asit oluĢturma;  

II- Gözle görülebilen kırmızı, pembe veya turuncu pigment;  

III- Artrokonidyumlar;   

IV- GeniĢ bir tabanda tek kutuplu veya çift kutuplu tomurcuklanma; 

V- Simpodula üzerinde oluĢan blastokonidyumlar;  

VI- Saplar üzerinde oluĢan tomurcuklar;  

VII- Ġğne Ģekilli terminal konidyumlar;  

VIII- Üçgen hücreler;  

IX- Çoğunlukla mukoid kolonilerde olmak üzere, enteroblastik-bazipetal 

tomurcuklanma ve inozitolü tek karbon kaynağı olarak kullanabilme;  

X- Ballistokonidyumlar (Hazen ve Howell 2009). 

Bazı Candida türleri; mısır unlu- tween 80 agar gibi besince fakir bir ortamda iyi 

yedek besin depolayan, gerçek ya da yalancı hifin ucunda veya arasında bulunan, tek 

hücreli, kalın duvarlı, geniĢ oval yapılı klamidospor oluĢturmaktadır. Bunlar oluĢurken 

hifin veya yalancı hifin bir yerinde sitoplazma yoğunlaĢarak, hifin çapından daha geniĢ 

olacak tarzda ĢiĢer ve duvarı kalınlaĢır. C. albicans’ ı diğer türlerden ayırmak için germ 

tüp testi yapılmaktadır. Germ tüp (çimlenme borusu); bir blastokonidyanın kenarından 

baĢlayarak büyüyen, blastokonidyaya bağlanan bölgelerinde boğumlanma görülmeyen, 
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silindirik filamentöz yapılar olarak bilinmektedir (Yücel ve Kantarcıoğlu 1999; 

Hilmioğlu ve ark. 2007).  

1.3. Tıbbi Önemi Olan Bazı Candida’ ların Özellikleri 

1.3.1. Candida albicans 

Candida cinsi içerisinde en sık karĢılaĢılan patojen tür Candida albicans’ tır.    

C. albicans insanda hem kommensal hem de patojen olarak bulunabilen bir mantardır. 

Sindirim sistemi, ağız ve vajinal boĢlukların mukozal yüzeylerine kolonize olarak çeĢitli 

infeksiyonlara neden olmaktadırlar (Molero ve ark. 1998). 

Moleküler identifikasyonlarda Candida claussenii ve Candida langeronii türleri 

C. albicans ile birleĢtirilmiĢtir. Ayrıca Candida stellatoidea türüde tartıĢmalı olarak 

C.albicans’ ın sinonimi olarak düĢünülmektedir (Hazen ve Howell 2009). 

C.albicans, antijenik yapılarına göre A ve B olmak üzere iki serotipe 

ayrılmaktadır. Mannan yapısal farklarına göre ayrılan serotiplerden C. tropicalis 

mannanı serotip A’ ya yakındır. BağıĢıklığı bozulmuĢ hastalarda serotip B prevalansı 

daha yüksektir. Serotip B kökenleri 5-florositozine karĢı direnç geliĢtirmeye daha 

eğilimli olmalarıyla, A kökenlerinden fizyolojik olarak farklılık göstermektedir (Yücel 

ve Kantarcıoğlu 1999; Tümbay 1999).  

C.albicans mısır unlu- tween 80 besiyerinde dört değiĢik Ģekil oluĢturarak 

üremektedir:     

1- Yalancı misel,  

2- Blastosporlar,  

3- Klamidosporlar,   

4- Çok seyrek olarak gerçek misel. 

 Mısır unlu besiyeri besince fakir bir ortamdır bu yüzden maya hücrelerinin 

yedek besin depolayan klamidosporları oluĢturmasına yol açmaktadır (Yücel ve 

Kantarcıoğlu 1999). 
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 Serumda germ tüp oluĢumu ve klamidosporların görülmesi C. albicans 

identifikasyonuna yardımcı olmaktadır. Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’ da krem 

rengi koloniler, kanlı agarda ise ayaklı koloniler oluĢturabilmektedirler (Hazen ve 

Howell 2009). 

1.3.2. Candida glabrata 

          Candida glabrata daha önceleri Torulopsis glabrata olarak bilinmektedir.          

C. glabrata sağlıklı bireylerin normal floralarında bulunan ve nadiren ciddi 

infeksiyonlara neden olan saprofitler olarak düĢünülmektedir. Ancak geniĢ spektrumlu 

antimikotik tedavi ile birlikte bağıĢıklık baskılayıcı uygulamaların yaygın ve artan bir 

biçimde kullanımıyla, C. glabrata’ nın neden olduğu mukozal ve sistemik 

infeksiyonların sıklığı önemli ölçüde artmıĢtır (Fidel ve ark. 1999). Günümüzde, 

kandidozda C. albicans’ tan sonra en sık görülen ikinci veya üçüncü tür                        

C. glabrata’  dır (Sardi ve ark. 2013). 

 C. glabrata, insanların çoğunda; ağız boĢluğu, genitoüriner yol, gastrointestinal 

kanal ve solunum yollarından izole edilebilmektedir. Ġdrar örneklerinden sıklıkla izole 

edilmekte ve idrarda saptanan mayaların %21’ ni oluĢturmaktadır (Murray ve ark. 

2014). 

 C. glabrata diğer Candida türlerinin aksine dimorfik değildir; sadece 

blastonidiyal morfolojide bulunmaktadır. C. glabrata sıklıkla azol grubu (özellikle 

flukonazol) antifungal ajanlara karĢı direnç geliĢtirmekte ve infeksiyonlarının tedavisi 

oldukça zor olmaktadır (Fidel ve ark. 1999).  

 Candida türlerinden 37 °C üzerinde pseudohif üretmeyen tek türdür. C. glabrata 

blastokonidyaları (1-4 μm),  C. albicans’ a (4-6 μm)  göre oldukça küçüktür. Sabouraud 

Dekstroz Agar (SDA)’da krem renginde veya yumuĢak krem gibi düzgün koloniler 

oluĢturan; küçük, oval ve tek tomurcuklu mayalardır (Rodrigues ve ark. 2014). 

1.3.3. Candida tropicalis 

Ġlk defa 1910 yılında Oidium tropicale olarak isimlendirilen Candida tropicalis’ 

e daha sonra Monilia tropicalis, Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida 

paratropicalis gibi isimler verilmiĢtir. Son olarak Berkhout 1923’ te bugünkü ismi olan 

C. tropicalis olarak adlandırmıĢtır (Kwon-Chung ve Bennet 1992). 
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Sağlıklı insanların cilt ve sindirim sisteminde yaygın olarak bulunabilen           

C. tropicalis diploit bir mayadır. C. tropicalis’ in %4-24 oranında kandidoza neden 

olduğu bildirilmiĢtir. Özellikle hematolojik maligniteli hastalarda önemli infeksiyon 

etkenleri arasında yer almaktadır (Desnos-Ollivier ve ark. 2008). 

 Candida tropicalis mısır unlu-tween 80 agarda ve 25°C’ de 72 saatte; oval 

sporlar,  yalancı ve gerçek hifler üretmektedir. SDA’ da düzgün yüzeyli krem renkli 

koloniler oluĢturmaktadır (Calderone 2002; Silva ve ark. 2012). Blastokonidyaları 4-8 

μm büyüklüğündedir. C. tropicalis germ tüp ve klamidospor oluĢturmaz (Kurtzman ve 

Fell 1998). 

1.3.4. Candida parapsilosis 

Bu tür Ashford tarafından 1928 yılında Monilia’ nın bir türü olarak dıĢkı 

örneklerinden izole edilmiĢtir.  Diploid bir maya türü olan Candida parapsilosis adı 

Langeron ve Talice tarafından 1932’de verilmiĢtir. C. parapsilosis 1940 yılına kadar 

patojen olmayan bir mikroorganizma olarak kabul edilmiĢtir (Weems 1992; Guarro ve 

ark 1999). 

Günümüzde C. parapsilosis, C.albicans’ tan sonra ikinci veya üçüncü sıklıkta 

kandidoz etkeni olarak düĢünülmektedir. Bu türün kandidoz olgularında sıklığının 

gittikçe artmasının nedeni, plastik yüzeylere adhezyon yeteneği ile ilgilidir (van Asbeck 

ve ark. 2009; Anğ 2014). Bu sebeple daha çok deri ve mukozadan kaynaklanan 

kandidozye yol açmaktadır. C. parapsilosis kateter ve implantlarda biyofilm oluĢturma 

ve hastane ortamında kalıcılığı yanında; özellikle yeni doğan servisleri, cerrahi yoğun 

bakım ünitelerinde bulunan hastalarda, sepsis olgularında sıklıkla infeksiyon etkeni 

olarak karĢımıza çıkmaktadır (Branchini ve ark. 1994; Pfaller 1995; Wilke 2007).  

C. parapsilosis, SDA besiyerinde, 37°C’ de 24 saatte üreyerek genellikle kirli 

beyaz, krem rengi, yumuĢak kıvamlı, tipik olarak mayamsı kokulu koloniler 

oluĢtururlar. Mısır unlu- tween 80 agarda yalancı hif boyunca tek tek veya bazen küçük 

kümeler halinde blastokonidiyumlar oluĢmaktadır. En önemli mikroskopik özelliği 

hiflerin arasında dev hücreler (iri hifler) bulunmasıdır (Tümbay 1999; Fromtling ve ark. 

2003). 
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1.3.5. Candida dubliniensis 

C. dubliniensis ilk kez 1995 yılında Sullivan ve arkadaĢları tarafından HIV 

pozitif bir hastanın ağız boĢluğundan izole edilmiĢtir (Sullivan ve ark. 1995).               

C. dubliniensis’ in normal ağız flora üyesi olduğu ve özellikle bağıĢıklık sistemi bozuk 

olan hastalarda ağız lezyonlarına yol açtığı düĢünülmektedir. Bununla birlikte diğer 

vücut bölgelerinden de düĢük oranda izole edildiği bildirilmiĢtir (Esen ve ark. 2004; 

Anğ 2014). 

 C. albicans ile fenotipik olarak oldukça benzerlik göstermektedir.                     

C. dubliniensis’ in klamidosporları çok daha bol ve sıklıkla çiftler halinde veya üçlü, 

hatta bazen psödohifin ucundaki aynı bir taĢıyıcı (süspansör) hücreye yapıĢmıĢ kalın 

duvarlı birkaç oluĢan kümeler veya salkımlar oluĢturarak olağandıĢı düzen 

oluĢturmaktadırlar (Yücel ve Kantarcıoğlu 1999). C. dubliniensis’ in koloni morfolojisi 

ve mikroskopik görünümü C. albicans ile aynıdır, ancak C. albicans’ dan farklı olarak 

45°C’ de üreyememektedir. Mısır unlu-tween 80 agarda;  25-27 ºC’ de, 48-72 saatte 

dallanmıĢ kısa yalancı hifler ve bol miktarda ince duvarlı klamidosporlar 

oluĢturmaktadır (Sullivan ve ark. 2003). 

1.3.6. Candida guilliermondii  

C. guilliermondii’ nin telemorfu Pichia guilliermondii olarak bilinmektedir. 

Ġmmün sistemi baskılanmıĢ hastalarda çeĢitli infeksiyonlara neden olan, ancak yaygın 

olarak görülmeyen bir patojendir. C. guilliermondii insan derisi ve mukoza yüzeylerinin 

normal flora üyesidir, bazen kronik onikomikoz, akut osteomiyelit, septik artrit, 

endokardit, fungemi ve yaygın invaziv infeksiyonlara neden olabilmektedir (Girmenia 

ve ark. 2006).  

C. guilliermondii SDA’ da; düzgün yüzeyli, parlak, genellikle krem- sarı renkli, 

bazen yaĢlandıkça koyulaĢan veya pembeleĢen koloniler oluĢturmaktadırlar. Mısır unlu-

tween 80 agarda 25°C’ de, 72 saatte yalancı hiflerin çevresinde sıklıkla küçük 

blastospor kümelerine sahiptirler, yalancı hifleri ise oldukça kısa ve az sayıda 

bulunmaktadır (Larone 2011). 
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1.3.7. Candida lusitaniae 

C. lusitaniae;  van Uden et do Carmo-Sousa tarafından 1959 yılında ilk kez 

sıcakkanlı hayvanların sindirim sisteminden izole edilmiĢtir. Bu tür, 1979 yılından beri 

insanda fırsatçı patojen olarak rapor edilmektedir (Viudes ve ark. 2002). Günümüzde 

Clavispora lusitaniae, Candida lusitaniae’ nin telemorfu (eĢeyli üreme yapılarının 

gözlendiği evre) olarak bilinmektedir (Gargeya ve ark. 1990).  

Ġnsan gastrointestinal sisteminde normal flora üyesi olarak bulunan C. lusitaniae,  

özellikle maligniteli hastalarda fungemi (mantarların kan dolaĢımında bulunması) etkeni 

olabilmektedir. C. lusitaniae genellikle düĢük virulanslı bir mikroorganizma olup, 

amfoterisin B’ ye klinik direnç gösterebilmektedir. (Hazen ve Howell 2009). 

 C. lusitaniae kolonileri beyaz-krem renk tonlarında, düzgün ve parlaktır. Mısır 

unlu-tween 80 agarda yalancı hifler; ince, dallanmıĢ kısa zincirler halinde 

blastokonidiyumlar gözlenebilmektedir (Fromtling ve ark. 2003; Larone 2011). 

1.3.8. Candida kefyr  

C. kefyr daha önce Candida pseudotropicalis olarak tanımlanan ve Candida 

infeksiyonlarında nadir rastlanılan bir türdür. Ġlk defa 1969 yılında sistit olan bir 

hastadan izole edildiği rapor edilmiĢtir (Corpus ve ark. 2004).  

Vücudun her yerinde akut, subakut ve kronik infeksiyona neden olabilmektedir. 

Günümüzde kandidoz etkeni olarak diğer türlere göre son sıralarda yer almakta ve 

özellikle hematolojik malignitesi olan hastalar ile kemik iliği alıcılarında sık 

görülmektedir (Tümbay 1999; Kocabay ve ark. 2005). 

C. kefyr, SDA besiyerinde beyaz-krem renginde, yumuĢak ve S tipi koloniler 

oluĢturmaktadır. Mısır unlu-tween 80 agarda yalancı hifler ve genellikle hiften ayrılıp 

birbirine paralel dizilim gösteren blastokonidiyumlar gözlenir. Bu görünüm ırmakta 

yüzen kütüklere benzetilebilir (Larone 2011). 

1.3.9. Candida krusei 

Berkhout tarafından 1923 yılında isimlendirilen C. krusei, daha önceleri 

Sacharomyces krusei, Endomyces krusei, Monilia krusei olarak adlandırılmıĢtır (Kwon-

Chung KJ ve Bennet JE 1992).  
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C. krusei genellikle kommensal olarak tanımlanan, çeĢitli hasta grupları ve 

sağlıklı kiĢilerin mukozal yüzeylerinden nadir olarak izole edilen bir türdür. Bu tür azol 

grubu antifungallere karĢı doğal dirençlidir, özellikle flukonazol profilaksisi alan 

immun sistemi baskılanmıĢ hastalarda fırsatçı infeksiyonlara neden olmaktadır (Abbas 

ve ark. 2000; Pfaller ve ark. 2008).  Fırsatçı patojen olarak gittikçe önemi artmakta olan 

C. krusei, invaziv kandidozlarda C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve                    

C. parapsilosis’ in ardından beĢinci sırada yer almaktadır (Samaranayake ve 

Samaranayake 1994). 

C. krusei SDA besiyerinde; yassı, kuru görünümlü, mat, krem renginde, 

düzensiz kenarlı koloniler oluĢturmakta, CHROMagar Candida’ da ise; merkezi pembe 

kenarları beyaz olan koloniler gözlenmektedir. Mısır unlu-tween 80 agarda uzamıĢ 

blastokonidyalarla psödohif oluĢturması, çapraz (birbirine girmiĢ) kibrit çöpü veya ağaç 

dalı görüntüsü ile ayrılmaktadır (Larone 2011). 

1.4. Candida Türlerinin Virulans Faktörleri 

Dünyada invaziv mantar infeksiyonları önemli düzeyde artmaktadır.    600’ den 

fazla mantar türü insanlarda patojen olarak rapor edilmesine rağmen; Candida türleri en 

sık izole edilen mantarlardır. Patojen olarak ilk akla gelen tür C. albicans olmakla 

birlikte, C. glabrata, C. dubliniensis, C. tropicalis ve C. parapsilosis gibi non-C. 

albicans (NCAC) türlerinin neden olduğu infeksiyonlar önemli oranda artıĢ 

göstermektedir (Silva ve ark. 2012; Mayer ve ark. 2013). 

Hücresel bağıĢıklık mikrobiyal infeksiyonlara karĢı birincil konak savunmasını 

oluĢturmaktadır. Sağlıklı konakta fırsatçı fungal patojenler yaygın Ģekilde mukozal 

yüzeylerde kolonize olmaktadır.  Ġmmun sistemi sağlam kiĢilerde ikincil infeksiyonlara 

(bebeklerde pamukçuk, kadınlarda vajinal infeksiyonlar gibi) neden olan fungal 

patojenler, bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ hastalarda ölümcül sistemik infeksiyonların 

etkeni olarak karĢımıza çıkmaktadır (Yang 2003). 

Candida türlerinin sahip olduğu bazı özellikler konağın savunma sistemini 

yenerek hastalık oluĢturmaya çalıĢmakdır. Bireylerde hastalığın oluĢumunda konak 

faktörlerinin yanısıra mayanın sahip olduğu virulans faktörleri de önemli rol 

oynamaktadır  (Tümbay 1999). Bu faktörler baĢlıca; adherens, dimorfizm, toksin, enzim 

üretimi ve biyofilm oluĢumu baĢlıkları altında toplanabilir.  
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Adherens (Yapışma): Adherens, hücrelerin yüzey özellikleri ile iliĢkilidir ve özellikle 

mukokutanöz kandidozun bu yapıĢma ile baĢladığı kabul edilmektedir. Candida’ ların 

mukoza epitel ve endotel hücrelerine yapıĢması kolonizasyonun ilk aĢamasını 

oluĢturmakla birlikte, kandidozun ortaya çıkmasında önemli bir adımdır. C. albicans’ ın 

mukoza yüzeylerine yapıĢma yeteneği, bu infeksiyonların ortaya çıkmasında ilk 

basamak olarak bilinmektedir. (Yücel ve Kantarcıoğlu 2000). 

Dimorfizm (Morfolojik Değişim): Dimorfizm çeĢitli koĢullara bağlı olarak sırasıyla 

maya (blastospor), germ (çimlenme) tüpü, yalancı hif ve gerçek hif oluĢumunu 

kapsamaktadır. Ġnfeksiyon bölgelerinde hem maya hücreleri hem de hif oluĢumuna 

rastlanmaktadır (Abacı ve Haliki 2004). Dimorfizmin sıcaklık, pH ve besiyeri ortamıyla 

düzenlendiği bildirilmektedir. Candida türleri optimum Ģartlar olan, 33- 42°C ve pH 6-8 

aralığında germ tüp oluĢturmaktadır (Yücel ve Kantarcıoğlu 2001).  

Enzimler: Mantarlar, konak dokularında ilerlemelerine (invazyona) yardımcı olan 

hidrolitik enzimler oluĢturma yeteneğine sahiptirler (Yücel ve Kantarcıoğlu 2000).  Bu 

enzimler, hücre membranında bulunan fosfolipidleri ve proteinleri hidrolize etmektedir 

(Ghannoum 2000). C. albicans’ ın salgıladığı enzimler iki ana grupta toplanmaktadır:   

i- Peptid bağlarını hidrolizleyen proteinazlar, ii- Fosfogliseridleri hidrolizleyen 

fosfolipazlar ile lizofosfogliseridleri hidrolizleyen lizofosfolipazlar (Yücel ve 

Kantarcıoğlu 2000).  

 

Biyofilm Oluşumu: Biyofilmler; tekil ya da serbest durumdaki benzerlerinden fenotipik 

olarak farklı özellikler sergileyen, ekstrasellüler polimerik maddeden (EPS) oluĢan bir 

matriks ile kaplı mikrobiyal topluluklar olarak tanımlanmaktadır (Öztürk 2011). 

Biyofilm oluĢumu; mikroorganizmaların sıralı biçimde yüzeylere adhezyonu ile baĢlar, 

burada maya hücreleri çoğalır ve biyofilmin üst kısmında hifal hücreler oluĢur, 

ekstrasellüler matriks materyali salgılanır ve birikir, sonunda biyofilm kompleksinden 

maya hücreleri dağılır (Mayer ve ark. 2013). Candida türlerinde biyofilm özelliği;  

adherens ve kolonizasyonu kolaylaĢtıran, mantarın etrafını sararak konağın savunma 

mekanizmasından kaçmasına yardımcı olan, türlere ve kökenlere göre farklılık gösteren 

bir virulans faktörü olarak tanımlanmaktadır (Hawser ve Douglas 1994).  
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Toksinler: C. albicans’ ın maya fazında endotoksine benzer maddeler ve hemolizin 

üretimi gösterilmiĢtir. C. albicans’ ın toksinleri; yüksek molekül ağırlıklı (glikoprotein 

toksinler ve kanditoksin) ve düĢük molekül ağırlıklı olanlar olmak üzere iki grupta 

toplanabilmektedir (KuĢtimur 1994; Yücel ve Kantarcıoğlu 2000). 

 

1.5. Candida İnfeksiyonlarının Patogenezi 

 

Bir organizmanın hastalık oluĢturma yeteneği patojenlik olarak tanımlanmaktadır.  

Hastalık yapıcı özellikteki mikroorganizmalar patojen, hastalık oluĢturma özelliği 

bulunmayanlar ise apatojen olarak bilinmektedir. Patojen bir mantarın infeksiyon 

oluĢturmasında vücuda girmesi yeterli olmamakla birlikte, konakta üreyebilmesi ve 

çoğalması etkenin infeksiyon oluĢturabilmesi için bir ön koĢuldur. Mantarla konak 

arasındaki karĢılıklı etkileĢim sonucuna bağlı olarak ya subklinik düzeyde infeksiyonlar 

(latent veya gizli infeksiyonlar)  ya da klinik bulguların ortaya çıkması Ģeklinde hastalık 

meydana gelmekte veya hastalık oluĢumu önlenmektedir (Yücel ve Kantarcıoğlu 2000). 

 

Candida türleri klinik örneklerde çevreden kontaminasyon veya kolonizasyon 

nedeniyle ya da gerçek hastalık etkeni olarak bulunabilmektedirler. Normal florada 

bulunan Candida türleri, bir hastalık veya tedavi nedeniyle bağıĢıklık sistemi bozulmuĢ 

hastalarda, dokulara girerek yaĢamı tehdit eden infeksiyonlara yol açabilmektedir 

(Murray ve ark. 2014).  

 

Candida infeksiyonlarının geliĢmesine neden olan faktörler; geniĢ spektrumlu 

antibiyotik kullanımı, hücresel immun yetmezlikler, normal floranın baskılanması,  

ciddi yanıklar, cerrahi iĢlemler, kataterler (üriner ve damar içi), nötropeni (malignite 

veya malignitenin tedavisi nedeniyle), AIDS, diyabet, peptik ülser, kortikosteroidler ve 

baĢka immunosupresif ilaçlar Ģeklinde sıranabilir (Tümbay 1999; Ener ve ark. 2001). 

 

Kandidozlar, yüzeyel ve sistemik olmak üzere iki grupta incelenebilir. Yüzeyel 

(kutanöz veya mukozal) kandidoz; deri veya epiteldeki hasarın yalancı hiflerin lokal 

invazyonuna izin vermesiyle oluĢmaktadır. Kutanöz ve mukokutanöz lezyonlarda çok 

sayıda tomurcuklanan hücreler ve yalancı hifler bulunmaktadır. Sistemik kandidoz ise, 

Candida türlerinin kan dolaĢımına girmesi ve konak fagosit savunmasının üreme ve 

yayılmayı engellemedeki yetersizliği sonucu geliĢmektedir. Kanda çoğalan Candida 
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türleri; böbrekleri, protez kalp kapaklarını tutabilir veya vücudun herhangi bir yerinde 

(artrit, menenjit, endoftalmit) infeksiyon oluĢturabilmektedir (Mitchell 2010). 

 

Candida türleri içerisinde en sık izole edilen  C. albicans, çeĢitli virulans 

faktörlerine sahiptir. Ġnfeksiyon patogenezinde büyük rol oynayan C. albicans’ ın 

virulans faktörleri; epitel hücrelerinde yalancı hif oluĢturma, yüzey moleküllerini 

tanıma, hücre dıĢı hidrolitik enzimler ve fenotipik değiĢikliklerdir. Candida türlerinden 

salgılanan hidrolitik enzimler (fosfolipaz ve aspartil proteinaz) konakta; mantarın aĢırı 

büyümesinde, dokulara adheransı ve invazyonunda önemli rol oynamaktadır (Schaller 

ve ark. 2005;Tsang ve ark. 2007). Candida’ ların bütün türlerinden salgılanan aspartil 

proteinaz 5 ve 9; en fazla C. albicans tarafından salgılanmakta olup bunu sırasıyla       

C. tropicalis, C. kefyr ve C. krusei takip etmektedir (Singh ve ark. 2013). Özellikle 

membran lipidlerini hidrolize eden fosfolipazlar, C. albicans türlerinin birçoğunda 

salgılanmaktadır (Yücel ve Kantarcıoğlu 2000). 

 

1.6. Candida Türlerinin Neden Olduğu İnfeksiyonlar 

Kandidoz ya da kandidiyazis, 150’ den fazla Candida türünün oluĢturduğu 

infeksiyonlar için kullanılan terimlerdir. Candida infeksiyonları; kutanöz ve mukozal, 

sistemik ve kronik mukokutanöz kandidoz olmak üzere üç grupta incelenebilir 

(Edwards 2010). 

1.6.1. Kutanöz ve mukozal kandidoz 

Kutanöz kandidoz; nemli deri bölgeleri, üst solunum yolu ve vulvavajen 

mukozasında oluĢan yüzeyel mantar infeksiyonları olarak bilinmektedir. Daha çok      

C. albicans türü; deri, mukoza ve tırnaklarda hastalığa neden olmaktadır (Gençoğlan 

2011). Gebelik, diyabet, çok genç ve ileri yaĢlar, doğum kontrol hapları, travma 

(yanıklar, derinin maserasyonu), AIDS ve benzeri immunosupresif hastalıklar gibi 

faktörler kandidozla iliĢkilidir (Mitchell 2010). 

Oral kandidoz: Oral Candida infeksiyonları oldukça yaygın olmakla birlikte, pamukçuk 

Ģeklinde dil, damak, yanak ve diĢ etlerinde geliĢebilmektedir. Pamukçuk; epitel 

hücreleri, mayalar ve yalancı hiflerden oluĢan beyaz yamalarla karakterizedir. AIDS’li 
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hastalarda, anne sütü alan bebeklerde kanserli hastalarda, solunum yolu ile steroid 

alanlarda sıklıkla görülmektedir (Mitchell 2010). 

Özefagus kandidozu: Özofagus mukozası ve submukozasında Candida türlerinin neden 

olduğu infeksiyonlardır. Disfaji, odinofaji, substernal, boyun ön yüzü ya da 

epigastriumda hissedilen yanıcı olarak tarif edilen ağrı klinik bulguları arasında yer 

almaktadır. Daha çok AIDS hastalarında görülmekle birlikte; bazı antineoplastik 

ajanların, lokal ve sistemik steroidlerin kullanımı Candida özofajitine yatkınlığı 

arttırmaktadır (ġenol 2011).  

Sindirim kanalı kandidozu: Sindirim sistemi mukozasının yüzeyinde genellikle beyaz 

lekeler Ģeklinde görülmektedir. Mide, ince ve kalın bağırsakları da tutabilmektedir. 

Kanserli hastalarda yaygın olarak görülmektedir (Tümbay ve Karakartal 1994). 

Deri ve tırnak kandidozu: Yaygın olarak lezyonlar kasık, meme altı, koltuk altı, parmak 

araları gibi vücudun çeĢitli bölgelerinde görülmektedir. Ġmmünsuprese hastalarda ve 

normal insanlarda da görülebilmektedir. Ġnfeksiyonun oluĢması için risk faktörleri; 

nemli veya kapalı alanlar, yanık, radyasyon uygulanan alanlardır (Maenza and Merz, 

1998). 

Tırnak infeksiyonlarının %5-10’ luk kısmında etken olarak kabul edilen 

Candida’ lar; onikimikoz ve paroniĢi’ ye neden olmaktadır. Onikomikoz, tırnakta renk 

değiĢikliği ve Ģekil bozukluğu ile ortaya çıkmakta; paroniĢi ise tırnak yatağına Candida’ 

nın invazyonu sonucu oluĢmaktadır (Gençoğlan 2011).  

Vulvovajinal kandidoz (VVK): Candida, hem immunsuprese hemde sağlıklı kadınlarda 

vajina mukozasında kolonize olabilmektedir. Asemptomatik kolonizasyon aksine, 

vulvovajinal kandidozda infeksiyon yokluğunda bile,  Candida türleri bazı belirtilere ve 

enflamasyon semptomlarına neden olabilmektedir. VVK, uluslararası kabul edilen 

komplike ve komplike olmayan olgular Ģeklinde sınıflandırılmaktadır.  Komplike 

olmayan VVK; sağlıklı kadınlarda C. albicans türünün neden olduğu, sporadik veya 

seyrek olarak görülen hastalık olarak bilinmektedir. Komplike VVK, non- C. albicans 

türlerinin neden olduğu Ģiddetli VVK olarak bilinmektedir. Bu yaygın infeksiyon 

gebelik, kontrolsüz diyabet, immunsupresif tedavi ve sağlıklı kadınlarda rekürren 

vulvovajinal kandidoz (RVVK) durumlarında görülmektedir. RVVK, bir yıl içinde en 
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az dört defa infeksiyon geçirilmesi olarak tanımlanmaktadır (Sobel ve ark. 1998; 

Achkar ve Fries 2010). 

Vajinal Candida infeksiyonları en sık görülen alt genital sistem 

infeksiyonlarından olup, olguların %20-30’ unu oluĢturmaktadır (Beigi ve ark 2004). 

Kadınların %75’ inin hayatlarında en az bir defa vulvovajinal kandidoz geçirdikleri 

bildirilmektedir (Achkar ve Fries 2010). Hastaların %45’ i ise birden fazla kandidal 

vajinit atağı geçirmektedir (Balcı ve Çapar 2005). Türkiye’ de yapılan çeĢitli 

çalıĢmalarda VVK prevalansı %11-28,9 olarak saptanmıĢtır (Bengi ve ark. 2014). 

Vulvovajinal kandidozda en önemli risk faktörleri gebelik, antibiyotik tedavisi, 

cinsel yolla bulaĢan hastalıklar, immunosupresif tedaviler, kontrolsüz diyabet ve 

hormon replasman tedavileridir. Vajinal infeksiyonlarda semptomları spesifik 

olmamakla birlikte, yaygın yakınmalar arasında irritasyon, kötü kokulu akıntı, yanma,   

dizüri ve disparoni sayılabilir (Vargas ve ark. 2004) 

VVK olgularında etken olarak en sık C. albicans (%85-90) izole edilmekte;  

bunu C. glabrata (%5-10), C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr ve             

C. guilliermondii takip etmektedir. Rekürren infeksiyonları olan hasta örneklerinin 

kültürlerinden özellikle C. glabrata türü izole edilmiĢtir. Kadınların %15-20’ sinde 

asemptomatik kolonizasyon mevcuttur ve esas olarak barsak florası Candida rezervuarı 

olarak görev yapmaktadır (Göker 2011). 

Vulvovajinal kandidozda, Candida türlerinin dağılımların populasyonların 

yanısıra lokasyonlarada bağlı olarak değiĢtiği çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Vajinal 

sürüntü kültürlerde genellikle tek tür tanımlanmakta; ancak bazen (%2-5) iki veya daha 

fazla tür teĢhis edilebilmektedir. ABD, Avrupa ve Avusturalya’ da VVK’ da en sık izole 

edilen tür C. albicans (%76-89)’ tır ve bunu C. glabrata (%7-16) izlemektedir.            

non- C. albicans türlerinin ülkeler ve kıtalardaki dağılımı %11-24 oranında 

değiĢmektedir. Son yıllarda yapılan bazı çalıĢmalarda non- C. albicans türlerinin 

sıklığının arttığı rapor edilmektedir. Asya ve Afrika ülkelerinde non- C. albicans 

türlerinden, en sık C. glabrata’ nın izole edildiği belirtilmektedir. Türkiye, Hindistan ve 

Nijerya’ daki olgularda C. glabrata’ nın dağılımı %30-37 arasında değiĢtiği ve Çin’ de 

Candida türlerinin dağılımının ABD ile benzer olduğu ileri sürülmektedir (Achkar ve 

Fries 2010).  
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1.6.2. Kronik mukokutanöz kandidoz 

Kronik mukokutanöz kandidoz (KMK); erken çocuklukta baĢlayan, nadir 

görülen, deri, mukoza veya tırnaklarda Candida türlerinin neden olduğu kronik ve 

tedaviye dirençli infeksiyonlar olarak tanımlanmaktadır. KMK, T-lenfositlerin Candida 

antijenlerine yeterli immun yanıt oluĢturamamasından kaynaklanmaktadır. Hücresel 

bağıĢıklık yetersizliği ile iliĢkili bu infeksiyonlar genellikle sistemik bir yayılım özelliği 

göstermezler (Kılıç 2005).  

KMK hastalarında; Ģiddetli seyreden ve sürekli bulunan mukokutanöz Candida 

lezyonları vardır, buna yaygın tırnak tutulumu ve vajinit de eĢlik etmektedir (Hazen ve 

Howell 2009). Hastalık, tutulan tüm deri ve mukozalarda kronik infeksiyona bağlı 

deformasyonlarla sonuçlanmaktadır (Mitchell 2010).  

1.6.3. Sistemik kandidoz 

Sistemik veya invaziv kandidoz, Candida türlerinin hematojen yayılımından 

kaynaklanmakta, özellikle hematolojik maligniteli ve solid organ alıcıları gibi immun 

yetmezlikliği olan hastalarda görülmektedir. Kateter kaynaklı kandidoz, akut dissemine 

kandidoz, kronik dissemine kandidoz ve derin organ kandidozu olmak üzere dört grupta 

incelenmektedir (Pappas ve ark. 2010).  

Kateter kaynaklı kandidoz (Kandidoz): Bir veya birden fazla kan kültüründen Candida 

izole edilmesi sistemik kandidozun en sık karĢılaĢılan durumdur. Kandidoz, invazif 

kandidozu olan hastaların % 50-70’ inde karĢımıza çıkmaktadır (Akalın 2008).  

Son yıllarda giriĢimsel iĢlemlerin, immun sistemi baskılayıcı tedavi 

yöntemlerinin uygulanma sıklığının artması, geniĢ spektrumlu antibiyotiklerin yaygın 

kullanımı gibi çeĢitli nedenlerle kandidoz insidansının arttığı ileri sürülmektedir. 

Kandidoz etkeni olarak en sık C. albicans izole edildiği bildirilmekle birlikte, C. 

parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata gibi non- C. albicans türlerinin 

sıklığının da giderek arttığını gösteren çalıĢmalar mevcuttur (Öztürk ve ark. 2013). 

Akut dissemine kandidoz: Akut dissemine kandidoz; daha çok sitotoksik kemoterapiye 

veya altta yatan hematolojik maligniteye bağlı nötropenik hastalarda en yaygın görülen 

formdur. Hematojen yayılım sonucunda birçok organın tutulumu ile kandidoz 

geliĢmektedir. Önemli klinik bulguları; eritematöz veya hemorajik, palpe edilebilen bir 
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döküntüye sahiptir ve bu lezyonlar küçük damarlardaki vaskülite bağlıdır. En sık 

rastlanan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi, piyelonefrit, miyokardit, endokardit, 

endoftalmit, kutanöz apselerdir (Pappas 2006; Akalın 2008).  

Kronik dissemine kandidoz (Hepatosplenik kandidoz): Genellikle hematolojik 

maligniteli hastalarda kemoterapiye bağlı nötropeni geliĢmiĢ hastalarda ortaya çıkan 

kronik formdur (Pappas 2006). Ġnfeksiyon; akut lösemi, miyelodisplastik sendrom ve 

aplastik anemili uzun süre nötropenik kalan hastalarda daha sık geliĢmektedir (Uzun 

2006). 

Derin organ kandidozu: Candida türlerinin yayılımı bu formda sıklıkla kalp, 

meninksler, idrar yolu, deri, göz, karaciğer, dalak gibi bölgelere olmakta ve perikardit, 

miyokardit, endokardit, menenjit, üretrit, sistit, septik artrit, tenosinovit, pnömoni gibi 

infeksiyonlara neden olmaktadır (Vasquez ve Sobel 2003). 

1.6.4. Diğer Candida infeksiyonları 

Üriner sistem kandidozu: Candida türleri alt veya üst üriner sistemde infeksiyona 

neden olabilmektedir. Bu infeksiyonlar en sık kateterli hastalarda görülmektedir. Üretral 

kandidoz hem kadınlarda hem de erkeklerde görülebilmektedir (Edwards 2010). 

Son yıllarda kandidüri ve üriner Candida infeksiyon insidansında artıĢ 

gözlenmektedir. Kandidüri ya da diğer bir deyiĢle idrar örneğinde Candida saptanması, 

tanı ve tedavide zorlukların yaĢandığı bir sağlık sorunudur. Ġdrar da Candida varlığı, 

idrar örneği alımı sırasında oluĢan kontaminasyonu, mesane kolonizasyonunu, böbrek 

ve toplayıcı sistemin infeksiyonunu ya da yaĢamı tehdit edici yaygın kandidozu 

düĢündürmektedir (Avcı 2011).  

Hastane kaynaklı üriner sistem infeksiyonlarının en az %10-15’ inde etkenin 

Candida türleri olduğu bildirilmektedir (Avcı 2011). C. tropicalis, C. glabrata gibi non-

C. albicans türler sıklıkla idrardan izole edilmesine rağmen C. albicans halen en sık 

soyutlanan patojendir (Passos ve ark. 2005). 

Yapılan çalıĢmalarda kandidüriler için zemin hazırlayan faktörler; diabetes 

mellitus, uç yaĢlar, cinsiyet, üriner sistem defektleri, genitoüriner tüberküloz, malignite, 

kronik böbrek yetmezliği, nötropeni, immunsüpresif tedavi, antimikrobiyal kullanımı, 

üriner kateter ya da üreteral stent gibi üriner sisteme uygulanılan yabancı Cisimler, 
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hemodiyaliz, cerrahi giriĢim ve böbrek transplantasyonu olarak bildirilmektedir 

(Nayman Alpat ve ark. 2011). 

Merkezi sinir sistemi kandidozu: Santral sinir sistemi tutulumuna sık rastlanmamakla 

birlikte, genellikle dissemine kandidozun bir komplikasyonu olarak ortaya çıkmaktadır. 

Candida türleri hematojen yayılım ile infeksiyona neden olabilirken, travma sonucu 

mantarın santral sinir sistemine inokülasyonu ile de ortaya çıkabilmektedir. Prematüre 

yenidoğanlar ve nöroĢirurji hastaları gibi iki özel hasta grubunda risk özellikle 

artmaktadır. C. albicans (%70-100) en sık izole edilen etkendir. C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis türleri C. albicans’ ı izlemektedir. Son zamanlarda 

yetiĢkinlerde görülen Candida menenjitlerinde etken olarak C. tropicalis’ te artıĢ 

görüldüğü rapor edilmektedir (Goldani ve Santos 2010; Yılmaz 2011). 

Solunum sistemi kandidozu: Candida türlerine bağlı pnömoni Ģeklinde geliĢmektedir. 

Pnömoni, sıklıkla lokal veya nodüler diffüz infiltratlar Ģeklinde olmaktadır. Etkenin 

akciğerlerde endobronĢial inokülasyonu sonucu lokal diffüz bronkopnömoni veya 

yaygın infeksiyon sırasında geliĢen intertisyel pnömoni görülmektedir. Ayrıca, 

bronĢiyal infeksiyon, larenjit, epiglottite de neden olabilir (Edwards 2010). 

1.7. Candida İnfeksiyonlarının Epidemiyolojisi 

Candida türleri doğada yaygın olarak bulunan maya mantarlarıdır. Birçok bitkide, 

hava, su ve toprakta, cansız objelerde, yiyecekler üzerinde ve hastane ortamında da 

kolaylıkla canlılıklarını sürdürebilirler. Ġnsan florasında; gastrointestinal sistem baĢta 

olmak üzere, deri, ağız mukozası ve vajina mukozası olmak üzere çeĢitli bölgelerden 

izole edilebilir. Hem ağız hem de gastrointestinal sistemin diğer bölgelerinden en fazla 

izole edilen tür C. albicans (%50-70) olmakla birlikte,  C. glabrata %7-9, C. tropicalis 

%2-7, C. parapsilosis %2-5, C. krusei %2-3, C. kefyr %0,1-1 ve C. guillermondii %0,4-

0,7 oranında rastlanmaktadır (Ener 2011). 

Yoğun kolonizasyonu nedeniyle her türlü hasta örneğinden izole edilebilen 

Candida türlerinin herhangi bir klinik örnekteki varlığı; çevresel kontaminasyon, 

kolonizasyon ya da aktif infeksiyona bağlı olabilmektedir. Bu nedenle Candida 

infeksiyonlarında en değerli örnekler; kan, steril vücut sıvıları, deri, mukoza, iç 

organlardan alınabilen biyopsi örnekleridir ve Candida infeksiyonlarının 

epidemiyolojisi bu örneklerdeki üremelere dayandırılmaktadır (de Hoogs ve ark. 2000). 



19 
 

Candida infeksiyonlarında endojen ve ekzojen faktörler rol oynamaktadır. 

Çoğunlukla hastalığa kiĢinin kendi florası kaynak oluĢturmaktadır. Gastrointestinal 

sistem kolonizasyonu çok önemli olmakla beraber, deri kolonizayonu da özellikle 

damariçi kateteri olan hastalarda önemlidir. Ayrıca sağlık personeli ve hastadan hastaya 

geçiĢ yolu ile de geliĢmiĢ bazı olgular rapor edilmiĢtir (Ener 2011). 

Ġnvaziv mantar infeksiyonlarında izole edilen en yaygın tür C. albicans olmasına 

rağmen, non-C. albicans türlerine bağlı infeksiyon sıklığı da gittikçe artmaktadır. Kuzey 

Amerika’ da büyük tıp merkezlerinde 2019 hasta ile yapılan bir çalıĢmada;               

non- C. albicans türlerin üstünlüğü gözlenmekle birlikte, en sık C. albicans, sırasıyla  

C. glabrata ve diğer non-C. albicans türleri izole edilmiĢtir. Epidemiyolojideki bu 

değiĢiklik ciddi immunsupresyon, prematürite, hastaların geniĢ spektrumlu 

antibiyotiklere maruz kalması ile iliĢkilendirilmektedir (Horn ve ark. 2009). Avrupa 

ülkelerinde yapılan bir analizde; kandidoz vakalarının yarıdan fazlasına C. albicans 

türünün neden olduğu ve diğer non- C. albicans kandidoz infeksiyonlarında etken 

olarak olguların %14’ ünde C. glabrata ve C. parapsilosis, %7’ sinde C. tropicalis, %2’ 

sinde C. krusei varlığı gösterilmiĢtir (Tortorano ve ark. 2006). Epidemiyolojideki 

değiĢiklikler Latin Amerika ülkelerinde de gözlenmiĢtir. ġili’ de, C. albicans 

prevalansında değiĢiklik ve non-C.albicans türlerinin neden olduğu infeksiyonlarda da 

artıĢ saptanmıĢtır. Etken olarak en sık C. parapsilosis türü, bunu C. tropicalis ve          

C. glabrata türleri takip etmiĢtir. Aynı çalıĢmada tüm izolatların amfoterisin B’ ye 

duyarlı, ancak C. glabrata suĢlarının %50’ sinin flukonazole dirençli olduğu tespit 

edilmiĢtir (Ajenjo ve ark. 2011). Brezilya’ daki kandidoz çalıĢmalarında ise; olguların 

%40,9’ unda etkenin C. albicans olduğu, bunu sırasıyla C. tropicalis (%20,9), C. 

parapsilosis (%20,5) ve C. glabrata (%4,9)’ nın takip ettiği bildirilmiĢtir (Colombo ve 

ark. 2006; Nucci ve ark. 2010; Sardi ve ark. 2013). 

 

Ülkemizde yapılan kandidoz çalıĢmalarının çoğu tek merkezli çalıĢmalardır. Bu 

çalıĢmalardan elde edilen kısıtlı bilgiler sonucunda C. parapsilosis türü C. albicans’ tan 

sonra ikinci sırada karĢımıza çıkmaktadır. Ancak kesin bilgilere ulaĢabilmek için, 

Türkiye genelinde tüm merkezlerin olduğu prospektif çalıĢmalar yapılmalıdır (Ener 

2011). 

 

http://tureng.com/search/premat%C3%BCrite
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1.8. Candida Türlerinin İdentifikasyonu 

Candida türlerinin birçoğunun normal flora elemanı olmaları nedeniyle, izole 

edilen her mayanın tanımlanması gerekli değildir. Ancak; kan, beyin omurilik sıvısı 

(BOS) ve diğer steril vücut sıvılarını ile biyopsi dokusundan soyutlananlar, bir örnekte 

yoğun miktarda saptanan mayalar, immunsuprese hastalardan tekrarlayan izolatlar ve 

mikoz etkeni olduğu düĢünülen mantar türlerinin identifikasyonu mutlaka yapılmalıdır. 

Candida infeksiyonlarının tanısı için incelenecek örnekler; kan, BOS, idrar, aspirat, 

solunum yolu örnekleri, doku biyopsi örnekleri, ağız ve vajen sürüntü örnekleri, saç-

tırnak-deri örnekleri olarak sayılabilir (Yıldıran 1999). 

 Klinik örneklerden izole edilen mayaların identifikasyonunda çeĢitli yöntemler 

kullanılmaktadır. Bunlar geleneksel yöntemler, hızlı identifikasyon testleri, yağ asidi 

metil esterleri (FAME) analizi, serolojik yöntemler ve moleküler yöntemler olarak 

gruplandırılabilinir (Neppelenbroek ve ark. 2014).  

1.8.1. Geleneksel yöntemler  

Candida türlerinin geleneksel yöntemlerle identifikasyonu morfolojik ve fiziksel 

özelliklerine dayalı yapılmaktadır (Cardenes ve ark. 2004). Kültür ortamından ayrılan 

Candida izolatları için germ tüp testi, klamidospor oluĢturma yetenekleri, karbonhidrat 

asimilasyon ve fermentasyon testleri kullanılmaktadır (Alam ve ark. 2014). 

1.8.2. Germ tüp (Çimlenme borusu) testi 

Germ tüp testi Candida’ ların identifikasyonunda ilk adımdır. Hızlı sonuç veren, 

uygulaması kolay, C. albicans’ ın diğer Candida’ lardan ayrılmasını sağlayan basit ve 

çok değerli bir testtir. Ancak C. albicans kökenlerinin hepsinde pozitif olmayıp yalancı 

pozitiflik olabilmektedir. C. albicans kökenlerinin %95-97’ si germ tüp oluĢturmakla 

birlikte, C. stellatoidea türü de germ tüp üretmektedir. C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei 

türlerinde de pseudogerm tüp oluĢumu görülebilir. Germ tüp blastospordan orijin alan 

baĢlangıç noktasında hiç daralma olmayan ve uzunluğu boyunca hiç kabarıklık 

yapmayan bir filament olarak görülmektedir.  Pseudogerm tüp de ise daha büyük 

blastospor vardır ve hif ile bağlantı bölgesinin daha belirgin olduğu gözlenmektedir. 

(Helvacı ve ark. 1992). 
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Germ tüp testi için 24-48 saatlik saf ve taze kültürlerin kullanılması, optimal 

koĢulların sağlanması da önemlidir. Çimlenme borusu oluĢumu; sıcaklık, inokülasyon 

konsantrasyonu, ortamın içeriği, pH, bakteriyel kontaminasyon, Candida türleri ve 

suĢları gibi çeĢitli faktörlerden etkilenebilmektedir (Neppelenbroek ve ark. 2014).  

Çimlenme borusu testi için insan serumu, sığır serum albumin, koagüle tavĢan 

plazması, koyun serumu gibi çeĢitli peptonlu besiyerleri kullanılabilir. Germ tüp 

oluĢumunu gözlemlemek için, test edilecek izolat serum içerisine aktarılır ve 37°C’ de 3 

saat inkübe edilir. Ġnkübasyon sonrası, maya-serum süspansiyonundan bir damla 

alınarak lam-lamel arasında,  germ tüp varlığı açısından mikroskobik olarak incelenir 

(Hazen ve Howell 2009). Germ tüp deneyi için rutinde insan serumu tercih 

edilmektedir. Ġnsan serumu yapılan çalıĢmalarda 2 saat ve üstü inkübasyon süresinde,  

%98 duyarlılık ve %100 özgüllük saptanmıĢtır (Hilmioglu ve ark. 2007). 

 

1.8.3. Hif, blastospor ve klamidospor yapımı 

Klamidospor oluĢumu; C. albicans, C. dublinensis ve nadiren C. tropicalis’ in 

bazı suĢlarına ait bir özelliktir. (Gutierrez ve ark. 2002; Kim ve ark. 2002). Dalmau 

ekim tekniği ile C. albicans izolatlarının terminal ve kısa yan dallar üzerinde bulunan; 

büyük, ıĢığı yansıtabilen klamidosporları kolaylıkla ayırt edilebilmektedir. Bu yapıların 

besin tüketimine bağlı olarak ortaya çıktığı düĢünülmektedir (Shin ve ark. 1999). Mısır 

unlu (corn meal)-tween 80 agar ve pirinç unu-tween 80 agar en iyi klamidospor 

indükleyici besiyerleri olarak bilinmesine rağmen; Wolin Bevis agar, Oxgall agar veya 

Czapek Dox-Tween 80 agar kazein agar, Staib agar, tütün agar baĢka besiyerleri de 

önerilmektedir (Buckley 1989; Staib ve Morschhauser 2007; Neppelenbroek ve ark. 

2014).  

Besiyerine yeni üremiĢ bir koloniden öze ile alınıp öze 45 derecelik açı ile 

tutularak besiyeri yüzeyine üç paralel çizgi (Dalmau ekimi) çekilir ve agarın yüzeyi, 

inokülasyon çizgilerini örtecek Ģekilde steril bir lamel ile kapatılır. Oda sıcaklığında 

(25-27°C) 24-72 saat inkübe edildikten sonra mikroskobik olarak incelenir. Besiyerinin 

derinliğine ekim yapılması, kapatılan lamel ile ortamın oksijeninin azaltılması ve tween 

80’ in yüzey gerilimini düĢürmesi klamidospor ve pseudohif yapımını arttırmaktadır. Bu 

yöntem ile mayaların oluĢturdukları gerçek ve yalancı hifler, blastokonidyalar, 
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klamidosporların yapı ve yerleĢimlerine göre tür düzeyinde tanımlama yapılmaktadır 

(Yıldıran 1999; Larone 2011). 

1.8.4. Kromojenik besiyerleri ile identifikasyon 

Kromojenik besiyerleri primer izolasyon ve identifikasyon amacıyla 

kullanılmaktadır. Farklı Candida türlerinin varlığını göstermeleri ve özellikle               

C. albicans olmak üzere erken dönemde hızlı tanımlama yapmaları açısından oldukça 

yararlı olmaktadırlar (Metin 2011). Bu özel besiyerlerinde mayalar tarafından salgılanan 

enzimlerle reaksiyon sonucu, çeĢitli kromojenik substratların parçalanan ürünlerinden 

ortaya çıkmasına bağlı olarak farklı morfoloji ve değiĢik renkte koloni oluĢumu 

sağlamaktadırlar. Böylelikle türe özgü renk ve koloni özelliklerine bakılarak mayaların 

identifikasyonu yapılabilmektedir (Nadeem ve ark. 2010).  

Albicans ID (Bio Merieux, Marcy Etoile, France), Candichrom albicans 

(International Mycoplasma, Toulon Cedex-France), Candida Ident Agar (Sigma-

Aldrich-USA) Candiselect (Sanofi Diagnostics Pasteur), CHROMagar Candida (BBL), 

MAST ID-CHROMagar Candida (Mast Diagnostics, United Kingdom),  BiGGY agar 

(Oxoid, Basingstoke, Ġngiltere), Fluoroplate Candida (Merck, Almanya), Fungiscreen 

4H (Sanofi Diagnostics Pasteur), Murex Candida albicans (Murex Diagnostics, A.B.D.), 

Brillance Candida Agar (Oxoid, Basingstoke, Ġngiltere) gibi çeĢitli kromojenik 

besiyerleri bulunmaktadır. Kromojenik besiyerleri ile yapılan çalıĢmalarda duyarlılık ve 

özgüllüklerinin yüksek olduğu ileri sürülmektedir (Freydiere ve ark. 1997; Ellepola ve 

Morrison 2005). 

1.8.4.1. CHROMagar Candida 

CHROMagar Candida besiyeri mantarların izolasyonu ve tanımlanmasında 

kullanılan seçici bir besiyeridir. Ġçeriğinde bir β-N-acetylhexosaminidase substratı ile 

bir fosfataz bulunmaktadır. Kromojenik maddelerle türler farklı renkte koloniler 

oluĢturmaktadır. C. albicans sarı-yeĢil ile mavi-yeĢil koloniler, C. krusei soluk pembe 

ile mor pürüzlü koloniler, C. tropicalis ise koyu mavi ile mavimsi yeĢil veya metalik 

mavi koloniler oluĢturmaktadır (Odds ve Bernaerts 1994). C. famata, C. firmetaria, C. 

guilliermondii, C. inconspicua, C. kefyr, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis ve 

C. parapsilosis gibi non- C. albicans türleri; doğal renklerini (krem) geliĢtirebilir veya 
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pembe veya açık ila koyu leylak görünebilir (Pfaller ve ark. 1996). Bu besiyerinin diğer 

avantajı ise, farklı renklerde koloni görünümleri sebebiyle karma maya kültürlerinin 

kolay saptanmasına izin vermektedir (Odds ve Bernaerts 1994). 

CHROMagar üzerindeki Candida kolonileri bir gecelik inkübasyondan sonra 

oldukça küçük olduğundan renklerine bakılarak tanımlamazlar. Bu yüzden renklerinin 

gözlenebilmesi için 48 saatlik inkübasyon tavsiye edilmektedir (Pincus ve ark. 2007). 

CHROMagar Candida diğer kromojenik besiyerleri karĢılaĢtırıldığında; tanıda oldukça 

hızlı ve etkili olduğu, ayrıca birçok çalıĢmada duyarlılık ve özgüllüğünün %100’ e 

yakın oranlarda olduğu bildirilmektedir (Momani 2000; Iyampillai ve ark. 2004; 

Yücesoy ve ark. 2005). 

1.8.4.2.Candida Ident agar (Candida ID) 

Candida Ident Agar (Candida ID); β-N- acetylgalactosaminidase substratı içeren 

seçici bir besiyeridir. KarıĢık maya popülasyonlarını içeren klinik örneklerin 

kullanılmasında yararlıdır. Koloniler,  30°C’ de 24-48 saat inkübasyondan sonra ayırt 

edilebilmektedir.  C. albicans açık yeĢil renkte düz koloniler, C. tropicalis mavi ile 

metalik mavi renkte koloniler, C. krusei mor renkte kabarık koloniler, C. glabrata ise 

krem-beyaz renkte koloniler oluĢturmaktadır. (Rousselle ve ark. 1994). 

1.8.4.3. Bismuth Sulfite-Glucose-Glycine Yeast (BIGGY) agar  

BIGGY agar (Nickersen agar) içeriğinde bulunan bizmut sülfiti, Candida 

cinsinden mayalar kullanarak kahverengiden siyaha kadar değiĢebilen renkte koloniler 

oluĢturmaktadır. Ekimi yapılan örnekler 30°C’ de 48-72 saat inkübasyon sonucunda 

siyah-kahverengi mat koloniler C. albicans, koyu kahverengi ve siyah merkezli 

koloniler C. tropicalis, gümüĢü-kahverengi-siyah merkezli koloniler C. krusei ve koyu 

kırmızı-kahve parlak renkte koloniler C. kefyr olarak değerlendirilmektedir (Kalkancı 

ve ark. 1999; AktaĢ ve ark. 2001). 

1.8.4.4. Brillance Candida agar (Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA))  

Brillance Candida agar içeriğinde bulunan iki kromojen hedef aldığı enzimlerle 

etkisini gösterir. Besiyeri; heksoz aminidaz ve alkalen fosfataz aktivitesini saptamak 

için 5-bromo-4-kloro-3-indol/N-asetil beta-D-glukozamid ve 5-bromo-6-kloro-3-indol 
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fosfat p-toludin tuzu substratlarını içmektedir. Hazırlanan besiyerine ekim yapılan 

izolatlar 30°C’ de 48-72 saat inkübasyon sonucunda renklerine göre yorumlanmaktadır. 

Heksoz aminidaz aktivitesi gösterenler C. tropicalis koyu mavi, C. albicans ve C. 

dubliniensis yeĢil renkte, alkalen fosfotaz aktivitesi gösterenler C. krusei kuru pembe 

renkte, C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis ve C. lusitaniae ise bej, sarı, kahverengi 

renkte koloniler oluĢturmaktadırlar (Baixench ve ark. 2006). 

1.8.5. Biyokimyasal identifikasyon 

Karbonhidrat fermantasyon testleri: Fermentasyon testleri genellikle sıvı ortamlarda 

yapılır ve CO2 veya alkol üretimine göstermeye yönelik anaerobik testlerdir 

(Neppelenbroek ve ark. 2014). Gaz oluĢumu fermentasyon göstergesidir ancak 

besiyerinin pH’ı değiĢmeyebilmektedir. Bu test Cryptococcus ve Rhodotorula türlerinin 

ayrımında kullanılmaktadır (Hazen ve Howell 2009).  

Üreaz testi: Bazı mayalar üreaz enzim aktivitesi göstererek, üreyi parçalayıp amoyak 

oluĢturmaktadırlar. Candida türlerin neredeyse tümü üreaz negatitifken, C. krusei ve   

C. lipolytica’ nın bazı suĢları üreyi hidroliz edebilmektedir (Hazen ve Howell 2009). 

Nitrat asimilasyon testi: Mayaların azot kaynağı olarak nitrojeni kullanma yeteneklerini 

ortaya çıkarmaktadır. Cryptococcus, Rhodotorula ve Pichia türlerinin tanımlanmasında 

kullanılabilir (Hazen ve Howell 2009). 

Karbonhidrat asimilasyon testleri: Tür düzeyindeki identifikasyonunda kullanılan 

karbonhidrat asimilasyon testlerinde, mayaların oksijen varlığında karbon kaynağı 

olarak spesifik bir karbonhidratı kullanma yetenekleri değerlendirilmektedir. Bu test; 

Wickerham yöntemi, oksanografık yöntem ve ticari tiplendirme kitleri gibi değiĢik 

yöntemler kullanılarak yapılabilmektedir (Yıldıran 1999).  

1.8.6. Hızlı identifikasyon testleri 

Maya türlerinin tanımlanmasında kolay uygulanabilen ve kısa sürede sonuç 

veren hızlı tanımlama testleri olarak ticari kitler geliĢtirilmiĢtir. API Yeast Identification 

System (Analytab product), Uni Yeast Tek (Flow laboratories), Abott Yeast 

Identification System (Abott Diagnostic), ATB ID 32C (Biomerieux-Fransa), API 20C 

AUX(Biomerieux-Fransa), API ID 32C (Biomerieux-Fransa), Auxacolor (Biorad-
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Fransa), API Candida (Biomerieux-Fransa), Baxter MicroScan Yeast Identification 

Panel (Baxter MicroScan-USA), Microring YT system (MYT-USA) RapID Yeast Plus 

(Innovative Diagnostic-ABD) ve VITEK 2 ID-YST (Biomerieux-Fransa) bunlardan 

bazılarıdır. Bu kitlerde Candida türlerinin identifikasyonu asimilasyonu/fermentasyon 

özelliklerine göre yapılmaktadır. API ID 32C, VITEK YBC ve VITEK 2 ID-YST 

otomatize olarak okunan sistemlerdir (Pincus ve ark. 2007; Neppelenbroek ve ark. 

2014). 

1.8.6.1. VITEK 2 ID-YST Sistem 

Vitek 2 ID-YST sistemi; 47 floresan biyokimyasal testler birlikte 64 kuyucuklu 

ikinci nesil otomatik bir sistemdir. YST kart, biyokimyasal metodlar ve yeni 

geliĢtirilmiĢ substratlara dayalı bir sistemden oluĢmaktadır. Bu kart, 20 karbonhidrat 

asimilasyon testi (L-Malate, Erythritol, Glycerol, Arbutine, Amygdaline, D-Galactose, 

Gentiobiose, D-Glucose, Lactose, D-Cellobiose, D-Maltose, D-Raffinose, D-Mannose, 

D-Mellibiose, D-Melezitose, D-Sorbose, L-Rhamnose, Xyliyol, D-Sorbitol, 

Saccharose/Sucrose), 6 organik asit asimilasyon testi, 4-methylumbelliferone ile birlikte 

oksidazları belirlemek için 8 substrat, 7-amino-metilkumarin ile birlikte özellikle 

arylamidase varlığı için 9 substrat ve 4 çeĢitli test içermektedir. YaklaĢık 15 saat içinde 

sonuç verebilen bu sistemin doğru identifiye etme oranının %98,9 olduğu ileri 

sürülmektedir (Graf ve ark. 2000; Barnett ve ark. 2000). 

1.8.7. Yağ Asidi Metil Esterleri (FAME) analizi 

FAME analizi için kullanılan Mikrobiyal Ġdentifikasyon Sistemi (MIS); yağ 

asidi profillerine dayalı olarak bakteri, mikobakteri, çevresel ve klinik örneklerden izole 

edilen mantarların identifikasyonu için kullanılan otomatik gaz kromotografisi (GC) 

sistemidir (Crist ve ark. 1996; Teng ve ark. 2004). Bu sistemde türlerin ayrımı için; yağ 

asitleri metil esterleri (FAME), dimetil asetiller (DMA), aldehitler ve bilinmeyen 

bileĢikler gibi 140’ dan fazla farklı bileĢik veritabanında tanımlı Ģekilde bulunmaktadır 

(Teng ve ark. 2004). 

MIS programı; 9’la 20 C atomu içeren yağ asitlerini, mikroorganizmaların yağ 

asidi metil esterlerini nicelendirme ve identifikasyonunu analiz edebilmektedir. 

Sistemde bulunan veritabanıyla yağ asidi kompozisyonları ve iyi karakterize edilmiĢ 
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suĢların FAME profillerini karĢılaĢtırıp araĢtırmaktadır. Diğer identifikasyon 

metodlarıyla fiyat ve zaman açısından karĢılaĢtırıldığında FAME analizinin daha 

kullanıĢlı olduğu ileri sürülmektedir (Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000). 

Bazı yağ asitleri belli mikroorganizmalarda bulunmaktadır ve bunlar 

kemotaksonomi çalıĢmalarında biomarkır olarak kullanılmaktadır (Devi ve ark. 2006). 

Yapılan çalıĢmalarda hücrenin gaz kromatografisiyle çıkarılan FAME profilleri, klinik 

ve endüstri alanlarında önemli maya türlerinin identifikasyonu için hızlı ve güvenilir 

olduğu kanıtlanmıĢtır (Botha ve Koch 1993; Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000). 

1.8.8. Serolojik Testler 

Mantar infeksiyonlarının tanısında serolojik testler,  hastanın tedaviye cevabının 

değerlendirilmesinde ve hastalık ilerlemesinin gösterilmesinde kullanılabilmektedir. Son 

yıllarda hasta serumu ve vücut sıvılarında Candida antikorlarını, antijenlerini ve 

metabolitlerini saptayan serolojik testler geliĢtirilmiĢtir (Özkütük 2011). 

Antikor arama testlerinde; C. albicans hücre duvarının önemli bir polisakkariti 

olan mannan, 230-250 kDa’ luk germ tüp hücre duvar mannoproteini, blastospor hücre 

duvarı, miselyum hücre duvarı, çeĢitli sitoplazmik antijenleri, sekrete edilen aspartil 

proteinaz (SAP) ve enolaz gibi çeĢitli antijenler kullanılmaktadır. Bu testlerin duyarlılık 

ve özgüllüklerinde farklı sonuçlar görülmektedir (Ellepola ve Morrison 2005).  

Antijen arama testlerinde en çok kullanılan antijenik yapı mannandır. Mannan, 

C. albicans’ın temel hücre duvar mannoproteini olup, tanımlayıcı bir antijendir. Bu 

antijen ısıya, kaynatmaya, proteinazlara ve asidik pH’ a dayanıklıdır. Bu nedenle 

istenmeyen antijen-antikor kompleksleri bu yöntemlerle uzaklaĢtırılabilmektedir. 

Serumda mannan antijenlerini saptamaya yönelik ELISA ve lateks aglutinasyon temelli 

ticari testler bulunmaktadır (Özkütük 2011). 

Metabolit saptayan testlerde ise; Candida türleri tarafından salgılanan               

D-arabinitol serum veya idrarda oluĢturulabilen bir metabolittir ve saptanarak 

tanımlama yapılabilmektedir. Bazı hasta gruplarında arabinitol birikimi olmaktadır. Bu 

yüzden D-arabinitol seviyesinin D-arabinitol / kreatinin oranı Ģeklinde verilmesinin 

daha uygun olduğu belirtilmektedir (Özkütük 2011). 
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Serolojik tanı,  duyarlılık ve özgüllük yönünden zayıf kalmaktadır. Ayrıca 

immun sistemi baskılanmıĢ hastalarda, antikor üretimi değiĢkenlik gösterdiği için tanıyı 

zorlaĢtırmaktadır (Wahyuningsih ve ark. 2000). 

1.8.9. Moleküler yöntemler  

Patojen mantarların kısa sürede ve doğru olarak tanımlanması oldukça 

önemlidir. Özellikle antifungal ajanlara dirençli olan bazı mantarların tür düzeyinde 

identifikasyonu önemli bir gereksinimdir. Bu nedenle Candida türlerinin doğru ve hızlı 

identifikasyonu, uygun antifungal tedaviye erken dönemde baĢlanması açısından önem 

taĢımaktadır (Sullivan ve Coleman 2002). Son zamanlarda mantarların 

identifikasyonunda moleküler yöntemlerin kullanımı artıĢ göstermektedir. Bazı 

mantarlar PCR ve spesifik problarla tür düzeyinde tanımlanabilmektedir. Ayrıca nested 

PCR, multipleks PCR, real time PCR,  spesifik problarla hibridizasyon ve dizi analizi 

yöntemleri identifikasyonda kullanılmaktadır (Koç 2007). 

 Moleküler yöntemler; Candida’ ların cins ve tür düzeyinde tanımlanmasında, 

virulans faktörlerinin genotipik olarak saptanmasında, epidemiyolojik 

tiplendirmelerinde, genom baz dizilerinin ortaya çıkarılmasında, mutasyonların 

belirlenmesinde ve filogenetik analizleri için kullanılmaktadır (Saraçlı 2002; Saghrouni 

ve ark. 2013).  

Patojen mantarların moleküler tanısı, ya doğrudan hasta örneği ya da kültür 

ortamından gerçekleĢtirilebilir. Ġnfeksiyon etkeni olan mantarların tür düzeyinde 

tanımlanmasında en yaygın kullanılan DNA bölgeleri; küçük (SSU-18S) ve büyük 

ribozomal alt üniteleri (LSU-26S) arasında yer alan türe özgül internal transcribed 

spacer (ITS) ve büyük ribozomal alt ünitesinin D1/D2 bölgeleridir (ġekil 1.1). Bu 

bölgeler tür düzeyinde farklılıklar gösteren yeterli zincir heterojenitesi içermesinden 

dolayı mantarları tür düzeyinde tanımlamak ve olası mutasyonel değiĢiklikleri saptamak 

için daha uygundur. Mantarların genotiplendirme çalıĢmalarında, protein kodlayan 

intron bölgeler ve ribozomal DNA (rDNA) gibi protein kodlamayan gen bölgeleri hedef 

olarak kullanılmaktadır. ITS’ nin yanı sıra en çok tercih edilen gen bölgeleri; aktin geni, 

kitin sentetaz geni, mitokondriyal sitokrom b ve p450 bölgeleridir (Susever ve 

Yeğenoğlu 2011).  
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Şekil 1.1. Fungal rDNA Bölgesi (http://www.melkonian.uni-

koeln.de/research_phylogeny_about.htm) 

 

Kodlanmayan iki değiĢken bölgeden meydana gelen ITS bölgesi, SSU ile 5.8S 

alt birimi arasında (ITS1 bölgesi) ve de LSU rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasındaki 

bölgede (ITS2 bölgesi) yer almaktadır. ITS bölgesi; oldukça korunmuĢ bir rRNA alt 

birimidir ve çok değiĢkenli bölgeler içermektedir. Ayrıca bu bölge küçüktür (500-800 

baz çifti) ve tek bir primer çifti ile çoğaltılabilmektedir (White ve ark. 1990; Lee ve 

Taylor 1992). Morfolojik açıdan farklı olan türler arasında değiĢken olabilmesinden 

dolayı da tür düzeyinde identifikasyonu kolaylaĢtırmaktadır. Bu nedenle bu bölge hedef 

alınarak tasarlanan primerler ile yapılan PCR’ ın duyarlılığı da artmaktadır (Abacı ve 

Haliki 2005). Yapılan çalıĢmalarda maya türleri arasındaki farklılığın saptanması ve 

hızlı tanımlamaları için ITS bölgesinin kullanılabileceği vurgulanmıĢtır (Tarr 2004). 

Son zamanlarda YaĢam Barkot Konsorsiyumu (Consortium for the Barcode of Life) 

tarafından ITS bölgesi sekansının bir primer mantar barkod markerı olduğu öne 

sürülmüĢtür (Schoch ve ark. 2012). 

Mantarların büyük ribozomal alt ünitesinde (LSU-26S) bulunan D1/D2 bölgeleri 

yaklaĢık 600 baz çifti büyüklüğündedir. D1/D2 bölgesindeki 6 veya daha fazla (%1) 

nükleotidin farklı olması, izolatların farklı türler olduğunu göstermektedir (Kurtzman ve 

Robnett 1998). Birçok maya türü ile yapılan çalıĢmalarda D1/D2’ deki sekans 

farklılığından türlerin identifikasyonun yapılabileceği ileri sürülmüĢtür (Kurtzman ve 

Robnett 1998; Fell ve ark. 2000). Mayaların tanımlanmasında D1/D2 bölgesinin 

sekansının kullanımı gittikçe artmaktadır ve Frutos ve ark. bu bölgenin maya 

taksonomisinde evrensel kabul edileceğini öne sürmektedir (Scorzetti ve ark. 2002; 

Frutos ve ark. 2004). Bazı çalıĢmalarda konvansiyonel yöntemlerle daha önce 

http://www.melkonian.uni-koeln.de/research_phylogeny_about.htm
http://www.melkonian.uni-koeln.de/research_phylogeny_about.htm
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tanımlanamayan bazı türlerin bu bölgeyle yeni tür olarak identifikasyonlarının 

yapılabildiği ileri sürülmüĢtür (Kurtzman 2000). D1/D2 sekanslarıyla oluĢturulan geniĢ 

kapsamlı veritabanıyla, daha kolay, pratik ve güvenilir identifikasyonun yapılabileceği 

düĢünülmektedir (Kurtzman 2001; Abliz ve ark. 2004). 

 Ribozomal RNA (rDNA) gen kompleksi polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) 

dayalı birçok yöntemde hedef bölgeler olarak kullanılmaktadır. Çünkü bütün 

mikroorganizmalarda bulunan bu gen kompleksinin 100-200 kopyası bulunmakta ve 

oldukça korunmuĢ domainler içermektedir. Bu yüzden mantarlar için evrensel PCR 

primerler tasarlanabilmektedir (White ve ark. 1990; Taverna ve ark. 2013). 

1.8.9.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

PCR; özgül bir gen bölgesinin uç kısımlarına bağlanan iki sentetik oligonükleotit 

öncül (primer) ve Taq DNA polimeraz kullanılarak yapılan amplifikasyon iĢlemidir. 

Tanısal PCR’ ın özgüllüğü, çoğaltım (amplifikasyon) için uygun hedef dizisinin 

belirlenmesiyle gerçekleĢmektedir. Özgüllük farklı cinsler veya türlerin DNA dizileri ile 

hedef dizi arasındaki homolojinin derecesi ile belirlenmektedir. Örneğin, infeksiyonun 

bakteriyel veya mantar orijinli olup olmadığını anlamak için tüm mantarlarda evrensel 

olarak bulunan yüksek oranda korunmuĢ bir gen bölgesi uygun hedef dizi olacaktır. 

Cins veya tür düzeyinde tanı fungal DNA identifikasyonu için çeĢitli PCR çoğaltım 

ürünü saptama metodu kullanılmaktadır (Trtkova ve Raclavsky 2006). 

Risk grubunda bulunan hastalar için PCR yöntemi ile erken tanı konulup uygun 

tedaviye baĢlanması çok önemlidir. Bu hasta grubunda PCR yöntemi daha hızlı sonuç 

verdiği için avantajlı bir yöntemdir. Kültüre dayalı yöntemlerle Candida saptanması için 

48 saat gerekirken, tür tanımlaması da 48-72 saat sürmektedir. PCR ile 8 saat içerisinde 

bu sonuca ulaĢılabileceği bildirilmiĢtir (Wahyuningsih ve ark. 2000). 

Mantarların karakterizasyonunda PCR temelli birçok yöntem bulunmaktadır. 

Kullanılan bazı yöntemler; Restriksiyon Enzim Analizi (REA), Rastgele ÇoğaltılmıĢ 

Polimorfik DNA (RAPD), Amplifiye OlmuĢ Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi 

(AFLP), Elektroforetik Karyotipleme (EK), DNA Microarray Yöntemi, Tek Nükleotid 

Polimorfizmi (SNPs), Multilokus Dizi Tiplendirmesi (MLST) ve DNA dizi analizi 

yöntemleridir (White ve ark. 2005; Kiraz 2015). 
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1.8.9.1.1. Restriksiyon Enzim Analizi (REA) 

REA, rDNA amplifikasyon ürünlerinin elde edilmesini gerektiren yöntemlerden 

birisidir. Candida türlerinin genotiplerinin araĢtırılması amacıyla ilk kullanılan yöntem 

olup, Candida infeksiyonlarında moleküler epidemiyolojik amaçlı çalıĢmalarda yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Hazen ve Howell 2009).  

REA yönteminde kullanılan restriksiyon endonükleazlar (RE), kısa DNA 

dizilerini özgül olarak tanıyan ve bu dizilere yakın bölgelerden veya bu diziler içindeki 

özgül bölgelerden DNA’ yı kesen yapılar olup, büyük bir kısmı bakterilerden elde 

edilmiĢtir. Bu enzimler, DNA tanıma bölgesi ve katalitik bölge olmak üzere iki 

fonksiyonel alt birimden oluĢmaktadır. DNA tanıma bölgesi özgül bölgeyi tanır ve 

katalitik bölgeyi buraya yerleĢtirir. Tanıma dizisine yerleĢen katalitik bölge de DNA 

heliksinin fosfodiester bağlarını kırar. Uygulanması basit bu yöntem, pürifikasyon ve 

sonrasında DNA’ nın özgül restriksiyon enzimleri ile kesilmesi esasına dayanır. Kesim 

sonrası oluĢan DNA parçacıkları agaroz jelde elektroforez yöntemi ile ayrılıp, etidyum 

bromür ile boyanarak ortaya çıkan bant patternleri görsel olarak karĢılaĢtırılmaktadır 

(Sullivan ve Coleman 2002; Trost ve ark. 2004). 

1.8.9.1.2. Amplifiye Olmuş Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) 

AFLP yöntemi; genomik DNA’ nın enzimlerle (RE) kesimi sonucunda oluĢan 

parçaların PCR ile çoğaltılması esasına dayanmaktadır. Kesilen parçaların ucuna 

sentetik nükleotid dizilimleri eklenir (adaptör) ve DNA amplifikasyonu yapılır. Elde 

edilen ürünler poliakrilamit jel elektroforezi sonrası sonuçlar bilgisayar programı ile 

değerlendirilebilen dalgalara dönüĢtürülmektedir. Yapılan çalıĢmalar, klinik açıdan 

önemli Candida’ ların tür düzeyinde identifikasyonunda güvenilir bir yöntem olduğunu 

ve sonuçlarının türler arasındaki farklılığı ortaya çıkardığını ileri sürmüĢlerdir (Borst ve 

ark. 2003). 

1.8.9.1.3. Rastgele Çoğaltılmış Polimorfik DNA (RAPD)  

RAPD yönteminde tek bir primer veya bir primer çifti kullanılır. Bu primerler 9-

10 nükleotid uzunluğunda ve PCR ile hedef genomik DNA’ nın amplifikasyonu 

yapılmaktadır. Çoğaltılan parçaların jel elektroforezindeki görüntülerine bakılarak, her 
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izolatın bant profilleri karĢılaĢtırılmaktadır (Alam ve ark 2014). Bazı çalıĢmalarda 

konvansiyel metodlarla tanımlanan bazı Candida türlerinin sonuçlarının bu yöntemle 

%100 uyumlu olduğu ileri sürülmüĢtür (Melo 1998). 

1.8.9.1.4. Elektroforetik  Karyotipleme (EK) 

EK, DNA moleküllerinin elektrik akımı altında agaroz jel matriksi üzerinde 

birkaç megabazlık moleküllere ayrılmasına dayalı yöntemdir. DeğiĢken elektrik akımı 

kullanılarak kromozom uzunluk polimorfizmi bu yöntemle görüntülenebilmekte, ayrıca 

türler içindeki karyotip varyasyonlarıda belirlenebilmektedir. C. albicans ve diğer 

Candida türlerinin fingerprintlerini (parmak izleri) ortaya çıkarmak için 

kullanılmaktadır (Gil-Lamaignere ve ark. 2003; Kiraz 2015). 

1.8.9.1.5. Multilokus Dizi Tiplendirmesi (MLST) 

Multilokus dizi tiplendirmesinde; multilokus enzim elektroforez (MLEE) 

sistemine benzemektedir. Nükleotid dizi analizi kullanılarak, birkaç temel metabolik 

fonksiyonu kodlayan genin (housekeeping gene) allelleri araĢtırılmaktadır. Bu 

yöntemde, yedi tane housekeeping genin (lokusun) arasında kalan gen parçaları 

(internal fragments) PCR ile çoğaltılarak her bir suĢa özgü allel profili ortaya 

çıkarılmaktadır (Durmaz 2005) .  

1.8.9.1.6. Tek Nükleotid Polimorfizmi (SNPs) 

Tek nükleotid polimorfizmi;   özgü bir lokasyonda meydana gelmiĢ olan tek baz 

değiĢimleridir. Bu değiĢimlerin gösterilebilmesi için Tek Zincir Konformasyon 

Polimorfizm (Single-Strand Confirmation Polymorphism, SSCP) analizi ve 

Heterodupleks analizi gibi yöntemler bulunmaktadır (Durmaz 2007).  

1.8.9.1.7. DNA Microarray yöntemi 

DNA microarray yöntemi, hibridizasyon tabanlı genotiplendirme tekniğidir. 

Chipler veya microarraylar; katı yüzey üzerine yerleĢtirilmiĢ oligonükleotid probları 

yüksek yoğunluklu mikroskobik setler olarak tanımlanmaktadır. Bu yöntemin en önemli 

özelliği, küçük bir alanda çok sayıda genomik incelemenin yapılmasına olanak 

sağlamasıdır. Microarray teknolojisi; patojen mantarların cins ve tür düzeyinde 
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tanımlanması, gen ekspresyon profilinin ortaya konması yoluyla patogenez, hücre 

biyolojisi ve antifungal direnç mekanizmalarının incelenmesi ve mantar varlığında 

konakta ortaya çıkan yanıtın değerlendirilmesi için kullanılabilmektedir (Saraçlı 2007; 

Singh 2014). 

1.8.9.1.8. DNA Dizi Analizi 

DNA dizi analizi, mantarların tanımlamasında referans olarak kullanılan 

moleküler yöntemlerden biridir. Özellikle çift yönlü analiz yapıldığında hedef 

bölgelerdeki nükleik asit farklılıklarını gösterebilmektedir. Ġnfeksiyon etkeni olan 

mantarların tanımlanması amacıyla kullanımı gittikçe önem kazanmaktadır (Chemaly 

ve ark. 2006).  

 Dizi analizi için; dizilenmek istenen DNA dizileri, birçok kopyası bulunan 

primer normal deoksi nükleotidler (dNTP; dATP, dCTP, dGTP, dTTP), dideoksi 

nükleotidler (ddNTP’ ler ddNTP; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) ve DNA polimeraz 

veya sekans enzimlerinden birisi kullanılarak DNA iplikçiğinin komplementeri 

sentezlenmektedir. Sentezlenen DNA iplikçiğine dNTP eklendiğinde uzama devam 

ederken, 3’ ucunda OH grubu taĢımayan ddNTP eklendiğinde zincir uzaması 

durmaktadır. Dolayısıyla böyle bir molekül zincir uzamasını durdurarak zincirin son 

nükleotidini oluĢturmaktadır.  Dizi analizi yapıldıktan sonra elde edilen nükleik asit 

dizisi veri tabanından bilinen diziyle karĢılaĢtırılmakta ve tanımlama iki dizi arasındaki 

benzerliğe dayanarak yapılmaktadır. Bu yöntem ile mayaların identifikasyonu 24-36 

saatte tamamlanmaktadır (Chemaly ve ark. 2006; Üstek 2011). 

Dizi analizi ile mantarların; doğru olarak tanımlanması, alt türlerinin saptanması, 

direnç ve virulans genlerindeki mutasyonlar ve diğer mantarlarla olan filogenetik iliĢkisi 

belirlenebilmektedir. Dizi analiziyle mantarların tanımlanması ile ilgili çalıĢmalar 

sürmektedir (McGinnis 2006). 

1.9. Antifungal İlaçlar 

Son yıllarda, immün sistemi baskılanmıĢ hastalarda ortaya çıkan fırsatçı mantar 

infeksiyonlarındaki artıĢ, yeni antifungal ilaçlara olan gereksinimi de arttırmıĢtır.  

Antifungal ajanlar mantar infeksiyonlarına karĢı etkili olan; topikal, oral veya parenteral 
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yoldan uygulanabilen bileĢiklerdir. Mantar hücrelerinin memeli hücrelerine benzer 

Ģekilde ökaryotik yapıda olmasından dolayı, protein, DNA ve RNA biyosentezini inhibe 

eden antifungal ilaçların insanlar için toksik etkileri bulunmakta ve antifungal ajanlarla 

ilgili çalıĢmalar da yavaĢ ilerlemektedir (Arıkan ve Rex 2009). 

Antifungal ilaçlar 1950’ li yıllara kadar potasyum iyodür ve metilen mavisi ile 

sınırlı kalmıĢtır. 1951 yılında hem oral hem de topikal etkili polyen antibiyotik olan 

nistatin bulunmuĢtur. 1956’ da polyen bir antibiyotik olan amfoterisin B’ nin bulunması 

sistemik antifungal tedavide dönüm noktası olmuĢtur. Ardından sitostatik bir madde 

olan flusitozin mantar tedavisinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Amfoterisin B ve 5-

flusitozin’ in uygulamalarının zor olması ve toksik olmalarından dolayı, birçok yeni 

antifungal ilaçlar geliĢtirilmiĢ veya eski ilaçların yeni formülleri yapılmıĢtır. 1958’de 

oral antifungal olan griseofulvin, 1969’ da imidazol türevlerinden klotrimazol ve 

mikonazol, 1977’ de ketokonazol ve 1980’ li yıllarda geniĢ etki alanına sahip flukonazol 

ve itrakonazol piyasaya sürülmüĢtür (Kiraz 2003). Antifungal ilaç geliĢimiyle ilgili son 

yıllarda birçok çalıĢma yapılmasına rağmen lisans alabilenlerin sayısı yeterli değildir 

(Arıkan ve Rex 2009). 

Son yirmi yıldır, antifungal tedavinin temelini hücre duvarının bütünlüğünü 

hedefleyen ilaçlar oluĢturmuĢtur. Bu grup içinde poliyenler (amfoterisin B ve nistatin) 

ve azol türevleri (flukonazol ve itrakonazol) yer almaktadır. Son yıllarda bu ilaçlara 

karĢı direnç geliĢiminin gözlenmesi, araĢtırmacıları mevcut ilaçlarda yeniliklere ve 

farklı mekanizmalarla etki gösteren yeni antifungal ilaçlar üzerinde çalıĢamaya 

yöneltmiĢtir. Azol grubundaki ilaçlar üzerinde gerçekleĢen yenilikler; itrakonazolün 

parenteral formunun geliĢtirilmesi ve vorikonazol, posakonazol gibi yeni azol 

türevlerinin klinik kullanıma girmesi olmuĢtur (Dalgıç ve Ġnce 2005). 

1.9.1. Poliyen antifungaller 

Poliyen grubu antifungaller, hücre zarında bulunan ergosterolü hedef alan 

ajanlardır. Bu grup içerisinde, amfoterisin B ve nistatin yer almaktadır. Amfoterisin B 

ve lipid formları sistemik fungal infeksiyonların tedavisinde kullanılmaktadır. Nistatin 

ise sadece topikal olarak bulunmaktadır. Liposomal formu da geliĢtirilen nistatinin, bu 

formunun klinik kullanımından vazgeçilmiĢtir (Arıkan ve Rex 2009). 
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1.9.1.2. Amfoterisin B ve lipid formülasyonları 

Streptomyces nodosus cinsi mikroorganizmadan elde edilen geniĢ spektrumlu bir 

antifungal olan amfoterisin B poliyen grubunun en önemli üyesidir. Amfoterisin B ciddi 

sistemik mikozlarda en etkili ilaçtır. Amfoterik özellikte olup asit ve bazik ortamda 

çözülebilen tuzlar yapar ve pH 2-11 arasında suda erimez. Bu nedenle sodyum 

deoksikolat ile kararlı kolloidal bir süspansiyon oluĢturularak suda çözünebilirliği 

artırılmıĢtır (ġekil 1.2) (Stevens ve Bennett 2000). 

Amfoterisin B, mantar hücre membranındaki ergosterole bağlanır ve osmotik 

dengeyi bozar. Hücre duvarında oluĢan porlar hücrenin geçirgenliğinin artmasına neden 

olur. Bunun sonucunda, intrasellüler potasyum, magnezyum, Ģeker ve metabolitlerinin 

membrandan sızmakta ve bu durum hücre ölümüne neden olmaktadır (Ġnci 1999; 

Arıkan ve Rex 2009). Amfoterisin B’ nin ergosterole afinitesi memeli hücre zarında 

bulunan kolesterolden daha fazladır. Klinik çalıĢmalarda, amfoterisin B’ yi lipozomlar 

ve lipid emülsiyonlar içine paketlemenin daha baĢarılı sonuçlar oluĢturduğu 

gösterilmiĢtir. Lipid preparatların toksisitesi daha düĢük olması, daha yüksek 

konsantrasyonda amfoterisin B kullanılmasına olanak sağlamaktadır (Mitchell 2010). 

Amfoterisin B, geniĢ bir antifungal spektruma sahiptir. Birçok Candida türü, 

Cryptococcus neoformans, Aspergillus ve Mucor türleri ile Blastomyces dermatitidis, 

Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis gibi 

mantarların tedavisinde kullanılabilir. Amfoterisin B; Aspergillus terrius, Fusarium 

türleri, Pseudallescheria boydii, Scedosporium proliferans, Trichosporon türleri ve bazı 

dermatofitlere etkili olmayabilmektedir. Ayrıca C. guillermondii, C. glabrata, C. krusei, 

C. lusitaniae ve C. rugosa’ ya azalmıĢ duyarlılığı bilinmektedir (Stevens ve Bennett 

2000; Arıkan ve Rex 2009). 
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Şekil 1.2. Amfoterisin B’ nin kimyasal formülü 

 

1.9.4. Primidin sentezi inhibitörleri (Antimetabolitler) 

 

1.9.4.1. Flusitozin (5-fluorositozin, 5FC) 

Flusitozin (5-fluorositozin), sitozinin florinlenmiĢ bir türevidir. Antifungal 

aktivitesini; pirimidin metabolizmasını bozarak, fungal hücrelerdeki DNA, RNA ve 

protein sentezini engelleyerek gösterir. Flusitozin, sitozin permeaz enzimi sayesinde 

fungal hücre içerisine girer ve sitoplazmada 5-florourasile (5FU) deamine olur. 5FU’de 

5-florodeoksiüridin’e dönüĢür ve bu da fungal DNA sentezini ve nükleer bölünmeyi 

sağlayan timidilat sentetazı inhibe eder (ġekil 1.3) (Arıkan ve Rex 2009). 

Flusitozinin etki spektrumu Candida türleri, Cryptococcus neoformans, 

Saccharomyces cerevisiae gibi mantarlarla sınırlıdır. Flusitozine sekonder direnç 

geliĢtiğinden monoterapide kullanılmaz. Amfoterisin B ile birlikte kullanımı sinerjistik 

etki göstermektedir. En önemli kullanımı, kriptokok menenjitinde Amfoterisin B ile 

kombinasyondur (Arıkan ve Rex 2009; Mitchell 2010). 
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                       Şekil 1.3. Flusitozin’ in kimyasal formülü 

1.9.5. Glukan sentez inhibitörleri  

Glukan sentez inhibitörleri; mantar hücre duvarı polisakkaridi olan β-glukan 

sentezini, β-(1,3)-glukan sentetaz enzimini inhibe ederek bozmaktadır. Memeli hücre 

yapısında β-(1,3)-glukan olmamasından dolayı mantarlar için selektif bir ilaçtır. Bu 

etkiye sahip 3 grup vardır: Akulasinler, ekinokandinler ve papulokandinler. 

Günümüzde, tolere edilebilir özelliğinden dolayı sadece ekinokandinler klinik 

uygulamalarda kullanılmaktadır (Arıkan ve Rex 2009). 

Ekinokandinler, lipopeptid yapıda geniĢ spektrumlu antifungallerdir.  Bunlar,  β-

(1,3)-glukan sentetaz enzimini inhibe ederek glukan yapımını bozan yeni antifungal 

ajanlardır. Bunun sonucunda hücre duvar bütünlüğü, morfolojisi bozularak hücrenin 

ölümü ile sonuçlanır. Memeli hücrelerinde aynı yapının olmaması ilacın toksisitesi 

açısından önemlidir. Günümüzde kullanılan ekinokandinler: Kaspofungin, mikafungin 

ve anidulafungin’ dir (Dalgıç ve Ġnce 2005; Mitchell 2010) 

1.9.5.1. Kaspofungin 

Kaspofungin, invazif aspergilloz ve çeĢitli Candida türleri ile geliĢen sistemik 

kandidozlara etkili olduğu için, 2001 yılında FDA onayı almıĢtır. Glarea lozoyensis 

mantarından elde edilen bir fermentasyon ürünü olan “pneumocandin B0” ın FDA 

onaylı semisentetik türevidir (ġekil 1.4) (Dalgıç ve Ġnce 2005). 

Yapılan çalıĢmalar kaspofunginin,  Aspergillus spp.’ ye karĢı fungistatik ve 

birçok Candida spp.’ ye karĢı fungisit olduğunu göstermiĢtir. Bununla birlikte, bazı 

Candida izolatlarının  (C. parapsilosis, C. glabrata, C. albicans) bu ilaca dirençli 

olduğunu gösteren raporlar bildirilmiĢtir. Kaspofunginin Pneumocystis carinii, 
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Coccidioides immitis, Scedosporium spp. ve Paecilomyces variotii gibi mantarlara karĢı 

aktivitesinin daha az olduğu; Trichosporon spp., Fusarium spp., Sporothrix schenckii ve 

Zigomisetlere karĢı aktivitesinin olmadığı belirlenmiĢtir (Küçükoğlu 2008). 

 Birçok çalıĢmada, kaspofunginin hem amfoterisin B hem de azollere dirençli 

Candida’ lara ve Aspergillus’a karĢı etkili olduğu gösterilmiĢtir (Dalgıç and Ġnce 2005). 

Kaspofungin ve amfoterisin B’ nin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada, invazif Candida 

infeksiyonlarının tedavisinde ilaçların etkinlikleri eĢdeğer bulunmuĢ ancak 

kaspofunginin daha iyi tolere edildiği saptanmıĢtır (Küçükoğlu 2008).  

 

Şekil 1.4. Kaspofungin’ in kimyasal formülü 

1.9.4. Azoller 

 Azol grubu antifungal ajanlar azol halkasında iki ya da üç nitrojen bulunmasına 

göre; imidazoller (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol, ekonazol) ve triazoller 

(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, ravukonazol) olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Ġmidazol grubunda bulunan ketokonazol sadece sistemik etkili iken, 

triazol grubunun tümü sistemik etki göstermektedir (Sheehan ve ark. 1999). 
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 Sistemik uygulamalarda, triazol türevleri imidazol türevlerine üç noktada 

üstünlük gösterirler: 

a- Daha yavaĢ metabolize edildikleri için etkileri daha uzun sürer ve doz aralıkları 

daha uzundur. 

b- Ġnsan hücrelerindeki sterol sentezi üzerinde daha az etkili oldukları için direkt 

toksik etkileri azdır.  

c- Sistemik uygulamada imidazol türevi ilaçların gösterdiği endokrin yan etkilerini 

göstermezler (Ġlkit 2000). 

Azollerin etki mekanizması, mantar hücre membranının asıl sterolü olan 

ergosterol sentezini hedef almaktadır. Azoller; sitokrom p-450 bağımlı enzim sistemine 

bağlanarak lanosterolün C-14α demetilasyonunu bloke ederler. Bu enzim lanosterolü 

ergosterole dönüĢtürdüğü için, ergosterol sentezinin bozulmasıyla fungal hücrelerdeki 

membran sentezi inhibe olmaktadır. Azol grubu ilaçlar, fungustatik (fungal hücre 

geliĢimini engelleyerek) veya fungusidal (fungal hücreyi öldürerek) etki gösterirler 

(Arıkan ve Rex 2009). 

1.9.4.1. Flukonazol 

Birinci kuĢak triazol türevi olan flukonazol, gastrointestinal sistemden emilimi 

iyi olan düĢük toksisiteli bir ajandır. Oral ve intravenöz formları bulunmaktadır. Suda 

çözülebilir olmasından dolayı beyin omurilik sıvısına rahatça geçebilmektedir. Ġyi tolere 

edilir ve yan etkisi oldukça düĢüktür (ġekil 1.5) (Arıkan ve Rex 2009). 

Flukonazolün sudaki çözünürlüğünün çok iyi olması; intravenöz kullanımına 

olanak sağladığı gibi oral alımından sonra emiliminin iyi olmasına, mükemmel doku 

dağılımına ve ilaç etkileĢiminin diğer azollerden daha az olmasına da olanak 

sağlamaktadır. Bu avantajlarıyla birlikte bazı mantar türlerinde direnç geliĢmesi etki 

alanını sınırlamaktadır (Como ve Dismukes 1994; Viviani ve ark. 1998). 

 Flukonazolün etki spektrumu oldukça geniĢtir. Candida türleri ve Cryptococcus 

neoformans gibi mantar türlerine etkilidir. Bununla birlikte flukonazol C. krusei’ ye 

karĢı intirinsik direnç, C. glabrata türüne ise azalmıĢ duyarlılık göstermektedir (Arıkan 

ve Rex 2009).  
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Flukonazol vajinal kandidozun tedavisinde de çok etkilidir. Kandidozlu 

nötropenik olmayan hastalarda amfoterisin B kadar etkili olmaktadır (Wingard 1994). 

Ġmmunsuprese hastalarda orofarinks ve özefagus kandidozu tedavisinde oldukça 

etkindir (Dalgıç ve Ġnce 2005). 

 

Şekil 1.5. Flukonazol’ un kimyasal formülü 

1.9.4.2. Vorikonazol  

Ġkinci kuĢak triazol olan vorikonazol, 2002 yılında FDA tarafından onay almıĢ 

bir antifungaldir. Flukonazolün sentetik bir türevidir. Flukonazolde bulunan triazol 

kısmı floropirimidin grubu ile değiĢtirilmiĢ ve propanol zincirine bir metil grubu 

eklenerek vorikonazol elde edilmiĢtir (ġekil 1.6) (Girmenia ve ark. 1998; Küçükoğlu 

2008). 

 Vorikonazol, oral ve parenteral kullanıma uygundur. Yüksek biyoyararlanım ve 

yüksek dağılım hacmine sahip olduğu için, intravenöz ve oral kullanım arasında geçiĢ 

yapma imkanı sağlamaktadır (FDA 2001). ÇalıĢmalarda, ergosterol sentezini doza 

bağımlı inhibe etmesinden dolayı flukonazolden daha etkin olduğu ileri sürülmüĢtür 

(Yıldıran 2001). 

Flukonazole oranla daha geniĢ antifungal spektruma sahiptir. Candida türleri 

(bazı flukonazole dirençli izolatlar), Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp., 

Blastoschizomyces capitatus, Aspergillus spp. (itrakonazol dirençli A. fumigatus ve 

amfoterisin B dirençli A. terreus), Fusarium spp.,  Scedosporium apiospermum, 

Scedosporium prolificans, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, 
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Coccidioides immitis, Penicillium marneffei ve dermatofitlere karĢı etkilidir (Arıkan ve 

Rex 2009).  

Yapılan çalıĢmalarda Zygomycetes grubu mantarların genel olarak vorikonazole 

karĢı dirençli olduğu ileri sürülmüĢtür. Yapılan in-vivo ve in-vitro çalıĢmalarda ise;     

C. krusei ve C.guillermondii gibi dirençli suĢlara ve flukonazole duyarlılığı azalmıĢ 

veya flukonazole dirençli C. albicans suĢlarına karĢı vorikonazolün etkili olduğu 

saptanmıĢtır (Yücesoy 2000). 

 

Şekil 1.6. Vorikonazol’ un kimyasal formülü 

1.9.5. Alilaminler 

Alilamin grubunda; terbinafin ve naftifin yer almaktadır. Terbinafinin oral ve 

topikal, naftifinin ise sadece topikal formu bulunmaktadır. Alilaminler, skualen 

epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol sentezini engellemektedirler (Arıkan ve 

Rex 2009). Bu etki sonucunda; ergosterol eksikliği ve skualen birikmesiyle, membran 

permeabilitesi artarak mantar hücresinin ölümü gerçekleĢmektedir (Sugar ve ark. 1998). 

Dar etki spektrumuna sahiptirler ve dermatofit infeksiyonlarının tedavisinde 

kullanılmaktadırlar. Dermatofitlere karĢı diğer kullanılan ilaçlardan farklı olarak 

fungisid etki göstermektedirler (Ġlkit 2000). 
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1.10. Antifungal İlaçlara Direnç 

     Mantar infeksiyonlarının sayısında önemli artıĢ, antifungal ajanların sıklıkla 

kullanılmaya baĢlanmasına sebep olmuĢtur. Son yıllarda antifungallerin tedavi ve 

profilaksi amaçlı olarak yaygın kullanımı antifungal direnç sorununun ortaya çıkmasına 

ve artıĢına neden olmuĢtur. Antifungal direnç geliĢimi birçok faktöre bağlı olarak 

değiĢmektedir. Bu sebeple bu durumun klinik, in vitro (mikrobiyolojik) ve moleküler 

açıdan incelenmesi gerekmektedir (Yeğenoğlu 2012). 

Klinik olarak antifungal direnç, uygulanan antifungal tedavide baĢarısızlık 

olarak tanımlanmaktadır. Direnç, genellikle primer (intrensek) ve sekonder (kazanılmıĢ) 

olarak iki tipte sınıflandırılmaktadır. Primer direnç; bir tür veya kökenin antifungallere 

maruz kalmadan kalıtımla gelen özelliktir, sekonder direnç ise antifungaller ile uzun 

süreli tedavi sonucu sabit veya geçici genotipik değiĢimlerle ortaya çıkmaktadır. 

Antifungal dirençte üçüncü bir tip olarak tanımlanan klinik direnç, tekrarlayan veya 

ilerleyen mantar infeksiyonları olarak bilinmektedir (Kontoyiannis ve Lewis 2002). 

Direnç geliĢiminde birçok etken rol oynamaktadır: 

1- Klinik faktörler: Antifungalin tedavi veya profilaksi amacıyla uzun süre 

kullanılması direncin oluĢmasına neden olmaktadır.  

 

2-  Hücresel faktörler: KiĢinin doğal direnci olan suĢlarla enfekte olması direnç için 

önemlidir. Çünkü dirençli suĢun duyarlı suĢ ile yer değiĢtirerek veya çeĢitli 

mutasyonlara neden olması direnç geliĢimi kazandırmaktadır.   

 

3-  Moleküler faktörler: Dirençli suĢlar; a) Membranın sterol komponentinde 

değiĢiklik yaparak ilaç giriĢini azaltırlar ve böylelikle amfoterisin B’ye de direnç 

görülmektedir.  b) 14 α-demetilaz enzimini kodlayan ERG 16 geninde spesifik 

nokta mutasyonlarıyla enzimin yapısını değiĢtirerek ilacın enzimi tanıyamaz hale 

getirebilirler. Ayrıca enzim sentezleyen gende amplifikasyon ve ekspresyon 

artmasına yol açarak, enzimin aĢırı miktarda salgılanıp inhibe edilmesini 

engellerler. c) Ġlaç atım pompalarında ilaçların ve küçük moleküllerin hücre içi 

konsantrasyonlarını azaltmaya yönelik çalıĢırlar. Atım iĢlevindeki sistemlere ait 
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gen ekspresyonundaki artıĢ sonucu ilaçların dıĢarı atılma miktarı ve hızı artarak 

direnç geliĢimi görülmektedir (White 1997). 

 

  Günümüzde kullanılan antifungal ilaçlar için doğal dirençli olan mantar türleri 

bulunmaktadır. Candida türlerinden C. krusei azollere doğal olarak dirençlidir. Ayrıca, 

birçok C. glabrata izolatları doğal olarak dirençli veya doza bağımlı duyarlı 

olabilmektedir. Profilaksi veya tedavi amacıyla azol grubu ilaçların kullanımı diğer 

mantar türlerine de direnç kazandırmaktadır. KazanılmıĢ azol direnci AIDS 

hastalarındaki C. albicans izolatlarında önemli bir sorun haline gelmektedir. Çünkü oral 

kandidoz HIV ile enfekteli hastalarda en sık gözlenen fırsatçı infeksiyon olup, tüm 

hastaların %90’ ından fazlasında gözlenmektedir. Son yıllarda tanımlanan                     

C. albicans’ tan ayrılması oldukça zor olan C. dubliniensis’ te azollere karĢı direnç 

geliĢtirme yeteneğine sahiptir (White 2009). 

Sterol sentezini bloke eden azol grubu ilaçların veya sitotoksik kemoterapinin 

amfoterisin B’ nin hedef yapısını ortadan kaldırarak direnç oluĢuma neden olduğu 

görülmektedir. Amfoterisin B’ ye direnç genellikle tedavi sırasında ortaya çıkmaktadır. 

C. lusitaniae, C. guilliermondii, Trichosporon beigelii, Pseudallescheria boydii, 

Scopulariopsis spp., Fusarium spp. türlerinde amfoterisin B’ ye karĢı primer direnç 

görülebilmektedir. Kanser hastalarında infeksiyona neden olan mayalarda amfoterisin 

B’ ye sekonder direnç oluĢturduğu gözlemlenmiĢtir (White ve ark. 1998). 

Flusitosine direnç geliĢimi ilacın tek baĢına kullanılmasından kaynaklanmaktadır. 

Sitozin deaminaz enzim yapısındaki değiĢikliğe bağlı olarak, primer direncin en sık 

görüldüğü ilaçtır (Wingard 1994). Candida türleri ve C. neoformans’ ın flusitozin 

direnci çoğunlukla monoterapi esnasında geliĢmektedir. Flusitozin ve amfoterisin B 

kombinasyonunun uygulanması direnç oluĢumunu engellemektedir. Yapılan 

çalıĢmalarda Candida türlerinin % 7-8’ i, C.neoformans’ ın % 1-2’ sinin flusitozine 

dirençli olduğu gösterilmiĢtir (Yeğenoğlu 2012). 

 Ekinokandinler klinik kullanıma yeni girdiklerinden direnç geliĢimi nadir 

görülmektedir. Diğer antifungallerle çapraz direnci henüz belirlenememiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda ekinokandinlerin birçok Candida ve Aspergillus türüne karĢı etkili olduğu; 

Zygomycetes sınıfı mantarlar, Cryptococcus neoformans, Fusarium ve Trichosporon 

türlerine ise etkisiz olduğu ileri sürülmüĢtür. ÇalıĢmalarda; ekinokandinlerden 
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kaspofungin kullanımının Candida infeksiyonlarını arttırdığı, C. albicans, C. glabrata, 

C. krusei ve C. parapsilosis türlerine karĢı direncinin tedavi sırasında geliĢtiği 

gösterilmiĢtir (Yeğenoğlu 2012). 

1.11. Antifungal Duyarlılık Testleri  

Son yıllarda antifungal ilaçların kullanım sıklıkları artmıĢ olup, birçok yeni 

antifungal ilaç klinik kullanıma girmektedir. Antifungal duyarlılık testleri yeni 

geliĢtirilen ilaçların in vitro etki spektrumunu belirlemek ve klinik izolatların invitro 

duyarlılıklarının saptanabilmesi amacıyla kullanılmaktadır. Bu testlerin geliĢtirilmesi ve 

standardizasyonu klinik mikoloji alanında çok önemli bir yer oluĢturmaktadır. Bu 

amaçla eski adıyla NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) 

yeni adıyla CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) tarafından standart 

yöntemler geliĢtirilmektedir (Arıkan 2002; Koç 2012). 

  Ġdeal olarak in vitro duyarlılık testleri; 

- Ġki ya da daha fazla ilacın aktivitesini güvenilir olarak belirleyebilir, 

- Ġlaçların in vivo aktiviteleri ile uyumlu ve tedavi sonuçlarını takip edebilir, 

- Normal olarak duyarlı organizma topluluğu içindeki direncin geliĢmesinin 

izlenmesini sağlayabilir, 

            - Yeni geliĢtirilen antifungal ilaçların terapötik potansiyelini belirleyebilir 

özellikte olmalıdır (KuĢtimur 1999). 

Duyarlılık testleri bu özelliklerin yanı sıra; kolay, hızlı, tekrarlanabilir ve 

ekonomik olmalıdır. Ayrıca bu testlerin sonuçları, klinik açıdan anlamlı bilgi 

sağlamalıdır (Konntoyiannis ve Lewis 2002).  

Antifungal duyarlılık testleri; mikrodilüsyon, makrodilüsyon,  difüzyon temeline 

dayalı ve flovsitometrik yöntemler olarak öne sürülmüĢtür (Rex ve ark. 2001).  

1.11.1. Makrodilüsyon yöntemi 

 Makrodilüsyon testi, mantar izolatlarına karĢı tüm antifungal ajanları test etmek 

için uygun bir yöntemdir. Bu yöntem yalnızca Candida türleri ve Cryptococcus 

neoformans için standardize edilmiĢtir. Dimorfik mantarların maya Ģekillerine ve 
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filamantöz (küf) mantarlarına uygulanmamıĢtır. Örnek sayıları az olan laboratuvarlar 

için uygundur (Espinel- Ingroff ve Phaller 2009). 

 Yöntemde besiyeri olarak, RPMI 1640 besiyeri (glutamin ve pH indikatörü 

içeren, bikarbonatsız) kullanılır. Antifungal ilaçlar önce kendilerine uygun çözeltiler 

içerisinde sulandırılır. Mayaların bulanıklıkları 0,5 McFarland bulanıklığa göre 

ayarlanarak 1-5x10
6
 hücre olacak Ģekilde steril serum fizyolojik içerisinde süspanse 

edilir. Bir deney tüpüne hazırlanan antifungal çözeltisinden 0,1 ml, maya 

süspansiyonundan 0,9 ml eklenerek karıĢtırılır ve 35°C’ de 46-50 saatlik inkübasyon 

sonucunda ilaç içeren besiyeri tüpleri, üreme kontrol tüpleri ile kıyaslanarak görsel 

olarak değerlendirilir (CLSI M27-A3, 2008). 

1.11.2. Mikrodilüsyon yöntemi 

Mikrodilüsyon yöntemi sonuçlarının makrodilüsyon sonuçlarıyla uyumlu 

olmasından dolayı CLSI tarafından referans yöntem olarak kabul edilmiĢtir. 

Makrodilüsyon yöntemi hem zaman alıcıdır hem de fazla malzeme kullanılmaktadır. 

Mikrodilüsyon yöntemi ise, yapılması kolay, daha hızlı, ekonomik ve otomatize 

edilebilir olmasından dolayı tercih edilmiĢtir (Rex ve ark. 2001).  

CLSI tarafından yayınlanan; “M27-A3 Reference Method for Broth Dilution 

Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard” mayaların ve “M38-

A2 Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of 

Filamentous Fungi; Approved Standard” ise küf mantarlarının antifungal ilaçlara 

duyarlılıklarını belirlemek için geliĢtirilmiĢ mikrodilüsyon yöntemidir (CLSI M27-A3 

2008; CLSI M38-A2 2008) 

 Bu yöntemde de makrodilüsyon yönteminde olduğu gibi önce ilaçların ve maya 

mantarlarının uygun sulandırımları hazırlanır. Deneyler U tabanlı 96 kuyucuklu steril 

mikroplaklarda çalıĢılır. Kuyucuklara 100’ er μl antifungal çözeltisi ve 100’ er μl maya 

solüsyonu eklenerek, plaklar 35°C’ de 24- 48 saat inkübe edilir. Test çukurları üreme 

kontrol çukuru ile görsel olarak değerlendirilir ve elde edilen bulanıklık 0’ dan 4’ e 

kadar rakamla ifade edilir (Tablo 1.1): 
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            0: Bulanıklık yok 

1: Hafif bulanık (kontrole göre % 0-25 bulanıklık olması) 

2: Bulanıklıkta belirgin azalma (kontrole göre %25-50 bulanıklık) 

3: Bulanıklıkta hafif azalma (kontrole göre %75-100 bulanıklık) 

4: Bulanıklıkta azalma yok (kontrole göre %100 bulanıklık) 

 

Bu kriterler göz önüne alınarak MĠK değerleri amfoterisin B için hiç 

bulanıklığın olmadığı 0 değeridir. Azoller için ise 2 değeridir (CLSI M27-S3 2008). 

 

Tablo 1.1. CLSI Antifungal ilaç MİK değerleri (µg/ml) 

Antifungal Duyarlı 
Doza Bağımlı 

Duyarlı 
Orta  Duyarlı Dirençli 

Anidulafungin ≤ 2 - - - 

Caspofungin ≤ 2 - - - 

Flukonazol ≤ 8 16-32 - ≥ 64 

Flusitosin ≤ 4 - 8-16 ≥ 32 

İtrakonazol ≤ 0,125 0,25-0,5 - ≥ 1 

Micafungin ≤ 2 - - - 

Vorikonazol ≤ 1 2 - ≥ 4 

Kaynak: CLSI M27-S3, 2008 

1.11.3. Agar dilüsyon yöntemi  

 Xu ve arkadaĢlarının (1998) agar dilüsyon temeline dayalı geliĢtirdikleri 

yöntemdir. Yöntemle ilgili bir standart bulunmadığından sonuçlar farklı 

yorumlanabilmektedir.  Agar dilüsyon testi hem mayalar hem küfler için uygulanabilse 

de, mayalardan ziyade küfler için uygun bir yöntem olarak önerilmektedir. Bu testin; 

basit, hızlı, ucuz ve ek alet gerektirmeyen referans yönteme uygun sonuç verdiği 

bildirilmiĢtir (Xu ve ark. 1998). 

  Bu yöntemde ilaç dilüsyonları agar besiyeri hazırlanırken içerisine 1/10 

oranında ilave edilir. Üreme kontrolünün yapılabilmesi için de ilaçsız besiyeri 

hazırlanır. Maya solüsyonu diğer yöntemlerdeki gibi hazırlanır. Bu solüsyonlardan 

besiyerine 1-3 μl ekim yapılır. Yapılan ekimler 30°C’ de 24 saat inkübe edildikten sonra 

değerlendirme yapılır.  Koloniler, ilaç içermeyen besiyerlerindeki ortalama ile 
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karĢılaĢtırılır ve kontrole göre koloni çevresinde önemli miktarda azalma saptanan 

en düĢük ilaç konsantrasyonu MĠK olarak belirlenir (Espinel- Ingroff ve Phaller 

2009). 

1.11.4. Disk difüzyon yöntemi 

  Bu yöntemde antifungal ajanlarla doyurulmuĢ diskler kullanılmaktadır. Kolay 

uygulanabilir ve basit olan bu yöntemin özellikle 24 saat sonraki değerlendirmelerde 

referans yöntem ile çok iyi korelasyon gösterdiği bildirilmiĢtir. Bu yöntemin tek 

dezavantajı olarak doza bağımlı duyarlı suĢlar ile gerçek dirençli suĢları ayırt edemediği 

belirtilerek bu açıdan kantitatif testlere gerek duyulduğu vurgulanmıĢtır  (Kirkpatrick ve 

ark. 1998). 

 Disk difüzyon yöntemi standart dökümanları;  Candida için “M44-A2 Method 

for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline” , 

dermatofit dıĢı küf mantarları için ise “M51-A Method for Antifungal Disk Diffusion 

Susceptibility Testing of Nondermatophyte Filamentous Fungi; Approved Guideline” 

olarak yayınlanmıĢlardır (CLSI M44-A2 2009; CLSI M51-A 2010).  

  Yöntemde besiyeri olarak Müller Hinton Agar (% 2 dektroz ve 0,6 μg metilen 

mavisi eklenmiĢ) kullanılmaktadır. Besiyeri üzerine, bulanıklığı spektrofotometrede 530 

nm dalga boyu (%75-77 transmittans) ya da McFarland 0,5 No’ lu bulanıklık tüpüne 

göre 1-5x10
6
 hücre olacak Ģekilde ayarlanan maya süspansiyonundan ekim yapıldıktan 

sonra üzerine yerleĢtirilen antifungal disklerin 24 saat sonra zon çaplarının 

değerlendirilmesiyle sonuç elde edilir (Kirkpatrick ve ark. 1998).  

 

1.11.5. Flovsitometrik yöntemler 

  

 Flovsitometrik yöntemlerin temelini, DNA’ ya bağlanan vital boyalar ile ölü ve 

canlı hücrelerin ayrılması oluĢturmaktadır. Propidyum iyodürün DNA’ ya bağlanmasını 

takiben FA Scan Flow Cytometer cihazında floresans ölçümü yapılarak sonuç elde 

edilmektedir. Hücrelerde ilaca bağlı membran hasarı oluĢtuğunda ortama eklenen 

floresanlı boyalar hücre içine girer ve antifungal ilaçların etkinliği araĢtırılarak MĠK 

değerleri belirlenir. Bu yöntemin avantajı; kısa sürede sonuç vermesi, çok hücre 
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incelenmesi nedeniyle hata payının azaltması ve antifungallerin etki mekanizmalarının 

ayrımına olanak vermesi olarak sayılabilir (Ramani ve Chaturvedi 2000). 

1.11.6. Kolorimetrik yöntemler  

 Bu yöntemlerin esasını, MĠK’ in daha kolay okunması için ortama oksidasyon- 

redüksiyon indikatörü eklenmesi oluĢturmaktadır. Ġndikatör olarak Alamar mavisi ve 

XTT (2,3-bis 2-metoksi-4-nitro-5-sulfafenil-5-fenilamino karbonil 2H-tetrazolium 

hidroksit) ile MTT (3-[4,5-dimetil-2-tiyazol]-2,5 difenil tetrazonyum bromür) gibi 

tetrazolium tuzları ve son zamanlarda sodyum resazurin kullanılmaktadır. Besiyerine 

indikatör eklenip diğer basamaklar mikrodilüsyon yöntemine benzer Ģekilde yapılır. 

Birçok araĢtırıcı indikatör olarak ticari Alamar mavisini kullanmıĢtır. Alamar mavisi 

normalde mavi olan bir ayıraçtır ve üreme olduğunda pembe-kırmızıya 

dönüĢmektedir. MĠK değeri kırmızı rengin oluĢmasını önleyen en düĢük ilaç 

konsantrasyonudur  (KuĢtimur 1999). 

 

1.11.7. Spektrofotometrik yöntemler 

 
   Antifungal içeren kuyucukların MĠK değerlendirilmesinin yapılması için 

spektrofotometrede absorbansları alınır ve kontrol kuyucuğuyla karĢılaĢtırılır. 

Amfoterisin B için 630 nm, 5-FC ve flukonazol için ise 405 nm dalga boyu esas alınır. 

Amfoterisin B için optik dansitenin 0,1’ in altında olduğu (üremenin izlenmediği) en 

düĢük ilaç konsantrasyonu; 5-FC ve flukonazol için ise optik dansitenin kontrol 

kutucuğuna göre % 80 veya daha fazla azalma gösterdiği en düĢük ilaç konsantrasyonu 

MĠK olarak belirlenir (Rodriguez-Tudela ve ark. 1996). 

 

1.11.8. Ticari olarak geliştirilen antifungal duyarlılık testleri 

 Antifungal duyarlılık testlerini geliĢtirilen ticari sistemlerle de bulunmaktadır. 

Bu sistemler referans yöntemlere alternatif olabilecek daha kolay, tekrarlanabilir, 

kulanılabilirliği yüksek, ucuz ve uygun yöntemlerdir. Bunlar içinde en sık kullanılan 

ticari yöntemler; E test (AB Biodisk, Sonla, Sweden), Integnal system yeasts antifungal 

disk (Liofilchem Diagnostics, L’Aquila, Italy), Candi-fast (International Microbio/ 

Stago Group, Milona Italy), Fungitest (Bio-Rad SDP, Paris, France), Vitek 2 

(bioMerieux), Mast goup antifungal disk, Rosco neosensitive disk test (Neo-Sensitabs 
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user’s guide; A/S Rosco Diagnostica, Taastrup, Denmark), BD Phoenix (Diagnostic 

Systems Circle Sparks, MD USA), Yeastone (Trek Diagnosytic system, Inc.), ATB 

fungus 2 (API-bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa), Mycostandard (Institu Pastuer, 

Paris, Fransa), Mycototal (Behring Diagnostic, Rueil-Malma-ion, Fransa), ASTY 

colorimetric panel (Kyokyuto Pharmaceutical Indrustrial, Ltd. Tokyo, Japon), Biomic® 

vision sistem ve ayrıca araĢtırmacıların standart yöntemleri modifiye ettiği sistemler 

olup,  yeni yöntemler ile çalıĢmalar literatürde bulunmaktadır (Koç 2012).  

1.11.8.1. VITEK 2 antifungal testi (AST-YS kart) 

 VITEK 2 antifungal duyarlılık testi; otomatize, standart ve hızlı bir testtir. 

Duyarlık testi için geliĢtirilmiĢ AST kartları kullanılmaktadır. Tamamen otomatik olan 

VITEK 2 sistem ile antifungal duyarlılık testleri için, inokulum hazırlığı, kartların 

doldurulması, inkübasyon sıcaklığı ve süresi, MĠK noktasının belirlenmesi gibi kritik 

parametrelerin standardizasyonu sağlanmıĢtır (Pfaller ve ark. 2007).  

 Antifungal duyarlılık kartlarında, bir dizi çift dilüsyonda antifungal doldurulmuĢ 

kuyular ve her bir antifungalin raporlanabilir aralığı bulunmaktadır. VITEK 2 

okuyucusu spektrofotometrik olarak ölçüm sağlamaktadır. Ġnkübasyon süresince her bir 

kuyudaki üremeye göre geçen ıĢık miktarını ölçerek sonuç vermektedir. Kuyulardaki 

üreme ıĢığın daha az geçmesine sebep olur, her bir değiĢiklik hafızaya alınarak 

inkübasyon sonunda MĠK sonuçları saptanmaktadır. VITEK 2 sistemi MIK değerlerini 

CLSI’ e göre yorumlamaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Materyal 

2.1.1. Çalışmada kullanılan besiyerleri 

2.1.1.1. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (BD Difco-210950) 

Kazeinin Pankreatik Dijesti                             5 g 

Hayvan Dokularının Peptik Dijesti                  5 g 

           Dekstroz                                                          40 g 

Agar                                                                15 g 

Distile Su                                                  1000 ml 

pH : 5,6 ± 0,2 

Yukarıda içeriği verilen hazır toz besiyerinden 65 g tartılarak distile suda 

çözdürülüp 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basınçta otoklavlanarak steril edildikten sonra 

maya kültürlerinin geliĢmesinde kullanılmıĢtır.  

2.1.1.2. Mısır Unlu-Tween 80 Agar (Corn Meal Agar) (BD BBL- 211132)  

Mısır Unlu              2 g 

Agar                      15 g 

Tween 80              10 ml 

Distile Su           1000 ml 

pH : 6.0 ± 0.2 

Yukarıda içeriği verilen hazır toz besiyerinden 17 g tartılarak distile suda 

çözdürülüp 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basınçta otoklavlanarak steril edildikten sonra 

mayaların identifikasyonunda kullanılmıĢtır (McGinnis 1980). 
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2.1.1.3. CHROMagar Candida besiyeri (BD BBL- 254093) 

Kromopepton                10 g 

Glukoz                          20 g 

Kromojen KarıĢımı         2 g 

Kloramfenikol              0,5 g 

Agar                              15 g 

Distile Su                 1000 ml 

Yukarıda içeriği verilen kromojenik besiyeri olan CHROMagar Candida besiyeri 

hazır plak Ģeklinde alınarak, mayaların identifikasyonunda kullanılmıĢtır (Odds ve 

Bernaerts 1994). 

2.1.1.4. Candida Ident agar (Sigma Aldrich- 94382) 

Hayvan Dokularının Peptik Dijesti         5 g 

Yeast Ekstrakt                                         3 g 

Malt Ekstrakt                                          3 g 

Glukoz                                                   10 g 

Kloramfenikol                                    0.05 g 

Kromojenik KarıĢım                               3 g 

Agar                                                      18 g 

Distile Su                                          1000 ml 

pH: 7.2 ± 0.2 

Yukarıda içeriği verilen kromojenik hazır toz besiyerinden 42.1 g tartılarak 100 

mg Gentamisin eklendikten sonra, distile suda çözdürülüp 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm 

basınçta otoklavlanarak steril edildikten sonra mayaların identifikasyonunda 

kullanılmıĢtır. 
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 2.1.1.5. BIGGY agar  (Sigma Aldrich-73608) 

Yeast Ekstrakt                              1 g  

Glisin                                          10 g 

Dekstroz                                     10 g 

Bismuth Amonyum Sitrat            5 g 

Sodyum Sülfit                              3 g 

Agar                                           16 g 

Distile Su                                1000 ml 

pH: 6.8 ± 0.2  

Yukarıda içeriği verilen kromojenik hazır toz besiyerinden 45 g tartılarak distile 

suda çözdürülüp, yavaĢça kaynatılıp tamamen çözünmesi sağlanarak,  45°C’ ye kadar 

soğutularak steril petrilere dağıtılmıĢtır. Hazırlanan besiyeri mayaların 

identifikasyonunda kullanılmıĢtır.  

2.1.1.6. Brillance Candida agar (Oxoid- CM1002) 

Pepton                                      4 g 

Kromojenik KarıĢım           13.6 g 

Agar                                    13.6 g 

Distile Su                          1000 ml 

pH 6.0 ± 0.2  

Yukarıda içeriği verilen kromojenik hazır toz besiyerinden 31,2 g tartılarak,    

500 mg kloramfenikol eklendikten sonra distile suda çözdürülüp, yavaĢça kaynatılıp 

tamamen çözünmesi sağlanmıĢtır. Besiyeri 45°C’ ye kadar soğutulduktan sonra steril 

petrilere dağıtılmıĢtır. Hazırlanan besiyeri mayaların identifikasyonunda kullanılmıĢtır. 
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2.1.1.7. Yeast Ekstrakt Pepton Dekstroz (YPD) agar  (Difco BD- 242720) 

Yeast Ekstract     10 g 

Pepton                 20 g 

Dekstroz              20 g 

Agar                    15 g 

Distile Su          1000 ml 

Yukarıda içeriği verilen hazır toz besiyerinden 65 g tartılarak distile suda 

çözdürülüp 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basınçta otoklavlanarak steril edildikten sonra 

DNA izolasyonu için maya kültürlerinin geliĢmesinde kullanılmıĢtır. 

2.1.1.8. Yeast Ekstrakt Pepton Dekstroz (YPD) broth  (Difco BD- 242820) 

Yeast Ekstract     10 g 

Pepton                 20 g 

Dekstroz              20 g 

Distile Su          1000 ml 

Yukarıda içeriği verilen hazır toz besiyerinden 50 g tartılarak distile suda 

çözdürülüp 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basınçta otoklavlanarak steril edildikten sonra 

5’ er ml falkon tüplere dağıtılmıĢtır. Hazırlanan besiyeri DNA izolasyonu için maya 

kültürlerinin geliĢmesinde kullanılmıĢtır. 

2.1.1.9. RPMI 1640 besiyerinin hazırlanışı 

RPMI 1640          10,4 g 

MOPS                 34,53 g                                                    

L-glutaminli ve bikarbonatsız RPMI 1640 besiyeri distile suda çözülerek tampon 

olarak kullanılan MOPS eklenmiĢ distile su içerisinde 1000 ml olacak Ģekilde 

çözülmüĢtür ( pH 7,0).  Besiyeri filtrasyon yöntemi ile sterilize edilerek 100 ml’ lik 
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steril kapaklı ĢiĢelere dağıtılarak, kullanılıncaya kadar +4 °C’ de saklanmıĢtır (Pfaller ve 

ark. 1996).   

2.1.2. Çalışmada kullanılan çözeltiler 

2.1.2.1. Yağ asidi analizi çözeltileri 

Reagent I (Saponifikasyon ayıracı) 

Sodyum Hidroksit (ACS)                         45 g 

Metanol (HPLC saflıkta)                       150 ml 

Deionize Distile Su                               150 ml 

Reagent II (Metilasyon ayıracı) 

6.00 N Hidroklorik Asit                         325 ml 

Metanol (HPLC saflıkta)                        275 ml 

Reagent III (Ekstraksiyon ayıracı) 

Heksan (HPLC saflıkta)                          200 ml 

Metiltert-butyl eter (HPLC saflıkta)        200 ml 

Reagent IV (Yıkama) 

Sodyum Hidroksit (ACS)                         10,8 g 

Metanol (HPLC saflıkta)                          900 ml 

Reagentlerin hepsi hazırlanarak oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 40 g NaCl 100 ml 

distile suda çözülmüĢ, yeterli çökelme olamayan durumlarda kullanılmıĢtır (Telefoncu 

ve ark. 2003). 
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2.1.2.2. Moleküler identifikasyon için kullanılan çözeltiler 

1. 2 M’ lık Sorbitol hazırlanışı 

Sorbitol              21,86 g 

Distile Su            100 ml 

Distile suyla karıĢtırılarak çözülür, 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basınçta 

otoklavlanarak steril edildikten sonra oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

10 mM’ lık Kalsiyum Klorür (CaCl2) hazırlanışı 

CaCl2               0,11 g 

Distile Su          100 ml 

Distile suyla karıĢtırılarak çözülür, 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basınçta 

otoklavlanarak steril edildikten sonra oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

0.1 M’ lık Tris-HCl hazırlanışı 

Tris-HCl             1.57 g 

Distile Su            100 ml 

Distile suyla karıĢtırılarak çözülür ve pH’ ı 7,5 olarak ayarlanır. 121°C’ de 15 

dakika 1,5 atm basınçta otoklavlanarak steril edildikten sonra oda sıcaklığında 

saklanmıĢtır. 

Sorbitol tampon hazırlanışı: Yukarıda hazırlanan üç çözeltiden (1,2 M’ lık Sorbitol, 10 

mM’ lık CaCl2, 0,1 M’ lık Tris-HCl)  eĢit hacimlerde alınıp, 35 mM  β-merkaptoetanol 

ile karıĢtırılarak hazırlanmıĢtır. 

10 mM’ lık EDTA hazırlanışı  

EDTA              0,37 g 

Distile Su         100 ml 

Distile suyla karıĢtırılarak çözülür ve pH’ ı 8.0 olarak ayarlandıktan sonra oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır. 
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50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu stok solüsyon hazırlanışı      

           Tris Base                            242 g 

Glasial Asetik asit            57,1 ml 

EDTA (0.5 M pH:8)         100 ml 

Çözelti distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmıĢ ve 1:49 oranında distile su ile 

karıĢtırılarak 1X TAE olarak elektroforez iĢlemlerinde kullanılmıĢtır. Hazırlanan 

solüsyon oda ısısında saklanmıĢtır (Sambrook ve Russell 2001).  

5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu stok solüsyon hazırlanışı 

Tris Base                                54 g  

Borik Asit                           27, 5 g  

EDTA (0.5 M, pH: 8.0)         20 ml 

Çözelti distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmıĢ ve pH 8,0’ e ayarlanarak oda 

ısısında saklanmıĢtır. 5X TBE stok tampon solüsyonu 1:9 oranında distile su ile 

karıĢtırılarak 0,5X TBE olarak REA elektroforez iĢlemlerinde kullanılmıĢtır. Hazırlanan 

solüsyon oda ısısında saklanmıĢtır (Sambrook ve Russell 2001). 

2.1.3. Antifungal duyarlılık testi için hazırlanan antifungal maddeler 

Antifungal ilaç miktarı aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıĢtır: 

Ağırlık (mg) = [Hacim (ml) x Konsantrasyon (µg/ml)] / Potens (µg/mg) 

Amfoterisin B (AMB) 

Potensi: %80             Stok Solüsyon Konsantrasyonu: 1600 µg/ml 

AMB             40 mg 

DMSO           20 ml 
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Flusitosin (5FC) 

Potensi: %100             Stok Solüsyon Konsantrasyonu: 5120 µg/ml 

5FC             102,4 mg 

Distile Su         20 ml 

Kaspofungin (CAS) 

Potensi: %97             Stok Solüsyon Konsantrasyonu: 5120 µg/ml 

CAS            105,5 mg 

Distile Su         20 ml 

Flukonazol (FLU) 

Potensi: %98             Stok Solüsyon Konsantrasyonu: 5120 µg/ml 

FLU           104,4 mg 

Distile Su        20 ml 

Vorikonazol (VOR) 

Potensi: %98             Stok Solüsyon Konsantrasyonu: 1600 µg/ml 

VOR             32,6 mg 

DMSO           20 ml 

Antifungallerin stok solüsyonları hazırlanarak ependorf tüplere bölünerek 

kullanılıncaya kadar -80° C’ de saklanmıĢtır (CLSI M27-A3). 
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2.2. Metod 

2.2.1. Örneklerin toplanması 

ÇalıĢmaya; Namık Kemal Üniversitesi Sağlık AraĢtırma ve Uygulama Merkezi 

Mikrobiyoloji Laboratuvarı’ nda Ağustos 2010- Ağustos 2011 tarihleri arasında vajinal 

sürüntü ve idrar örneklerinden soyutlanan 100 maya izolatı ile altı referans suĢu 

(Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata 

ATCC 90030, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, 

Candida tropicalis NRRL Y-12968 dahil edilmiĢtir. Maya kolonileri ayrı ayrı SDA 

içeren tüplere transfer edilip +4°C’ de muhafaza edilmiĢtir. Ayrıca izolatlar %15’ lik 

gliserol içerisinde -80°C’ de stoklanmıĢtır. Stok besiyerlerinden SDA’ ya iki kez 

pasajlanan suĢlar 37°C’ de 24- 48 saat inkübe edilerek üretilmiĢtir. 

2.2.2. Geleneksel yöntemlerle identifikasyon 

2.2.2.1. Germ Tüp testi 

Germ tüp testi uygulanacak maya kolonisi, 0,5-1 ml insan serumu bulunan tüp 

içerisine eklenerek karıĢtırılmıĢtır. 37°C’ de 2 saat inkübe edildikten sonra, direkt 

preparat hazırlanarak ıĢık mikroskobunda 40x objektifle incelenmiĢtir. Blastospordan 

köken alan, baĢlangıç noktasında boğumlanma göstermeyen ve maya hücresinin 3-4 katı 

uzunluğundaki hif benzeri yapılar, germ tüp olarak kabul edilmiĢtir. Ana hücreden 

boğumlanma göstererek oluĢan yapılar, pseudogerm tüp oluĢumu olarak 

değerlendirilmiĢtir. Germ tüp üreten maya kökenleri C. albicans olarak tanımlanmıĢtır 

(Tümbay 1999). 

2.2.2.2. Mısır unlu-tween 80 Agar’da morfolojik özelliklerin belirlenmesi 

SDA’ daki saf maya kolonilerinden iğne uçlu öze ile alınarak mısır unlu agar 

besiyerine, birbirine paralel 3-4 çizgi Ģeklinde ekim yapılmıĢtır. Ekim çizgilerinin 

üzerini kaplayacak Ģekilde steril lamel kapatılıp ve 25-27°C’ de 72 saat inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda tüm maya izolatları; ıĢık mikroskobunda 40x objektif ile 

klamidospor, blastospor, artrospor, psödohif ve hif oluĢturma özelliği yönünden 

incelenmiĢtir. Sitoplazma içerisinde globüllerin bulunduğu, çok fazla küme yapmamıĢ 

ve kalın duvarlı klamidosporlara sahip mayalar C. albicans olarak tanımlanmıĢtır 

(Larone 2011). 
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2.2.2.3. Kromojenik besiyerleriyle identifikasyon 

2.2.2.3.1. CHROMagar Candida  

Test edilecek kökenin SDA’ daki saf kültüründen steril bir öze ile alınan 

koloniler CHROMagar Candida besiyerine ekilerek, 35±2°C’ de 48 saat inkübe 

edildikten sonra koloni renkleri değerlendirilmiĢtir. Sarı-yeĢil ile mavi-yeĢil koloniler  

C. albicans, soluk pembe gül rengindeki koloniler C. krusei, koyu mavi ile mavimsi 

yeĢil veya metalik mavi koloniler C. tropicalis olarak yorumlanmıĢtır (Odds ve 

Bernaerts 1994; Pfaller ve ark. 1996). 

2.2.2.3.2. Candida Ident agar (Candida ID) 

Ġzolatların SDA’ daki saf kültüründen steril bir öze ile alınan koloniler Candida 

Ident agara ekilerek, 30°C’ de 24-48 saat inkübe edildikten sonra koloni renkleri 

değerlendirilmiĢtir. Açık yeĢil renkte düz koloniler C. albicans, mavi ile metalik mavi 

renkte koloniler C. tropicalis, mor renkte kabarık koloniler C. krusei, krem-beyaz renkte 

koloniler ise C. glabrata olarak tanımlanmıĢtır (Rousselle ve ark. 1994). 

2.2.2.3.3. BIGGY agar 

SDA besiyerindeki taze kültürden BIGGY agara ekimi yapılan örnekler 30°C’ 

de 48-72 saat inkübasyon sonucunda; siyah-kahverengi mat koloniler C. albicans, koyu 

kahverengi ve siyah merkezli koloniler C. tropicalis, gümüĢü-kahverengi-siyah 

merkezli koloniler C. krusei olarak değerlendirilmiĢtir (Kalkancı ve ark. 1999; AktaĢ ve 

ark. 2001). 

2.2.2.3.4. Brillance Candida agar 

Hazırlanan besiyerine taze kültürden ekim yapılan izolatlar 30°C’ de 24-48-72 

saat inkübasyon sonucunda renklerine göre yorumlamıĢtır. Koyu mavi renkteki 

koloniler C. tropicalis, yeĢil renkteki koloniler C. albicans ve C. dubliniensis, kuru 

pembe-kahverengi renkteki koloniler C. krusei, bej, sarı, kahverengi renkteki koloniler 

C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis ve C. lusitaniae olarak değerlendirilmiĢtir 

(Baixench ve ark. 2006). 
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2.2.3. Hızlı identifikasyon testi ile tanımlama 

2.2.3.1. VITEK 2 ID-YST Sistem 

Ġzolatların SDA’ daki 18-24 saatlik taze kültürleri kullanılmıĢtır. Üretici firma 

önerileri doğrultusunda hazırlıklar yapılmıĢtır. VITEK 2 Compact System için 

inokulum süspansiyonu için polisitren tek kullanımlık test tüpleri kullanılmıĢtır. Bu 

tüplere konulan 3 ml steril serum fizyolojik içinde 2,0 McFarland (1,80- 2,20 aralığı) 

olacak Ģekilde bioMérieux DensiChek ile ölçülerek hazırlanmıĢtır. Hazırlanan 

süspansiyonlar kartuĢlara ve VITEK YST kartlarının sırasıyla barkodları okutularak 

cihaza yerleĢtirilmiĢtir. Cihaz otomatik olarak vakumla kartlara dolum yapmakta ve 

inkübasyona baĢlamaktadır. Ġnkübasyon sonunda cihazdan sonuçlar alınarak 

değerlendirilmiĢtir (BioMerieux Diagnostics) (Tablo 2.1). 

Tablo 2.1. YST kart test substratları  

 

Kuyucuk Test 
Kısa 

İsmi 

Miktar/ Kuyucuk 

(mg) 

3 L-Lizin-Arilamidaz LysA 0,0228 

4 L-Malat asimilasyonu IMLTa 0,1500 

5 Lösin-Arilamidaz LeuA 0,0234 

7 Arginin ARG 0,1500 

10 Eritritol asimilasyonu ERYa 0,3000 

12 Gliserol asimilasyonu GLYLa 0,1600 

13 Tirozin arilamidaz TyrA 0,0276 

14 Beta-N-Asetil Glikozaminidaz BNAG 0,0408 

15 Arbutin asimilasyonu ARBa 0,3000 

18 Amigdalin asimilasyonu AMYa 0,3000 

19 D-Galaktoz asimilasyonu dGALa 0,3000 

20 Gentiobiyoz asimilasyonu GENa 0,3000 

21 D-Glukoz asimilasyonu dGLUa 0,3000 

23 Laktoz asimilasyonu LACa 0,9600 

24 Metil-A-D-Glukopiranosid asimilasyonu MAdGa 0,3000 

26 D-Selobiyoz asimilasyonu dGELa 0,3000 

27 Gama-Glutamil-Transferaz GGT 0,0228 

28 D-Maltoz asimilasyonu dMALa 0,3000 

29 D-Rafinoz asimilasyonu dRAFa 0,3000 

30 PNP-N-Asetil-BD-galaktozaminidaz 1 NAGA1 0,0306 

32 D-Mannoz asimilasyonu dMNEa 0,3000 

33 D-Melibiyoz asimilasyonu dMELa 0,3000 

38 L-Sorboz asimilasyonu ISBEa 0,3000 

39 L-Ramnoz asimilasyonu IRHAa 0,3000 

40 Ksilitol asimilasyonu XLTa 0,3000 

42 D-Sorbitol asimilasyonu dSORa 0,3000 

44 Sakkaroz/ Sükroz asimilasyonu SACa 0,3000 

45 Üreaz URE 0,1500 

46 Alfa-glikosidaz AGLU 0,0360 
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47 D-Turanoz asimilasyonu dTURa 0,3000 

48 D-Trehaloz asimilasyonu dTREa 0,3000 

49 Nitrat asimilasyonu NO3a 0,0300 

51 L-Arabinoz asimilasyonu IARAa 0,3000 

52 D-Galakturonat asimilasyonu dGATa 0,1500 

53 Eskülin hidrolizi ESC 0,2250 

54 L-Glutamat asimilasyonu IGLTa 0,1500 

55 D-Ksiloz asimilasyonu dXYLa 0,3000 

56 DL-Laktat asimilasyonu LATa 0,1500 

58 Asetat asimilasyonu ACEa 0,1500 

59 Sitrat (Sodyum) asimilasyonu CITa 0,1500 

60 Glukuronat asimilasyonu GRTas 0,1500 

61 L-Prolin asimilasyonu IPROa 0,1500 

62 2-Keto-D-Glukonat asimilasyonu 2KGa 0,1500 

63 N-Asetil-glikozamin asimilasyonu NAGa 0,1500 

64 D-Glukonat asimilasyonu dGNTa 0,1500 

* Tabloda 1 ile 64 arasındaki belirtilmeyen diğer kuyucuklar boĢtur. Kaynak: Pincus 2006. 

2.2.4. Yağ Asidi Metil Esterleri (FAME) analizi 

Bütün izolatlar yağ asidi metil esterlerinin (FAME) analizi için iĢleme alınmıĢtır. 

Analiz edilecek mayalar Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’ da 2 gün 28°C’ de inkübe 

edilmiĢtir. Her bir izolat yaklaĢık 80 mg olacak Ģekilde steril kapaklı cam tüplere 

tartılarak, izolatlara; saponifikasyon, metilasyon ve ekstraksiyon basamaklarından sonra 

yağ asitleri elde edilerek standart suĢlar ile kıyaslanarak identifikasyonları yapılmıĢtır 

(Schutter ve Dick 2000). Bu basamakların yapılıĢı aĢağıda verilmiĢtir: 

1- Saponifikasyon: 1 ml Reagent I’ den aktarılıp 5-10 saniye vortekslenip 5 

dakika 100°C’ de bekletilmiĢ bekletilmiĢ tekrar 5-10 saniye vortekslenerek 100°C’ de 

25 dakika bekletilerek hemen soğuk suya konularak soğutulmuĢtur. 

2- Metilasyon: 2 ml Reagent II ilave edilerek 5-10 saniye vortekslenip 80°C’ de 

10 dakika bekletilmiĢ ve hemen soğutulmuĢtur. 

3- Ekstraksiyon: 1,25 ml Reagent III ilave edilerek 5 dakika yatay karıĢtırıcıda 

karıĢtırılarak cam pipet yardımıyla alt faz atılmıĢtır. 

4- Yıkama: 3 ml Reagent IV ilave edilerek yatay karıĢtırıcıda 5 dakika 

karıĢtırılmıĢ ve üst faz viallere alınmıĢtır (Shutter ve Dick 2000). 

Yağ asidi identifikasyonları, Sherlock Mikrobial Ġdentifikasyon Sistemi ile cihaz 

Ģartlarına uygun olarak yapılacaktır. Sonuçlar YEAST28 kütüphanesinde 

değerlendirilmiĢtir. 
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2.2.5. Moleküler yöntemlerle identifikasyon 

2.2.5.1. DNA izolasyonu 

Yeast ekstrakt pepton dekstroz (YPD) agar’ da 37°C’ de 48 saat inkübasyon 

sonucu üretilen suĢlardan alınan bir koloni, 5ml’lik YPD buyyon içeren tüplere 

aktarılarak 37°C’ de 24 saat inkübe edilmiĢtir. YPD buyyon içinde inkübe edilmiĢ olan 

suĢlar Nucleospin Tissue Kit (Macherey- Nagel, Almanya) kullanılarak, üretici firma 

önerileri doğrultusunda ekstraksiyona alınmıĢtır.  

5 ml’ lik YPD buyyonda inkübe edilmiĢ suĢlar 5.000×g’ de 10 dakika 

santrifüjlenerek süpernatanları atılmıĢtır. Çökeltiye 10 mM EDTA’ dan 1000 μl eklenip, 

5.000×g’ de 10 dakika santrifüjlenerek süpernatantı atılmıĢtır. Santrifüj iĢlemi sonrası 

elde edilen çökelti ön-lizis iĢlemine alınmıĢ ve bu iĢlemde 600 ml sorbitol tampon ve 

50U litikaz ile süspanse edilen çökelti 1,5 ml’ lik ependorf tüplerine alınmıĢtır. Elde 

edilen karıĢım 30°C’ de 30 dakika inkübe edildikten sonra 2.000×g’ de 10 dakika 

santrifüjlenip, süpernatantı atılmıĢtır. Elde edilen çökeltiye 180 ml kit içeriğinde 

bulunan T1 tampon ve 25 ml proteinaz K solüsyonu ilave edilip, vortekslenmiĢtir. 

Örnekler, 56°C’ de su banyosunda 2 saat inkübe edildikten sonra sonra lizis iĢlemine 

geçilmiĢtir. Lizis iĢleminde su banyosundan çıkarılan örnekler vortekslendikten sonra 

200 ml B3 tampon eklenerek vorteks iĢlemi tekrar edilmiĢtir. Daha sonra 70°C’ de 10 

dakika inkübe edilen örneklerin lizis iĢlemi tamamlandıktan sonra örneklere 210 ml              

%96-100’lük etanol eklenip ve vortekslenmiĢtir. Örnekler 2 ml’ lik toplama tüplerine 

yerleĢtirilmiĢ olan Nucleospin Tissue kolonlara alınarak ve 11.000×g’ de 1 dakika 

santrifüjlenmiĢtir. Sıvının toplandığı toplama tüpleri atılıp ve kolonlar yeni toplama 

tüpleri içine yerleĢtirilmiĢtir. Bu iĢlem ile DNA’nın silika membrana bağlanması 

sağlanmıĢtır. Silika membranın yıkanması amacıyla 500 ml BW tampon eklenip ve 

11.000×g’ de 1 dakika santrifüjlenmiĢtir. Sıvının toplandığı toplama tüpleri atılıp ve 

kolonlar yeni toplama tüpleri içine alınmıĢtır. Kolonlara 600 ml B5 tamponu eklenerek, 

11.000×g’ de 1 dakika santrifüjlenip ve yine sıvının toplandığı toplama tüpleri atılarak 

kolonlar yeni toplama tüpleri içine yerleĢtirilmiĢtir. Silika membranın kurutulması için 

11.000×g’ de 1 dakika santrifüj uygulanmıĢtır. Bu iĢlem ile artakalan etanol 

kalıntılarının uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Kolonlar 1,5 ml’ lik mikrosantrifüj tüplerine 

yerleĢtirilmiĢtir. DNA eldesi için silika membran üzerine önceden 70°C’ ye ısıtılmıĢ 

100 ml elüsyon tampon BE eklenip, oda ısısında 1 dakika inkübe edilerek, 11.000×g’ de 
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1 dakika santrifüjlenmiĢtir. Böylece DNA eldesi 100 ml hacimde tamamlanmıĢtır. Elde 

edilen DNA örneği 1 kb marker eĢliğinde, 6X yükleme boyası ile 3 μl hacminde           

% 1’ lik agaroz jele yüklenerek, 1X TAE tamponunda 90V’ da 50 dk yürütme 

iĢleminden sonra UV transilluminatörde (Uvitec) incelenmiĢtir. DNA örnekleri -20 ºC’ 

de muhafaza edilmiĢtir. 

 

2.2.5.2. Gen bölgelerinin PCR ile amplifikasyonu 

 

Ġzolatların ITS1-5.8S-ITS4 bölgesi amplifikasyonu ITS-1 (Forward) ve ITS-4 

(Reverse) evrensel primerleri kullanılarak yapılmıĢtır. LSU alt ünitesindeki D1/D2 

bölgesi ise NL-1 (Forward) ve NL-4 (Reverse)  primerleri kullanılarak çoğaltılmıĢtır 

(Tablo 2.2, ġekil 2.1). Bu amaçla; 2,5 μl 10X PCR tamponu, 1,5 μl 25 mM MgCl2, 0,5 

μl 10 mM deoksinükleotidtrifosfatlar karıĢımı (dNTP Mix; dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 

2,5 μM primerler, 1,25 μl Taq polimeraz (1 unit/μl), 16,25 μl nükleaz içermeyen distile 

su ve 1 μl kalıp DNA olmak üzere toplam 25 μl hacimlik reaksiyon kullanılmıĢtır. 

Reaksiyonlar için Bio-Rad i-cycler, Techne Thecgene ve Techne TV-5000 Thermal 

Cyclelar kullanılmıĢtır.  

 

Tablo 2.2. Çalışmada kullanılan primerler  

 
Primerler Primerlerin Dizileri (5’–3’) Kaynak 

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 
White ve ark. 

1990 ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 

NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ 
O’Donnell 

1993 NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ 
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Şekil 2.1. Hedef genlere primerlerin bağlanma bölgeleri 

(https://www.studyblue.com/notes/note/n/yeast-molecular-taxonomy/deck/9823159) 

ITS ve D1/D2 bölgesi için kullanılan reaksiyon koĢulları aĢağıda belirtilmiĢtir: 

        ITS1-5.8S-ITS4                                             D1/D2 

95 ºC   2 dakika (Denatürasyon)                 95 ºC   2 dakika (Denatürasyon)                 

95 ºC   1 dakika                                           95 ºC   1 dakika 

55 ºC   45 saniye         35 Döngü                 64 ºC   45 saniye            35 Döngü    

72 ºC   1,30 dakika                                      72 ºC   1,30 dakika 

72 ºC   5 dakika                                            72 ºC   5 dakika 

4 ºC Süresiz                                                  4 ºC Süresiz 

 

Elde edilen PCR ürünleri % 1’ lik agaroz jele 6X’lik yükleme boyası 

kullanılarak yüklenmiĢ ve 1X TAE tamponunda 90V 50 dk boyunca yürütülerek UV 

transillumitatörde (Uvitec) incelenmiĢtir. 
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2.2.5.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA) 

         

ITS1-5.8S-ITS2 ve D1/D2 bölgesi için elde edilen PCR ürünlerinin restriksiyon 

enzim analizleri için Hinf I, Hae III, Dde I ve Bfa I enzimleri kullanılmıĢtır.  

 

Hinf  I, Hae III, ve Dde I enzimleri için reaksiyon: 20 μl’ lik hacimde; 2 μl 10X’ 

lik buffer, 0,2 μl BSA (10 μg/ μl), 7.5 μl nükleaz içermeyen steril distile su, 10 μl PCR 

ürünü ve 0,5 μl enzim Ģeklinde kurulmuĢtur.  

Bfa I enzimi (Fermantas) için reaksiyonu: 20 μl’ lik hacimde; 2 μl 10X’lik 

Tango Buffer, 7 μl nükleaz içermeyen steril distile su, 10 μl PCR ürünü ve 1 μl enzim 

Ģeklinde kurulmuĢtur.  

         Hinf  I                                                      Hae  III                                                                    

          5’…G  ANT  C…3’                                     5’…GG   CC…3’                                          

          3’…C  TNA  G…5’                                     3’…CC   GG…5’                                         

                   Dde I                                                           Bfa I                                          

          5’…C  TNA  G…3’                                     5’…C  TA  G…3’ 

          3’…G  ANT  C…5’                                     3’…G  AT  C…5’ 

 

Restriksiyon enzim analizi için kurulan reaksiyonlar 37°C’ de 1 gece 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Elde edilen kesim ürünleri 1kb ve 100 bp marker eĢliğinde 

6X yükleme boyası ile %2’ lik agaroz jele yüklenerek 70V’ da 210 dakika 

yürütüldükten sonra UV transilluminatörde görüntülenmiĢtir. REA sonucuna göre PCR 

ürünlerinin farklı profilleri belirlenerek, dizi analizi için her bir profile ait örnekler 

seçilmiĢtir. 
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2.2.5.4. PCR ürünlerinin saflaştırılması  

Jelden kesilen PCR ürünlerinin saflaĢtırılmasında, saflaĢtırma kiti (Promega 

Wizard SV and PCR Clean-Up System A9280, A9281, A9282) kullanılmıĢtır. Jelden 

kesilen bandların her 10 mg’ ı için üzerine 10 µl membran bağlayıcı solüsyon eklenmiĢ 

ve vortekslenerek jelin erimesi için 55°C’ lik su banyosunda 10 dakika bekletilmiĢtir. 

Eritilen örnek; toplama tüpü üzerine konulmuĢ minikolona aktarılmıĢtır. Bir dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilip, 16.000 rcf (relatif santrifüj kuvveti)’ de bir dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Minikolon baĢka bir toplama tüpünün üzerine konularak, 700 µl membran 

yıkama solüsyonu eklenmiĢtir. Tekrar bir dakika 16.000 rcf’ de santrifüj edilmiĢtir. 

Toplama tüpünde bulunan sıvı dökülüp, minikolon üzerine tekar 500 µl membran 

yıkama solüsyonu konulmuĢtur ve 16.000 rcf’ de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Toplama 

tüpündeki sıvı dökülüp tekrar bir dakika 16.000 rcf’ de santrifüj edilmiĢtir. Toplama 

tüpü üzerinden alınan minikolona temiz bir ependorfa konulup, minikolon 50 µl nükleaz 

içermeyen su eklenmiĢ ve 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübe edilmiĢ 

örnek 16.000 rcf’ de 1 dakika santrifüj edilip jelden saflaĢtırılmıĢ ürünler elde 

edilmiĢtir. 

Elde edilen PCR ürünleri 1 kb marker eĢliğinde 6X yükleme boyası ile %1’ lik 

agaroz jele yüklenerek 1X TAE tamponunda 90V’ da 50 dk yürütme iĢleminden sonra 

UV transilluminatörde (Uvitec) incelenmiĢtir.  

2.2.5.5. PCR ürünlerinden dizi analizi 

Saf olarak elde edilen PCR ürünleri; ITS1-5.8S-ITS2 rRNA ve D1/D2 gen 

bölgelerinin dizi analizleri için, Namık Kemal Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik 

AraĢtırmalar Uygulama ve AraĢtırma Merkezi (NABĠLTEM)’ne gönderilmiĢtir.   

2.2.5.6. Gen dizilerinin analizi 

Dizi analizi sonrası elde edilen tüm izolatlara ait ITS ve D1/D2 gen bölgelerine 

ait dizi bilgileri; National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasındaki verilerle Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) (Altschul ve ark. 1997) programı ile filogenetik benzerlikleri incelenmiĢtir. 

Veriler MEGA v. 6.0 (Tamura ve ark. 2013) programındaki ClustalW kullanılarak 

hizalanmıĢtır. Ġncelenen izolatlar ve NCBI gen bankasındaki en yakın karĢılıklarına ait 
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evrimsel geliĢim süreci Tamura-Nei modeline (Tamura ve Nei 1993) dayalı olarak 

Neighbor Joining (NJ) (Satiou ve Nei 1987) yöntemi ile 1000 tekrarlı (Bootstrap 1000) 

olarak incelenmiĢ ve dendogramlar oluĢturulmuĢtur. Dendogramlarda benzerlik 

oranlarının belirlenmesi için her türe ait tip tür (T) kullanılmıĢ ve dizi analizi sonucunda 

tanımlanan türler www.indexfungorum.org sitesinden kontrol edilerek isimlendirilerek, 

telemorf ve anamorf isimleri belirtilmiĢtir. 

2.2.6. Çalışılan antifungal duyarlılık testleri 

2.2.6.1. Mikrodilüsyon yöntemi 

Mikrodilüsyon yöntemi CLSI M27-S3 önerileri doğrultusunda hazırlanarak ve 

uygulanmıĢtır. Önceden hazırlanmıĢ antifungal stok süspansiyonları kullanılarak CAS, 

5FC, FLU için 0,0625-64 μg/ml, VOR ve AMB için 0,0313-16 μg/ml arasındaki iki 

katlık ilaç konsantrasyonlarını içeren tüpler hazırlanmıĢtır. Her antifungal son 

konsantrasyonlarının iki katı olacak Ģekilde dilüsyonları yapılmıĢtır (Tablo 2.3, 2.4). 

Üreme kontrol kuyucukları için ilaç içermeyen bir tüp çalıĢmaya eklenmiĢtir (CLSI 

M27-S3). 

       Tablo 2.3. CAS, 5FC, FLU dilüsyonlarının hazırlanma şeması  

A
d

ım
 Konsantrasyon 

(µg/ml) Kaynak 

Hacim+Besiyeri 

(ml    +    ml) 

Ara 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

Son 

Konsantrasyon 

(µg/ml) L
o

g
2

 

1 5120 Stok 1 7 640 64 6 

2 640 1. adım 1 1 320 32 5 

3 640 1. adım 1 3 160 16 4 

4 160 3. adım 1 1 80 8 3 

5 160 3. adım 0,5 1,5 40 4 2 

6 160 3. adım 0,5 3,5 20 2 1 

7 20 6. adım 1 1 10 1 0 

8 20 6. adım 0,5 1,5 5 0,5 -1 

9 20 6. adım 0,5 3,5 2,5 0,25 -2 

10 2,5 9. adım 1 1 1,25 0,125 -3 

11 2,5 9. adım 0,5 1,5 0,625 0,0625 -4 

12 2,5 9. adım 0,5 3,5 0,3125 0,03125 -5 

     Kaynak: CLSI M27-S3, 2008. 

 

http://www.indexfungorum.org/
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   Tablo 2.4. VOR ve AMB dilüsyonlarının hazırlanma şeması  

A
d

ım
 Konsantrasyon 

(µg/ml) Kaynak 

Hacim+Çözücü 

DMSO 

(ml    +    ml) 

Ara 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

Son 

Konsantrasyon 

(µg/ml) L
o

g
2

 

1 1600 Stok - 1600 16 4 

2 1600 Stok 0,5 0,5 800 8 3 

3 1600 Stok 0,5 1,5 400 4 2 

4 1600 Stok 0,5 3,5 200 2 1 

5 200 4. adım 0,5 0,5 100 1 0 

6 200 4. adım 0,5 1,5 50 0,5 -1 

7 200 4. adım 0,5 3,5 25 0,25 -2 

8 25 7. adım 0,5 0,5 12,5 0,125 -3 

9 25 7. adım 0,5 1,5 6,25 0,0625 -4 

10 25 7. adım 0,5 3,5 3,13 0,0313 -5 

     Kaynak: CLSI M27-S3, 2008. 

 

Antifungal duyarlılık testinde maya süspansiyonlarının hazırlanmasında tüm 

izolatların SDA besiyerindeki 24 saatlik taze kültürleri kullanılmıĢtır. Kültürlerden  

yaklaĢık 1 mm çaplı beĢ koloni alınarak 5 ml steril serum fizyolojik içinde standart 

maya süspansiyonları hazırlanmıĢtır. Süspansiyonlar yaklaĢık 15 saniye vortekslenerek 

homojen hale getirildikten,  sonra spektrofotometrik olarak 0,5 McFarland standardının 

bulanıklığına göre ayarlanmıĢtır. Bu iĢlemle her mililitresinde 1-5x10
6
 hücre içeren stok 

maya süspansiyonları elde edilmiĢtir. Stok maya süspansiyonu; RPMI 1640 besiyeri ile 

önce 1/50 ve ardından 1/20 oranlarında seyreltilerek, testte kullanılacak olan 1-5x10
3
 

hücre/ml’lik son konsantrasyona ulaĢılmıĢtır. 

 

Bu test için, steril U tabanlı ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanılmıĢtır. Tüm 

etiketlemeler yapıldıktan sonra mikroplağın yatay sıradaki ilk kuyucuğu sterilite kontrol 

kuyucuğu olarak, son kuyucuğu ise üreme kontrol kuyucuğu olarak belirlenmiĢtir. 

Sterilite kontrolü olan kuyucuğa 200 µl RPMI, üreme kontrol kuyucuğuna ise 100 µl 

RPMI konulmuĢtur. Mikroplağın her bir sütununa bir ilaç konsantrasyonu olacak 

Ģekilde yapılan dilüsyonlar 100’ er μl dağıtılmıĢtır. En yüksek ilaç konsantrasyonu 2. 

kuyucukta, en düĢük konsantrasyon ise 11. kuyucukta olacak Ģekilde pipetle dağıtım 

yapılmıĢtır (Schwalbe ve ark. 2007). 
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Mikroplaklar hazırlandıktan sonra her bir sırada bir izolat olacak Ģekilde 

hazırlanan maya süspansiyonlarından 100’ er μl eklenmiĢtir. Sadece sterilite kontrolü 

olan kuyucuğa maya süspansiyonu konulmamıĢtır. Bu iĢlem sonunda hem maya hem 

ilaç konsantrasyonları ½ oranında seyreltilerek çalıĢma konsantrasyonuna ulaĢılmıĢtır. 

Mikroplakların üzeri kapatılılıp, 35°C’ de 48 saat inkübasyonun ardından duyarlılık 

sonuçları görsel olarak değerlendirilmiĢtir. (Schwalbe ve ark. 2007).  

 

2.2.6.2. VITEK 2 Sistem ile antifungal duyarlılık (AST-YS06 kart) 

Ġzolatların saf ve taze kültürlerinden inokulum süspansiyonu hazırlanmıĢtır. 

Üretici firma önerileri doğrultusunda antifungal duyarlılık testi için hazırlıklar 

yapılmıĢtır. VITEK 2 Compact System için inokulum süspansiyonu için polisitren tek 

kullanımlık test tüpleri kullanılmıĢtır. Bu tüplere konulan 3 ml steril serum fizyolojik 

içinde 2,0 McFarland (1,80- 2,20 aralığı) olacak Ģekilde bioMérieux DensiChek ile 

ölçülerek hazırlanmıĢtır. Antifungal duyarlılık testi için hazırlanan inokulum 

süspansiyonundan alınan 280 μl inokulum süspansiyonu diğer tüpteki 3 μl sterile serum 

fizyolojik içine aktarılarak, bu tüplere de VITEK 2 AST-YST antifungal duyarlılık 

kartları yerleĢtirilmiĢtir. Hazırlanan süspansiyonlar kartlara doldurulup inkübasyona 

bırakılmıĢ ve otomatik olarak okuma yapılıp değerlendirilmiĢtir (BioMerieux 

Diagnostics). 

VITEK 2 Compact System antifungal duyarlılık kartların (AST-YS06); 

amfoterisin B 0,25-16 µg/ml, flusitozin 0,25-4 µg/ml, flukonazol 1-64 µg/ml, 

vorikonazol 1-64 µg/ml ve kaspofungin 0,12-8 µg/ml aralıklarında ilaç dilüsyonlarını 

içermektedir. Cihaza yüklenen örneklerin 18-27 saatlik inkübasyon süresi sonunda MĠK 

sonuçları alınmaktadır. VITEK 2 sistemi MĠK değerini CLSI kriterlerine göre 

yorumlamaktadır. 
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3. BULGULAR 

3.1. Çalışmaya Alınan İzolatlar 

ÇalıĢmaya toplam 100 maya izolatı alınmıĢtır. Ġzolatların 63’ ü vajen 37’ si idrar 

örneklerinden soyutlanmıĢtır. Bu örneklerin %65’ i Kadın Hastalıkları ve Doğum 

Polikliniği; %17’ si Üroloji Polikliniği ve %18’ i diğer birimlere (Ġç Hastalıkları 

Polikliniği, Ġnfeksiyon Polikliniği, Hematoloji Polikliniği, Dermatoloji Servisi, Genel 

Yoğun Bakım, Endokrinoloji Servisi, Fiziksel Tıp ve Rehabilitasyon Servisi, Nöroloji 

Servisi) çeĢitli Ģikayetlerle baĢvuran kadın hastalardan oluĢmaktadır. Stok 

besiyerlerinde bulunan maya kolonilerinden SDA’ ya pasajlanan izolatlar çalıĢmalarda 

kullanılmak üzere suĢlar 37°C’ de 24- 48 saat inkübe edilerek üretilmiĢtir. 

3.2. İzolatların Geleneksel Yöntemlerle İdentifikasyonları 

ÇalıĢmaya alınan 100 maya izolatının identifikasyonları için kullanılan klasik 

yöntemlerden; germ tüp testi, mısır unlu-tween 80 agar besiyerindeki morfolojileri, 

kromojenik besiyerlerindeki (CHROMagar Candida, Candida Ident agar, BIGGY agar, 

Brillance Candida agar) morfolojileri ve kolonilerin renk oluĢumları değerlendirilmiĢtir 

(Tablo 3.1).   

 

Tüm maya izolatlarında germ tüp oluĢturma özelliğine bakılmıĢtır. Germ tüp 

oluĢumu pozitif olanlar C. albicans; negatif olanlar ise non- C. albicans olarak 

değerlendirilmiĢtir (ġekil 3.1). Bu teste göre; izolatların 49’ u C. albicans, 51’ i ise non- 

C. albicans olarak tanımlanmıĢtır.  

 

          Şekil 3.1. Germ tüp oluşumu 
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Mısır unlu-tween 80 agarda identifikasyon; gerçek ve yalancı hifler, 

blastokonidyalar, klamidosporların yapı ve yerleĢimlerine değerlendirilerek 

yapılmaktadır. Hiflerin uçlarından geniĢ, kalın duvarlı, genellikle tekli terminal 

klamidosporlar, gerçek ve yalancı hifler, yalancı hiflerin çevresinde kümeler oluĢturmuĢ 

blastokonidyalar görülen izolatlar C. albicans ve bu türe oldukça benzeyen hiflerin 

ucunda çoklu terminal klamidosporlar görülen izolatlar C. dubliniensis olarak 

isimlendirilmiĢtir. Küçük, oval ve uçlarından tomurcuklanan maya hücreleri üreten 

izolatlar C. glabrata; tipik olarak kütükler görünümü veren belirgin Ģekilde dağınık, 

dikdörtgen Ģeklinde uzamıĢ blastokonidyalar ile yalancı hifler oluĢturan izolatlar C. 

kefyr; çapraz konulmuĢ kibrit çöpleri Ģeklinde, ağaç benzeri görünüm veren uzun 

blastokonidyalar ile yalancı hifler oluĢturan türler C. krusei; uzun, dallanmıĢ ve kıvrık 

yalancı hiflerle birlikte kısa zincirler oluĢturan uzun blastokonidyalar görülen izolatlar                

C. lusitaniae olarak tanımlanmıĢtır. Oval veya uzamıĢ yuvarlak tomurcuklanan 

hücrelerin oluĢtuğu izolatlar ise Rhodotorula sp. olarak identifikasyonları yapılmıĢtır 

(Tümbay 1999; Larone 2011). Ġzolatların mısır unlu-tween 80 agardaki morfolojilerine 

göre; 49’ u C. albicans, 39’ u C. glabrata, 5’ i C. kefyr, 4’ ü C. krusei, 1’ i C. lusitaniae, 

1’ i C. dubliniensis ve 1 izolat ise Rhodotorula sp. olarak tanımlanmıĢtır.  

         

Şekil 3.2. Y-3 ve Y-16 izolatlarının mısır unlu tween 80 agar’da görünümü 
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Şekil 3.3. Y-49 ve Y-60 izolatlarının mısır unlu tween 80 agar’da görünümü 

         

Şekil 3.4. Y-75 ve Y-85 izolatlarının mısır unlu tween 80 agar’da görünümü 

 

BIGGY agar ile identifikasyon standart suĢlara ve literatüre bakılarak 

yapılmıĢtır. Koloni morfolojilerine ve renklerine göre; siyah-kahverengi S tipi koloniler 

C. albicans, koyu kahverengi pürtüklü R tipi koloniler C. krusei, koyu kırmızı-kahve 

parlak renkte koloniler C. kefyr, kahverengi S tipi koloniler C. tropicalis ve açık 

kahverengi-krem renkli kolonileri bulunan izolatlar ise C. glabrata olarak 

değerlendirilmiĢtir (Yücesoy ve Marol 2003; Ġlkit ve ark. 2007;  Messeir ve ark. 2012). 

Bu besiyerinde izolatların 50’ si C. albicans, 37’ si  C. glabrata, 6’ sı C. kefyr, 4’ ü C. 

krusei, 3’ ü C. tropicalis olarak tanımlanmıĢtır.  
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Şekil 3.5. Y-3 ve Y-5 izolatlarının BIGGY Agar koloni morfolojisi ve rengi 

 

      

Şekil 3.6. Y-49 ve Y-71 izolatlarının Biggy Agar koloni morfolojisi ve rengi 

Brillance Candida Agar’ da; C. tropicalis koyu mavi, C. albicans ve C. 

dubliniensis yeĢil renkte, C. krusei kuru pembe renkte, C. glabrata. C. kefyr. C. 

parapsilosis ve C. lusitaniae ise bej, sarı, kahverengi renkte koloniler oluĢturmaktadırlar 

(Baixench ve ark. 2006; Messeir ve ark. 2012). Koloni renk ve morfolojilerine göre; 51 

izolat C. albicans, 43 izolat C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis veya C. lusitaniae,  4 

izolat C. krusei ve 1 izolat C. dubliniensis olarak tanımlanmıĢ; 1 izolat ise renk 

farklılığından dolayı koloni morfolojisine göre tanımlama yapılamamıĢtır. 
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Şekil 3.7. Y-25, Y-38 ve Y-91 (altta) izolatının Brillance Candida Agar koloni 

morfolojisi ve rengi 

 

Candida Ident Agar besiyerine ekilen izolatlar. literatüre ve standart 

mikroorganizmalara göre yorumlanmıĢtır. Buna göre; açık yeĢil renkte düz koloniler C. 

albicans, mavi ile metalik mavi renkte koloniler C. tropicalis, mor renkte kabarık 

koloniler C. krusei, krem-beyaz ve çok hafif pempe renkteki koloniler ise C. glabrata 

olarak değerlendirilmiĢtir (Messeir ve ark. 2012). Toplam 100 izolatın; 50’ si               

C. albicans, 45’ i C. glabrata, 4’ ü C. krusei olarak tanımlanmıĢ; renk farklılığından 

dolayı bir izolatın koloni morfolojisine göre tanımlaması yapılamamıĢtır. 
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Şekil 3.8. Y-20, Y-58 ve Y-79 (altta) izolatlarının Candida Ident Agar koloni 

morfolojisi ve rengi 

 

CHROMagar’ da; hafif veya orta yeĢil koloniler C. albicans, koyu yeĢil 

koloniler ise C. dubliniensis, beyazımsı sınırları olan. açık gül rengi veya pembe 

koloniler C. krusei, koyu mavi ile mavimsi yeĢil veya metalik mavi koloniler C. 

tropicalis ve açık pembe veya eflatun koloniler C. glabrata olarak yorumlanmıĢtır 

(Odds ve Bernaerts 1994; Peng ve ark. 2007; Özcan ve ark. 2010; Messeir ve ark. 

2012). Bu besiyerinde izolatların 49’ u C. albicans, 45’ i C. glabrata, 4’ ü C. krusei, 1’ i 

C. dubliniensis olarak tanımlanmıĢtır. Bir izolat ise koloni morfolojisine göre 

tanımlanamamıĢtır.  
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 Şekil 3.9. Y-85 (sağ üst), Y-86 (sol üst), Y-87 (sol alt). ve Y-88 (sağ alt) 

izolatlarının CHROMagar koloni morfolojisi ve rengi 

 ÇalıĢmamızda kullanılan CHROMagar’ da koloni rengine göre C. albicans, C. 

krusei ve C. dubliniensis türleri kolaylıkla tanımlanmıĢtır. Kullanılan standart suĢların 

koloni morfolojisi ve renklerine göre C. glabrata izolatlarının identifikasyonu 

yapılmıĢtır. Ancak C. lusitaniae, C. kefyr ve Rhodotorula sp. olarak isimlendirilen 

izolatlar CHROMagar’ da tanımlanamamıĢtır. 

Brillance Candida Agar ile yapılan identifikasyonda bazı türlerin koloni rengine 

göre ayrımı yapılamamıĢtır. Bu besiyerinde spesifik koloni rengi göstermeyen 43 izolat 

için diğer besiyerlerine bakılarak isimlendirilmeye çalıĢılmıĢtır. Ayrıca iki C. glabrata 

Brillance Candida Agar’ da C. albicans olarak yanlıĢ tanımlanmıĢ,  bir Rhodotorula sp. 

izolatı ise koloni rengine göre identifiye edilememiĢtir. 

Kromojenik besiyerlerinden BIGGY Agar ile yapılan identifikasyonda; türlerin 

ayrımı için koloni renklerinin birbirine çok yakın veya aynı olmasından dolayı farklı 

Candida türlerinin ayrımı yapılamamıĢtır. Bu sebeple; üç C. glabrata suĢu bu 

besiyerinde C. tropicalis olarak değerlendirilmiĢ, bir  C. lusitaniae izolatı C. albicans, 

bir Rhodotorula sp. izolatı C. kefyr, bir C. dublinensis suĢu C. glabrata, bir C. glabrata 

izolatı C. albicans, bir C. albicans izolatı ise C. glabrata olarak yanlıĢ identifikasyonları 

yapılmıĢtır.  
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Candida Ident Agar ile yapılan değerlendirmede bazı izolatlar koloni 

morfolojisine göre yanlıĢ tanımlanmıĢtır. BeĢ C. kefyr ve bir C. lusitaniae izolatı C. 

glabrata, C. dubliniensis izolatı C. albicans olarak yanlıĢ değerlendirilmiĢ ve bir 

Rhodotorula sp.  ise isimlendirilememiĢtir.  

Geleneksel yöntemlerle yapılan tüm identifikasyon sonuçlarına göre 

Rhodotorula glutis/mucilaginosa olarak tanımlanan tür çalıĢmadan çıkarılmıĢtır. Bu 

sebeple diğer yöntemlerde toplam 99 izolatla çalıĢılmıĢtır.  

Ġzolatların hızlı identifikasyon testlerinden olan VITEK 2 ID-YST kart 

kullanılarak yapılan  tanımlamalarında; 49’ u C. albicans, 36’ sı C. glabrata, 5’ i         

C. kefyr, 4’ ü C. krusei, 3’ ü C. sphaerica, 1’ i C. dubliniensis, 1’ i C. lusitaniae ve 1 

izolat ise Rhodotorula  glutis/mucilaginosa (Cryptococcus laurentii) olarak 

isimlendirilmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda germ tüp oluĢturma özelliği, kromojenik besiyerleri ve VITEK 2 

ID-YST kart ile kullanılarak yapılan tanımlamalarda yöntemlere bağlı olarak bazı 

izolatların identifikasyonlarında farklılıklar görülmüĢtür. Kromojenik besiyerlerinde 

tanımlama koloni rengine bağlı olduğundan bazı türlerin identifikasyonu 

yapılamamaktadır. Mısır unlu-tween 80 agar ile VITEK tanımlaması genellikle 

uyumludur. Ancak mısır unlu-tween 80 agarda C. glabrata olarak tanımlanan üç izolat 

VITEK 2 ID-YST kart ile C. sphaerica olarak tanımlanmıĢtır. Bizim sonuçlarımızla 

uyumlu olarak; Aubertine ve arkadaĢları (2006) CHROMagar ve VITEK 2 maya 

identifikasyon kartını kullanarak yapmıĢ oldukları çalıĢmada, C. glabrata olarak 

tanımlanan izolatların kart ile C. sphaerica olarak yanlıĢ tanımlandığını ileri 

sürmüĢlerdir. 
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           Tablo 3.1. Geleneksel yöntemler ve VITEK 2 identifikasyonların karşılaştırılması 

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-1 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-2 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-3 - C. kefyr C. glabrata * C. kefyr C.glabrata 95 C. kefyr 

Y-4 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-5 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-6 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-7 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-8 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-9 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 98 C. albicans 

Y-10 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 97 C. albicans 

Y-11 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 97 C. albicans 

Y-12 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-13 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-14 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-15 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-16 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 96 C. glabrata 

Y-17 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-18 - C. glabrata C. glabrata * C. tropicalis C. glabrata 95 C. sphaerica 
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Tablo 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve VITEK 2 identifikasyonların karşılaştırılması 

         

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-19 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-20 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-21 - C. glabrata C. glabrata * C. tropicalis C. glabrata 96 C. sphaerica 

Y-22 - C. kefyr C. glabrata * C. kefyr C. glabrata 96 C. kefyr 

Y-23 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-24 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 96 C. glabrata 

Y-25 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-26 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-27 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-28 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-29 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-30 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-31 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 93 C. albicans 

Y-32 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 96 C. albicans 

Y-33 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-34 - C. glabrata C. glabrata C. albicans C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 
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Tablo 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve VITEK 2  identifikasyonların karşılaştırılması 

 

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-35 + C. albicans C. albicans C. albicans C. glabrata C. albicans 99 C. albicans 

Y-36 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-37 - C. glabrata C. glabrata C. albicans C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-38 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-39 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-40 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-41 - C. kefyr C. glabrata * C. kefyr C. glabrata 98 C. kefyr 

Y-42 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-43 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-44 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-45 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-46 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-47 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-48 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 97 C. albicans 
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Tablo 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve VITEK 2  identifikasyonların karşılaştırılması 

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-49 - C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei 99 C. krusei 

Y-50 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-51 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-52 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-53 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-54 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-55 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-56 - C. glabrata C. glabrata * C. tropicalis C. glabrata 97 C. sphaerica 

Y-57 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-58 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 92 C. albicans 

Y-59 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-60 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 98 C. albicans 

Y-61 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 98 C. albicans 

Y-62 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-63 - C. lusitaniae C. glabrata * C. albicans C. glabrata 93 C. lusitaniae 

Y-64 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 
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Tablo 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve VITEK 2  identifikasyonların karşılaştırılması 

 

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-65 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-66 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-67 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-68 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-69 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 96 C. albicans 

Y-70 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-71 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-72 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-73 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-74 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-75 - Rhodotorula sp. ** ** C. kefyr ** 95 

Rhodotorula 

glutis/mucilaginosa 

(Crypto. Laurentii) 

Y-76 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-77 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-78 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-79 - C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei 99 C. krusei 
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Tablo 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve VITEK 2 identifikasyonların karşılaştırılması 

 

 

 

        

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-80 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-81 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-82 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-83 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-84 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-85 - C. dubliniensis C. dubliniensis C. dubliniensis C. glabrata C.albicans 95 C. dubliniensis 

Y-86 - C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei 99 C. krusei 

Y-87 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-88 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-89 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-90 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

Y-91 - C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei C. krusei 99 C. krusei 

Y-92 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-93 - C. kefyr C. glabrata * C. kefyr C. glabrata 99 C. kefyr 

Y-94 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 96 C. glabrata 

Y-95 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 95 C. albicans 

Y-96 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 
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Tablo 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve VITEK 2 identifikasyonların karşılaştırılması 

 

 

 

Çizelge 3.1. (devamı) Geleneksel yöntemler ve Vitek2 identifikasyonların karĢılaĢtırılması 

 

İzolat 

 

Germ 

Tüp 

 

 

 

Cornmeal 

Agar 

 

 

 

CHROMagar 

Candida 

 

Brillance 

Candida Agar 

 

Biggy 

Agar 

 

 

 

Candida ID 

Agar 

 

 

VITEK 2 ID-YST 

Olasılık 

(%) 
İdentifikasyon 

Y-97 - C. glabrata C. glabrata * C. albicans C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-98 - C. glabrata C. glabrata * C. glabrata C. glabrata 99 C. glabrata 

Y-99 - C. kefyr C. glabrata * C. kefyr C. glabrata 95 C. kefyr 

Y-100 + C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 99 C. albicans 

       

          * C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis veya C. lusitaniae     ** TanımlanmamıĢ   
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3.3. Yağ Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi 

Klinik örneklerden soyutlanan 99 izolatın, MIS (Microbial Identification 

System)’in içerdiği veri tabanına göre yağ asitleri analizleri yapılmıĢtır. FAME 

sonuçlarına göre; Y-3 hariç tüm izolatlarda, 16:1 Cis 9 (w 7) ve 16:00 yağ asitleri 

saptanmıĢtır (Tablo 3.2).  

Tüm izolatlarda en sık rastlanan diğer yağ asitleri sırasıyla; Sum In Feature 8, 

18:00, 14:00, 18:2 Cis 9,12/18:0 a, 14:0 Aldehyde, Sum In Feature 5 ve 17:1 Cis 9 (w 

8)’ dir. Ġzolatlarda tanımlanan ve az rastlanan diğer yağ asitleri, 20:5 Cis (w3), Sum In 

Feature 11, 19:1 TRANS 7 (w 9), 16:0 ISO, Sum In Feature 9, 18:0 2 OH, 11:0 ISO 

3OH, 17:0 ISO, C 20 N Alcohol, Sum In Feature 13, Sum In Feature 1, 15:0 3 OH, 

20:00, 12:00, 20:1 Cis w 9 Alcohol, Sum In Feature 7, Unknown 19.521, Sum In 

Feature 12, 19:0 CYCLO C11-12, 17:0 ANTEISO, Sum In Feature 10, 18:0 12 OH, 

15:0 ISO, 15:00, 18:1 (w 11), 16:0 2 OH, Sum In Feature 13, 14:1 at 7 Position, 18:1 (w 

?) Alcohol, 16:0 2 OH, Unknown 18.197, 14:0 ISO, 10:00, 14:1 at 9 Position ve 13:0 

ISO 3 OH’ dır (Çizelge 3.2). 

Y-3 izolatında belirlenen yağ asitleri; 16:0 ISO (%30,46), Sum In Feature 9 

(%4,82), diğer izolatlardan farklı olarak ise 18:0 ISO (%60,23) ve Unknown 15.665 

(%4,49) yağ asitleri saptanmıĢtır .  
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Tablo 3.2. İzolatların FAME analizi sonuçları (%)  

İzolat 
14:00 

14:0 

Aldehyde 16:1 Cis 9 (w 7) 

Sum In  

Feature 5 16:00 

17:1 Cis 9  

(w 8) 18:2 Cis 9,12/18:0a Sum In  Feature  8 18:00 

Y-1 1,24 5,86 7,86 1,18 12,91 1,40 33,19 23,82 7,14 

Y-2   7,15  15,75  38,12 30,98 4,10 

Y-4 1,19 3,42 8,17 1,43 13,16 1,55 37,94 21 6,36 

Y-5 1,64  6,21 0,84 16,15 1,58 37,63 27,16 4,90 

Y-6 2,12  15,62  22,39 2,84 17,44 34,93 4,66 

Y-7   8,29  12,75  44,42 31,18 3,35 

Y-8 2,07  5,87  16,53  39,45 31,74 4,33 

Y-9   8,55  18,06  33,76 29,65 4,64 

Y-10 2,04  11,77 1,60 14,12 2,09 32,2 27,80 3,73 

Y-11 2,33  14,92 2,36 14,82  27,89 24,62 4,30 

Y-12 2,24  10,62 2,32 13,73  35,64 29,92 3,36 

Y-13   8,75  15,12  36,37 28,03 4,07 

Y-14 1,60  9,11 1,62 14,79 1,78 39,07 26,13 3,20 

Y-15 1,14 3,07 54,83  5,47   23,83 5,46 

Y-16   57,83  8,93   27,45 5,79 

Y-17   50,53  6,13   35,97 4,73 

Y-18 2,62  14,16  20,85  29,83 29,65 2,89 

Y-19 2,02  51,97  9,19   26,60 5,42 

Y-20   53,07  5,49   32,59 3,79 

Y-21 1,71  11,63 1 20,09  28,18 33,13 2,60 
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Tablo 3.2. (devamı)  İzolatların FAME analizi sonuçları (%) 

İzolat 
14:00 

14:0 

Aldehyde 16:1 Cis 9 (w 7) 

Sum In  

Feature 5 16:00 

17:1 Cis 9  

(w 8) 18:2 Cis 9,12/18:0a Sum In  Feature  8 18:00 

Y-22 2,02  16,43 1,89 18,10  28,47 29,80 1,89 

Y-23   1,05  3,01  6,88 5,77 0,97 

Y-24   47,01  7,88   25,99 4,69 

Y-25 1,24  57,46  6,78   26,35 4,08 

Y-26 2,05  9,09 1,25 15,53 1,04 34,91 29,82 3,45 

Y-27   57,87  6,88   27,93 4,70 

Y-28 2,59  12,96 2,17 27,32 2,11  40,38 8,22 

Y-29 1,41  8,78 1,04 15,64 1,41 35,94 30,78 4,05 

Y-30   4,58  15,99  37,32 25,43 5,81 

Y-31 1,50  9,45 1,37 17,24 1,29 32,26 30,40 4,98 

Y-32   11,20  14,87  34,81 39,13  

Y-33   53,89  7   29,70 4,69 

Y-34 0,42 1,60 26,90  2,21   17,86 3,19 

Y-35 1,73 3,98 11,43 1,71 16,47 1,16 30,95 26,30 6,27 

Y-36 1 5,82 7,17  14,01 1,47 36,43 26,39 7,71 

Y-37 0,96 3,82 51,14  5,25   25,15 6,41 

Y-38 1,27 4,33 9,47 1,13 16 1,24 29,82 29,10 7,63 

Y-39 1,04 3,88 46,48  4,76   29,57 6,79 

Y-40 1,40 1,89 46,93  6,41   25,83 6,04 

Y-41 1,33 1,10 13,52 0,68 18,50  23,96 30,67 3,13 
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Tablo 3.2. (devamı) İzolatların FAME analizi sonuçları (%) 
 

İzolat 
14:00 

14:0 

Aldehyde 16:1 Cis 9 (w 7) 

Sum In  

Feature 5 16:00 

17:1 Cis 9 

 (w 8) 18:2 Cis 9,12/18:0a Sum In  Feature  8 18:00 

Y-42 1,21 3.30 9,23 1,33 13,21 2,12 32,40 26,53 5,87 

Y-43 1,51 2,40 8,43 1,66 15,42  37,41 27,30 5,70 

Y-44 1,35 4,12 7,04 0,95 12,75 0,96 26,79 27,40 6,15 

Y-45 1,33 3,93 8,33 1,39 14,86 1,40 34,56 30,36  

Y-46 1,66 2,91 9 1,42 15,14 1,77 33,07 28,27 6,74 

Y-47 1,02  42,12  6,28   40,27 5,21 

Y-48 1,11 6,96 9,49 1,15 13,22 2,12 30,51  8,37 

Y-49  1,94 6,63  10,64 0,55 20,27 52,19 2,43 

Y-50 1,49  55,80  6,97   27,29 4,45 

Y-51 1,31 1,91 9,29 1,65 15,59 1,79 35,62 24,95 5,17 

Y-52 1,48 2,21 48,95  6,39   21,21 7,09 

Y-53   13,15  16,61  42,42 27,82  

Y-54   15,40 2,37 11,15  41,80 29,27  

Y-55 1,32 3,73 51,72  6,61   22,91 6,64 

Y-56 1,85 6,19 16,28 2,86 18,67  24,24 23,17  

Y-57   59,80  4,48   29,09 3 

Y-58  6,81 7,39  13,83  38,10 27,46  

Y-59   12,14  17,28  37,22 33,37  

Y-60   11,17  19,53  44,99 24,31  

Y-61 0,96 5,06 10,24 1,48 15,80 1,82 34,13 25,34  
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Tablo 3.2. (devamı)  İzolatların FAME analizi sonuçları (%) 
 

    
     

İzolat 
14:00 

14:0 

Aldehyde 16:1 Cis 9 (w 7) 

Sum In  

Feature 5 16:00 

17:1 Cis 9  

(w 8) 18:2 Cis 9,12/18:0a Sum In  Feature  8 18:00 

Y-62 0,97 5,07 8,37 1,07 8,84 0,88 18,06 15,68  

Y-63 1,13 5,66 4,31  16,72  36,73 30,43  

Y-64 1,02 6,47 7,02 1,39 14,37 1,66 37,09 22,20 8,78 

Y-65   64,32  5,29   24,10 3,92 

Y-66 1,25 1,57 54,13  6,44   24,81 5,73 

Y-67 1,10 5,10 8,80 1,16 14,33 1,03 38,49 25,38  

Y-68 1,55 1,75 9,71 1,37 15,57 1,86 34,66 28,31 4,88 

Y-69 2,30  14,36 3,24 15,26 1,84 36,20 22,65 2,38 

Y-70  5,76 44,92  4,55    7,65 

Y-71 1,11 5,03 50,28  4,40   23,59 7,34 

Y-72 1,35  55,09  5,04   31,39 3,80 

Y-73 0,72 3,72 49,55  5,01   27,11 6,49 

Y-74 1,11 3,65 49,95  6,05   26,03 6,99 

Y-76 1,57 5,03 8,19 1,69 16,19 1,21 34,51 24,49 7,11 

Y-77 0,97 5,04 57,22  5,71   21,92  

Y-78 0,81  62,46  5,26   23,53 3,91 

Y-79  1,29 7,04  12,12 0,82 17,06 55,07  

Y-80 0,92 5,55 10,37  13,59 1,71 30,19 31,33  

Y-81 0,85 3,36 52,28  4,94   25,78 6,43 

Y-82 0,79 3,90 50,53  3,92   26,54 6,35 
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Tablo 3.2. (devamı)  İzolatların FAME analizi sonuçları (%) 
    

 
     

İzolat 
14:00 

14:0 

Aldehyde 16:1 Cis 9 (w 7) 

Sum In  

Feature 5 16:00 

17:1 Cis 9 

 (w 8) 18:2 Cis 9,12/18:0a Sum In Feature  8 18:00 

Y-83   13,61  19,60  34,76 32,02  

Y-84 0,79 2,88 55,74  4,48   24,37 5,36 

Y-85 1,29 2,82 34,60  10,65 1,15 13,58 27,09 6,09 

Y-86  1,65 5,28  10,39  24,90 47,83 3,73 

Y-87 1,45 3,84 10,76 1,26 15,53 1,74 31,61 27,59 5,71 

Y-88 1,09 2,76 56,62  5,46   22,12 5,61 

Y-89 0,99  54,20  6,24   30,70 4,39 

Y-90  5,21 11,65 2,18 12,62  31,68  6,80 

Y-91  2,90 9,41  12,58 1,02 16,48 22,16 3,04 

Y-92  4,37 51,53  3,42    6,03 

Y-93 1,48 5,65 16,10 1,88 16  28,38 24,49  

Y-94 0,77 3,28 52,75  3,79   29,02 5,53 

Y-95 1,28 6,02 7,78  14,77 1,35 35,94  7,31 

Y-96 1,48 5,38 10,95 1,59 14,81 1,52 33,32  6,73 

Y-97 1,02 3,62 57,06  4,87   23,30 6,07 

Y-98 0,95 2,74 54,96  4,14   25,29 5,14 

Y-99 1,57 4,23 15,77 1,07 16,76  20,55 29,79 5,19 

Y-100 1,81 4,24 12,27 1,62 16,49 1,50 29,80 25,12  

 

*(Sum In Feature 5: 16:1 Trans 9 (w7), Sum In Feature 8: 18:1 Cis 9 (w9) ) 
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Şekil 3.10. Yağ asitleri profillerine göre izolatlar ve standart suşlar  arasındaki 

benzerlik dendrogramı 
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Şekil 3.10. (devamı) Yağ asitleri profillerine göre izolatlar ve standart suşlar  

arasındaki benzerlik dendrogramı 
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Ġzolatların FAME profilleri göre akrabalık iliĢkileri cluster analizi ile 

belirlenmiĢtir. OluĢan dendrograma göre, izolatlar arasındaki Euclidian mesafesi 10 ve 

daha altında olan izolatların aynı türe ait olabileceği, 6 ve daha altında olan izolatların 

tipik olarak aynı alttür veya biyotip; 2,5 ve daha altında olan izolatların ise aynı strain 

olabileceği Ģeklinde yorumlanmıĢtır (MIDI 2002). Dendrograma karĢılaĢtırma için 

standart suĢlarında FAME profilleri eklenmiĢtir. Yapılan diğer identifikasyon 

yöntemlerinde aynı tür olarak isimlendirilen bazı izolatlar farklı Euclian mesafesine 

sahiptir. FAME profillerine göre; diğer yöntemlerle C. albicans olarak tanımlanan; Y-6, 

Y-28, Y-23 ve Y-62 izolatları dendrograma oldukça farklı mesafelerde bağlanmıĢtır. 

Ayrıca aynı grupta bulunan C. albicans suĢlarına göre Y-48, Y-90, Y-95 ve Y-96 

izolatları da farklılık göstermektedir. Diğer yöntemlerle C. glabrata olarak tanımlanan 

türlerin çoğu yakın Euclidian mesafesinde (10 ve altı) dendrograma bağlanmıĢtır. Ancak 

bazı izolatlar Y-18, Y-56 ve Y-34’ün dendrograma oldukça uzak mesafede bağlı olduğu 

görülmektedir. Y-3 izolatı diğer C. kefyr ve tüm izolatlardan oldukça uzak mesafede en 

dıĢta dendrograma bağlanmıĢtır (ġekil 3.10). 

3.4. Moleküler Yöntemlerle İdentifikasyon 

3.4.1. DNA izolasyonu 

Ġzolatların DNA izolasyonu yapılmıĢtır. Ġzole edilen DNA’ların agaroz jelde 

varlığını gözlemek için; 3 μl DNA örneği ve 1 μl örnek yükleme boyası karıĢtırılıp 

%1’lik agaroz jelde 90 voltta yürütülmüĢtür. Jel UV transilluminatörde incelenmiĢ ve 

görüntülenmiĢtir (ġekil 3.11). 
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Şekil 3.11. İzolatların DNA izolasyonuna ait jel görüntüsü (M:1 kb Marker) 

 

3.4.2. Gen bölgelerinin PCR ile amplifikasyonu 

 

Ġzole edilen DNA’ lardan ITS-1 ve ITS-4 primer çifti kullanılarak ITS1-5.8S-

ITS2 bölgesi yaklaĢık 500-850 bp boyutunda,  NL-1 ve NL-4 primerleri kullanılarak 

D1/D2 bölgesi yaklaĢık 600 bp boyutunda amplifiye edilmiĢtir. PCR’ dan sonra PCR 

ürünlerinin varlığını gözlemek için her bir örnek tüpünden 5 μl alınmıĢ ve 1μl örnek 
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yükleme boyası ile karıĢtırılıp, %1’lik agaroz jelde 90 voltta yürütülmüĢtür. Jel UV 

transilluminatörde incelenmiĢ ve görüntülenmiĢtir (ġekil 3.12, ġekil 3.13). 

 

 

 
 

 

 

 

Şekil 3.12. İzolatların ITS1-5.8S-ITS2 bölgesinin amplifikasyon ürünlerine ait jel 

görüntüsü (M:1 kb Marker) 
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Şekil 3.13. İzolatların D1/D2 bölgesinin amplifikasyon ürünlerine ait jel görüntüsü 

(M:1 kb Marker) 
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3.4.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA) 

 

ITS1-5.8S-ITS2 ve D1/D2 bölgesi için elde edilen PCR ürünlerinin restriksiyon 

enzim analizleri için Hinf I, Hae III, Dde I ve BfaI enzimleri kullanılmıĢtır.  

 

Restriksiyon kesimleri sonrası örnekler %2 lik agaroz jele yüklenerek 

yürütülmüĢtür. Toplam 99 izolatın PCR ürünleri restriksiyon enzimleri ile kesilerek 

oluĢan farklı profiller belirlenip gruplandırılmıĢtır. Buna göre farklı profiller gösteren 

izolatların hangileri olduğu belirlenerek dizi analizi yapılacak izolatlar seçilmiĢtir. 

 

Ġzolatların restriksiyon enzim kesimlerine göre bant patternleri; ITS bölgesi için 

Hinf I enzimi 4, Hae III enzimi 8, Dde I enzimi 5 ve Bfa I enzimi ile 7 profil elde 

edilmiĢtir. D1/D2 bölgesi enzim kesimlerine göre; Hinf I enzimi 10, Hae III enzimi 8, 

Dde I enzimi 6 ve Bfa I enzimi ile 9 profil belirlenmiĢtir.  

 ÇalıĢmamızda ITS ve D1/D2 bölgesi kesimleri sonucunda belirlenen bant 

paternlerinde, bazı izolatların PCR bant büyüklüğünden daha farklı olması (≈1.650 bp) 

genomik DNA’ nın kontaminasyonundan kaynaklandığını düĢündürmektedir. Ayrıca 

Ģekillerde kare içine alınan farklı bantlar gözardı edildiğinde, belirlenen profil 

gruplandırmasını değiĢmemektedir.  

Bant profillerine göre, 99 izolattan 18’ i dizi analizi yapılmak üzere ayrılmıĢtır. 

REA sonrası kesim haritaları ve farklı profillere ait jel görüntüleri aĢağıda verilmiĢtir 

(ġekil 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 

3.28, 3.29). 
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Şekil 3.14. İzolatların ITS bölgesi Hinf I enzimi ile kesim sonrası elde edilen paternlerin 

restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.15. Bazı izolatların ITS bölgesi Hinf I enzim ile kesimi  
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Şekil 3.16. İzolatların ITS bölgesi Hae III enzimi ile kesim sonrası elde edilen 

paternlerin restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.17. Bazı izolatların ITS bölgesi Hae III enzim ile kesimi 
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Şekil 3.18. İzolatların ITS bölgesi Dde I enzimi ile kesim sonrası elde edilen paternlerin 

restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.19. Bazı izolatların ITS bölgesi Dde I enzim ile kesimi 

 

 



 

100 

 

 

Şekil 3.20. İzolatların ITS bölgesi Bfa I enzimi ile kesim sonrası elde edilen paternlerin 

restriksiyon kesim haritası  

 

 

 

Şekil 3.21. Bazı izolatların ITS bölgesi Bfa I enzim ile kesimi 
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Şekil 3.22. İzolatların D1/D2 bölgesi Hinf I enzimi ile kesim sonrası elde edilen 

paternlerin restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.23. Bazı izolatların D1/D2 bölgesi Hinf  I enzim ile kesimi  
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Şekil 3.24. İzolatların D1/D2 bölgesi Hae III enzimi ile kesim sonrası elde edilen 

paternlerin restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.25. Bazı izolatların D1/D2 bölgesi Hae III enzim ile kesimi 
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Şekil 3.26. İzolatların D1/D2 bölgesi Dde I enzimi ile kesim sonrası elde edilen 

paternlerin restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.27. Bazı izolatların D1/D2 bölgesi Dde I enzim ile kesimi ve profil numarası 
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Şekil 3.28. İzolatların D1/D2 bölgesi Bfa I enzimi ile kesim sonrası elde edilen 

paternlerin restriksiyon kesim haritası 

 

 

Şekil 3.29. Bazı izolatların D1/D2 bölgesi Bfa I enzim ile kesimi ve profil numarası 
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3.4.4. PCR ürünlerinden dizi analizi 

Restiriksiyon enzim analizleri sonucunda bant profillerine göre toplam 18 izolat 

dizi analizine alınmıĢtır. Seçilen izolatlar; Y-1, Y-3, Y-15,  Y-23, Y-32, Y-41, Y-43, Y-

47, Y-52, Y-61, Y-63, Y-70, Y-79, Y-81, Y-88, Y-90, Y-91ve Y-94. Bu izolatlar uygun 

primer çiftleri (ITS1/ITS4, NL1/NL4) kullanılarak amplifiye edilmiĢ, saflaĢtırma kiti ile 

PCR ürünleri saf olarak elde edilmiĢtir. Dizi analizi verileri Blast programı ile 

değerlendirilerek her bir izolatın NCBI gen bankasında benzerlik gösterdiği türler 

belirlenmiĢtir. Elde edilen dizi analizi bilgileri Tablo 3.3’ te verilmiĢtir.  

Tablo 3.3. İzolatların dizi analizleri sonrası belirlenen en yakın NCBI gen bankası 

temsilcileri 

İzolat 

No 

Dizi 

Analizinde 

Kullanılan 

Primerler 

Elde 

Edilen 

Dizinin 

Uzunluğu 

Eşleşen Baz 

Sayısı  

NCBI Gen Bankasındaki En Yakın 

Karşılığı 

Y-1 

ITS-1 572 557/570 % 98 KC422406 Candida albicans  

ITS-4 781 463/512 %90 FJ697167 Candida albicans 

NL-1 558 557/558 %99  KJ534502 Candida albicans 

NL-4 608 577/586 %98 CP017630 Candida albicans 

Y-3 

ITS-1 809 651/654 %99 CP015058 Kluyveromyces marxianus 

ITS-4 840 550/574 %97 CP015058 Kluyveromyces marxianus 

CBS4857 

NL-1 476 474/476 %99 KP268081  Kluyveromyces 

marxianus 

NL-4 581 566/571 %99 JF715180 Kluyveromyces marxianus 

Y-15 

ITS-1 856 844/849 %99 KP764979 Candida glabrata 

ITS-4 872 767/795 %96 KP878250 Candida glabrata 

NL-1 561 560/560 %100 KF214414 Candida glabrata 

NL-4 611 598/603 %99 KP780469 Candida glabrata ATCC 

64677 

Y-23 

ITS-1 510 504/505 %99 KP675288 Candida albicans 

ITS-4 722 491/498 %99 KT271769 Candida albicans 

NL-1 519 518/518 %100 KM013367 Candida albicans  

NL-4 588 567/578 %98 KM103003 Candida albicans  
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Tablo 3.3. (devamı) İzolatların dizi analizleri sonrası belirlenen en yakın NCBI 

gen bankası temsilcileri 

 

İzolat 

No 

Dizi 

Analizinde 

Kullanılan 

Primerler 

Elde 

Edilen 

Dizinin 

Uzunluğu 

Eşleşen Baz 

Sayısı  

NCBI Gen Bankasındaki En Yakın 

Karşılığı 

Y-32 

ITS-1 512 455/505 %90 KP674551 Candida albicans 

ITS-4 432 402/430 %93 KY101888 Candida albicans      

CBS 2700 

NL-1 587 575/576 %99 KJ624050 Candida albicans 

NL-4 611 590/595 %99 CP017630 Candida albicans 

Y-41 

ITS-1 727 664/673 %99 KP132330 Kluyveromyces 

marxianus 

ITS-4 697 647/695 %93 KP132330 Kluyveromyces 

marxianus 

NL-1 532 532/532 %100 CP015058 Kluyveromyces 

marxianus CBS4857 

NL-4 522 522/522 %100  KJ641888 Kluyveromyces 

marxianus 

Y-43 

ITS-1 589 408/505 %81 KP675000 Candida albicans 

ITS-4 504 461/499 %92 GQ280331 Candida albicans 

NL-1 560 558/558 %100 KM102992 Candida albicans 

NL-4 485 480/485 %99  KY106281 Candida albicans  

CBS2689 

Y-47 

ITS-1 769 755/769 %98 LT577612 Candida glabrata  

ITS-4 549 547/549 %99 KP131705 Candida glabrata 

NL-1 568 566/567 %99 KM103014 Candida glabrata 

NL-4 598 583/590 %99 KY106479 Candida glabrata 

CBS6633 

 

Y-52 

ITS-1 820 811/815 %99 KP131703 Candida glabrata 

ITS-4 834 754/769 %98 KY102104 Candida glabrata 

CBS6633 

NL-1 568 565/565 %100 EF690394 Candida glabrata 

NL-4 552 552/552 %100 KY106479 Candida glabrata 

CBS6633 
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Tablo 3.3. (devamı) İzolatların dizi analizleri sonrası belirlenen en yakın NCBI 

gen bankası temsilcileri 

İzolat 

No 

Dizi 

Analizinde 

Kullanılan 

Primerler 

Elde 

Edilen 

Dizinin 

Uzunluğu 

Eşleşen Baz 

Sayısı  

NCBI Gen Bankasındaki En Yakın 

Karşılığı 

Y-61 

ITS-1 514 509/513 %99 KP131669 Candida albicans 

ITS-4 501 496/499 %99 KY101918 Candida albicans 

CBS6426 

NL-4 514 504/514 %98 KF214323 Candida albicans 

Y-63 

ITS-1 490 425/500 %85 KX426345 Clavispora lusitaniae 

ITS-4 561 316/324 %98 KC254018 Clavispora lusitaniae 

NL-1 484 478/484 %99 KY106936 Clavispora lusitaniae 

CBS5094 

NL-4 555 529/533 %99 DQ377645 Clavispora lusitaniae 

Y-70 

ITS-1 782 777/782 %99 LC042132 Candida glabrata 

ITS-4 599 596/600 %99 LC042132 Candida glabrata 

NL-1 558 556/556 %100 EF690394 Candida glabrata 

NL-4 558 558/558 %100 KY106479 Candida glabrata 

CBS6633 

Y-79 

ITS-1 613 607/612 %99 KJ706301 Pichia kudriavzevii 

ITS-4 474 474/474 %100 KY104587 Pichia kudriavzevii 

CBS2053 

NL-1 551 550/551 %99 LC177056 Pichia kudriavzevii 

NL-4 542 542/542 %100 KY108856 Pichia kudriavzevii 

CBS7322 

Y-81 

ITS-1 907 799/808 %99 AM492797 Candida glabrata 

ITS-4 751 700/724 %97 KY102104 Candida glabrata 

CBS6633 

NL-1 557 557/557 %100 KY106477 Candida glabrata 

CBS860 

NL-4 600 585/589 %99 KY106479 Candida glabrata 

CBS6633 
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Tablo 3.3. (devamı) İzolatların dizi analizleri sonrası belirlenen en yakın NCBI gen 

bankası temsilcileri 

İzolat 

No 

Dizi 

Analizinde 

Kullanılan 

Primerler 

Elde 

Edilen 

Dizinin 

Uzunluğu 

Eşleşen Baz 

Sayısı  

NCBI Gen Bankasındaki En Yakın 

Karşılığı 

Y-88 

ITS-1 631 607/630 %96 GU199447 Candida glabrata 

ITS-4 618 561/591 %95 GU199447 Candida glabrata 

NL-1 569 568/568 %100 KM103026 Candida glabrata 

NL-4 607 598/602 %99 KY106476 Candida glabrata 

CBS863 

Y-90 

ITS-4 532 484/505 %96 GQ280331 Candida albicans 

NL-1 558 557/558 %99 KT718064 Candida albicans 

NL-4 584 569/573 %98 KT718064 Candida albicans 

Y-91 

ITS-1 655 631/661 % 95 KJ706301 Pichia kudriavzevii 

ITS-4 486 460/486 %95 KX015901 Pichia kudriavzevii 

NL-1 545 545/545 %100 KY108855 Pichia kudriavzevii 

CBS6799 

NL-4 540 540/540 %99 KY108856 Pichia kudriavzevii 

CBS7322 

Y-94 

ITS-1 828 807/826 %98 GQ376081 Candida glabrata 

ITS-4 686 659/674 %98 KP675674 Candida glabrata 

NL-4 593 573/583 %98 KY106477 Candida glabrata 

CBS860 

 

3.4.5. Gen dizilerinin filogenetik analizi 

Seçilen 18 izolatın ITS bölgesi ve D1/D2 bölgesine ait dizi bilgileri kullanılarak 

elde edilen filogenetik ağaçları ġekil 3.30 ve 3.31’ de belirtilmiĢtir. 
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Şekil 3.30. İzolatların ITS bölgesi dizilerine dayalı filogenetik ilişkilerinin belirlenmesi: 

Tamura-Nei modeline dayalı Neighbor Joining yöntemi,      Bootstrap 1,000. Dış grup: 

Schizosaccharomyces pompe (NR_121563). 
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Şekil 3.31. İzolatların D1/D2 bölgesi dizilerine dayalı filogenetik ilişkilerinin 

belirlenmesi: Tamura-Nei modeline dayalı Neighbor Joining yöntemi,      Bootstrap 

1,000. Dış grup: Schizosaccharomyces pompe (EF550348). 
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3.5. Antifungal Duyarlılık Testleri Sonuçları 

Ġzolatların antifungal duyarlılıkları, mikrodilüsyon yöntemi (MDY) ve VITEK 

AST-YS06 antifungal duyarlılık kartı kullanılarak belirlenmiĢtir. Amfoterisin B, 

flusitozin, kaspofungin, flukonazol ve vorikonazol’ ün MĠK değerleri Tablo 3.4’ te 

verilmiĢtir. 

 Mikrodilüsyon yöntemi ve VITEK ile izolatların antifungallere karĢı MĠK 

değerleri belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda amfoterisin B için MDY MĠK aralığı:         

0,125-1 µg/ml VITEK MĠK aralığı: 0,5-1 µg/ml olarak saptanmıĢtır. Sonuçların 

birbirleriyle uyumlu olduğu ve tüm izolatların MĠK değerlerinin göreceli olarak düĢük 

olduğu tespit edilmiĢtir.  Flusitozin MĠK aralıkları sırasıyla 0,125-4 µg/ml ve ≤ 1- 4 

µg/ml olarak belirlenmiĢ ve CLSI  M27-S3 kriterlerine göre tüm izolatların duyarlı 

olduğu görülmüĢtür. Kaspofungin MĠK değerleri MDY ile 0,125-1 µg/ml, VITEK ile 

tüm izolatların MĠK değerleri ≤ 0,25 µg/ml olarak saptanmıĢtır ve CLSI’ ya göre MĠK 

direnç sınırı ≤ 2 µg/ml olduğundan izolatların hepsi duyarlı bulunmuĢtur. Azol grubu 

antifungallerden flukonazol ve vorikonazole karĢı MĠK değerleri belirlenmiĢtir. 

Flukonazol için sırasıyla MĠK aralığı: 0,125-64 µg/ml ve ≤ 1- ≥ 64 µg/ml olduğu 

görülmüĢtür. C. krusei suĢlarının flukonazole doğal dirençli olmalarından dolayı 4 

izolatta (Y-49, Y-79, Y-86, Y-91) direnç ve bir C. glabrata izolatında (Y-97) direnç 

saptanmıĢtır. CLSI kriterlerine göre C. glabrata izolatlarının flukonazol duyarlılığında 

MĠK ≤ 32 µg/ml olan suĢlarda doza bağımlı duyarlılık (S-DD)  bildirilmesi 

gerekmektedir. Bu sebeple çalıĢmamızda 35 C. glabrata izolatının duyarlılığı  S-DD  

olarak belirlenmiĢtir. Vorikonazol MĠK aralığı MDY için 0,0313-1  µg/ml, VITEK için 

≤ 0,12- 1 µg/ml olarak saptanmıĢ ve tüm izolatların duyarlı olduğu görülmüĢtür. 

Sonuçlarımıza göre, Mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak yapılan antifungal duyarlılık 

testi sonuçları ile otomatize sistemle yapılan antifungal duyarlılık (VITEK) sonuçları 

karĢılaĢtırıldığında antifungallerin duyarlılıkları açısından uyumlu bulunmuĢtur, ancak 

bazı antifungallerde MDY MĠK değerlerinin daha yüksek olduğu görülmüĢtür. 
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Tablo 3.4. Antifungallere karşı izolatların MİK değerleri (µg/ml)   

İzolatlar 
Amfoterisin B  Flusitozin  Kaspofungin  Flukonazol  Vorikonazol  

MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 

Y-1 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-2 0,125 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,25 ≤0,12 

Y-3 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-4 0,5 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 1 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-5 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-6 0,125 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-7 0,125 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-8 0,125 0,5 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-9 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-10 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-11 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-12 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-13 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 1 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-14 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-15 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 2 2 0,25 ≤0,12 

Y-16 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 

Y-17 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,25 ≤0,12 

Y-18 0,5 0,5 2 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-19 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 1 2 0,25 ≤0,12 

Y-20 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 8 4 0,125 ≤0,12 
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Tablo 3.4. (devamı) Antifungallere karşı izolatların MİK değerleri (µg/ml)   

 

İzolatlar 
Amfoterisin B  Flusitozin  Kaspofungin  Flukonazol  Vorikonazol  

MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 

Y-21 1 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-22 0,5 0,5 1 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-23 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-24 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 

Y-25 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 4 0,25 ≤0,12 

Y-26 0,5 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-27 0,5 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 

Y-28 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-29 0,5 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-30 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,125 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-31 0,5 1 0,25 ≤1 0,25 ≤0,25 2 ≤1 0,25 ≤0,12 

Y-32 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-33 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 4 4 0,125 ≤0,12 

Y-34 0,5 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,25 ≤0,12 

Y-35 0,25 1 2 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-36 0,5 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-37 0,5 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 8 2 0,25 ≤0,12 

Y-38 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-39 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,25 ≤0,12 

Y-40 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 2 2 0,25 ≤0,12 
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Tablo 3.4. (devamı) Antifungallere karşı izolatların MİK değerleri (µg/ml)   

  
    

İzolatlar 
Amfoterisin B  Flusitozin  Kaspofungin  Flukonazol  Vorikonazol  

MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 

Y-41 0,25 1 0,25 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 2 0,0313 ≤0,12 

Y-42 0,125 0,5 0,25 ≤1 1 ≤0,25 1 ≤1 0,25 ≤0,12 

Y-43 0,25 0,5 0,25 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-44 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-45 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-46 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-47 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 

Y-48 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,25 ≤0,12 

Y-49 0,5 0,5 2 2 0,5 ≤0,25 16 4 0,25 ≤0,12 

Y-50 0,25 0,5 1 ≤1 0,5 ≤0,25 2 2 0,25 ≤0,12 

Y-51 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-52 0,5 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,5 ≤0,12 

Y-53 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-54 0,25 1 0,25 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-55 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 4 0,25 ≤0,12 

Y-56 0,25 1 1 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-57 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 8 8 0,5 ≤0,12 

Y-58 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-59 0,25 0,5 0,5 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-60 0,125 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 
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Tablo 3.4. (devamı) Antifungallere karşı izolatların MİK değerleri (µg/ml)   

 
 

    

İzolatlar 
Amfoterisin B  Flusitozin  Kaspofungin  Flukonazol  Vorikonazol  

MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 

Y-61 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-62 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-63 0,125 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 1 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-64 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-65 0,25 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,5 ≤0,12 

Y-66 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,5 ≤0,12 

Y-67 0,25 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-68 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-69 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-70 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 2 2 0,5 ≤0,12 

Y-71 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 16 8 0,5 ≤0,12 

Y-72 1 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 32 32 1 1 

Y-73 0,25 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 4 0,5 ≤0,12 

Y-74 0,25 1 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,25 ≤0,25 

Y-76 0,125 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-77 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 8 4 0,25 ≤0,12 

Y-78 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 2 4 0,25 ≤0,12 

Y-79 0,5 1 4 4 0,5 ≤0,25 16 8 0,25 ≤0,12 

Y-80 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-81 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 
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Tablo 3.4. (devamı) Antifungallere karşı izolatların MİK değerleri (µg/ml)   

 

İzolatlar 
Amfoterisin B  Flusitozin  Kaspofungin  Flukonazol  Vorikonazol  

MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 

Y-82 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 

Y-83 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,0313 ≤0,12 

Y-84 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 8 4 0,125 ≤0,12 

Y-85 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 8 8 0,25 ≤0,25 

Y-86 0,5 1 4 4 0,5 ≤0,25 8 8 0,5 ≤0,12 

Y-87 0,25 1 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-88 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 4 4 0,25 ≤0,12 

Y-89 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 8 0,25 ≤0,25 

Y-90 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,25 ≤0,12 

Y-91 1 0,5 0,125 ≤1 0,5 ≤0,25 8 4 0,25 ≤0,12 

Y-92 0,25 0,5 4 4 0.25 ≤0,25 4 8 0,0625 ≤0,12 

Y-93 0,25 0,5 0,5 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,25 ≤0,12 

Y-94 0,25 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 32 16 0,125 ≤0,12 

Y-95 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 1 ≤1 0,0625 ≤0,12 

Y-96 0,25 1 0,25 ≤1 0,25 ≤0,25 0,25 ≤1 0,125 ≤0,12 

Y-97 0,25 1 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 64 ≥64 0,5 ≤0,12 

Y-98 0,5 0,5 0,125 ≤1 0,25 ≤0,25 2 2 0,5 ≤0,12 

Y-99 0,25 1 1 ≤1 0,125 ≤0,25 2 2 0,0625 ≤0,12 

Y-100 0,25 1 1 ≤1 0,125 ≤0,25 0,5 ≤1 0,0313 ≤0,12 
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4. TARTIŞMA, SONUÇ ve ÖNERİLER 

Mantar infeksiyonu etkeni olarak yaygın olarak tanımlanan Candida türleri, 

yaĢamı olumsuz etkileyen mukokutanöz hastalıklara neden olmaktadır (Richards ve ark. 

2000). Candida türleri deri, gastrointestinal ve ürogenital sistemde kolonize olabilmekte 

olup, en fazla infeksiyona neden olan tür C. albicans’ tır. non- C. albicans türleri de 

mukokutanöz yüzeylerde kolonize olarak fırsatçı patojen özellik göstermektedirler. 

Candida infeksiyonlarının patogenezi ve prognozu konak immün durumundan 

etkilenmekte ve hastalık oluĢumlarında büyük farklılıklar göstermektedir. Bu sebeple 

tanı ve tedavi seçenekleri hastaya göre değiĢmektedir (Sobel 2006). 

Mukokutanöz kandidoz; ürogenital ve nongenital yüzeyel mantar infeksiyonları 

olarak sınıflandırılabilir. Ürogenital kandidozun en sık rastlanılan bulguları; kandidüri, 

kadınlarda vulvovajinal kandidoz (VVK), erkeklerde balanit ve balanopostit olarak 

görülmektedir. Bu hastalıklar; bağıĢıklığı baskılanmıĢ hastaların yanısıra 

immünokompetan gibi farklı populasyonlarda da oldukça yaygındır. VVK çoğunlukla 

sağlıklı kadınları etkilemekle birlikte, kandidüri genellikle bağıĢıklığı baskılanmıĢ 

hastalarda veya yenidoğanlarda karĢımıza çıkmaktadır (Sobel ve ark. 1998). 

Kadınlarda vulvovajinal kandidoz (VVK) oldukça yaygın olduğundan, tüm 

kadınların %75’ inin hayatlarının bir döneminde bu infeksiyonu geçirdikleri 

saptanmıĢtır (McCormack ve ark. 1994). Kadınların çoğunda doğum sonrasında en az 

bir kere VVK tanısı konulmaktadır. Hastaların büyük bir kısmı uygun tedaviyle 

iyileĢmekte iken, hastaların %5’ inde infeksiyon kronik bir hal alarak tekrarlayan vajinit 

atakları görülmektedir.  Bu durum tekrarlayan VVK olarak adlandırılmakta, son bir yıl 

içerisinde en az 4 kez mikolojik olarak ispatlanmıĢ kandidal vajinit tablosunun 

görülmesi Ģeklinde tanımlanmaktadır. (Trama ve ark. 2005; Moreira ve Paula 2006). 

Candida’ ların normal vajen florasında da bulunmaları nedeniyle patojen ve 

nonpatojen ayırımının yapılması gerekmektedir. Kültürden izole edilen Candida’ ların 

klinik olarak anlam ifade edebilmesi için, hastada klinik bulguların olması veya alınan 

örnekten izole edilen Candida’ lar tür düzeyinde tanımlanmalıdır. Tür düzeyindeki 

tanımlama tedaviye yanıtın izlenmesinde ve klinik relapsların değerlendirilmesinde de 

yararlı olmaktadır (Murray ve ark. 2014). 
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Geleneksel olarak Candida’ ların identifikasyonu makroskopik ve mikroskopik 

özelliklerine göre yapılmaktadır. Ayrıca tür düzeyinde identifikasyon için biyokimyasal 

testlerde kullanılmaktadır. Morfolojik karakterleri olarak; hücre büyüklüğü ve Ģekli, 

koloni rengi ve görünümü, hif ve/veya pseudohif üretimi, germ tüp veya klamidospor 

oluĢturma yetenekleri gibi özelliklerine bakılmakta; biyokimyasal testlerde ise; 

karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu, üre hidrolizi ve nitrat asimilasyonu 

değerlendirilmektedir (Koneman ve ark. 1997).  

Germ tüp testi;  Candida’ ların identifikasyonunda kullanılan oldukça değerli ve 

basit testlerden biridir. C. albicans’ ın diğer Candida’ lardan ayrılmasını sağlayan, hızlı 

sonuç veren ve uygulaması kolay olan bir testtir. Ancak C. albicans izolatlarının 

hepsinde pozitif olmayıp yalancı pozitiflik de oluĢabilmektedir.  C. albicans 

kökenlerinin %95-97’ si germ tüp oluĢturmaktadır (Helvacı ve ark. 1992).  

Geleneksel yöntemlerden olan; mısır unlu (Corn meal) -tween 80 agar da 

Candida’ ların hif, pseudohif, blastospor ve klamidospor üretme özellikleri mikroskopik 

olarak değerlendirilerek tanımlama yapılmaktadır (Koneman ve ark. 1997). 

ÇalıĢmamızda; 100 maya izolatının germ tüp oluĢturma özelliği değerlendirildiğinde; 

49’ u C. albicans, 51’ i ise non- C. albicans olarak saptanmıĢtır. Ġzolatların mısır unlu-

tween 80 agardaki morfolojilerine göre; 49’ u C. albicans, 39’ u C. glabrata, 5’ i          

C. kefyr, 4’ ü C. krusei, 1’ i C. lusitaniae, 1’i C. dubliniensis ve 1’i Rhodotorula sp. 

olarak tanımlanmıĢtır. 

Candida türlerinin çoğu SDA’ da krem rengi koloniler oluĢturmaktadır. Koloni 

rengi konvansiyonel olarak kullanılan besiyerlerinde ayırt edilememektedir. Candida 

türlerinin farklı renkte koloniler oluĢturduğu besiyerleri bulunmaktadır: Albicans ID 

(Bio Merieux, Marcy Etoile, France), Candichrom albicans (International Mycoplasma, 

Toulon Cedex-France), Candida Ident Agar (Sigma-Aldrich-USA) Candiselect (Sanofi 

Diagnostics Pasteur), CHROMagar Candida (BBL), MAST ID-CHROMagar Candida 

(Mast Diagnostics, United Kingdom),  BIGGY agar (Oxoid, Basingstoke, Ġngiltere), 

Fluoroplate Candida (Merck, Almanya), Fungiscreen 4H (Sanofi Diagnostics Pasteur), 

Murex Candida albicans (Murex Diagnostics, A.B.D.), Brillance Candida Agar (Oxoid, 

Basingstoke, Ġngiltere). Yapılan çalıĢmalarda mayaların identifikasyonunda kullanılan, 

kromojenik besiyerlerinin duyarlılık ve özgüllüklerinin yüksek olduğu bildirilmektedir 
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(Freydiere ve ark. 1997; Ellepola ve Morrison 2005). Besiyerlerinde oluĢan farklı renk 

ve koloni morfolojileri sayesinde organizmalar tür düzeyinde tanımlanabilmekte ve aynı 

zamanda klinik örnekte bulunabilecek farklı türlerin belirlenmesinde de kolaylık 

sağlamaktadır. Günümüzde değiĢik kromojenik besiyerlerinin karĢılaĢtırılmasıyla ilgili 

birçok çalıĢma yapılmıĢtır. 

Pfaller ve arkadaĢları (1996) klinik örneklerden izole edilen toplam 316 izolatı 

Sabouraud glukoz agar (kloramfenikol ve gentamisinli) ve CHROMagar Candida 

besiyerinde değerlendirmiĢtir. C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei’ nin koloni rengi 

ve morfolojisine göre %95 oranında doğru olarak tanımlandığını, C. glabrata’ nın 

identifikasyonunda da güvenilir sonuçlar elde ettiklerini ileri sürmüĢlerdir.  

Houang ve arkadaĢları (1997), 1784 vajinal sürüntü örneğini ile yaptıkları 

çalıĢmada; SDA besiyerinde 373 ve CHROMagar Candida’ da 368 örnekte pozitif 

sonuç elde etmiĢlerdir. Bu besiyerinin C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei 

izolatlarının hepsini, C. glabrata türlerinin ise %82’ sini doğru tanımladığını 

saptamıĢlardır.  

Candida ID ve CHROMagar Candida besiyerleri ile yapılan bir çalıĢmada, C. 

albicans için 24 saatlik inkübasyon sonrasında sırasıyla duyarlılığı %96,8 ve %49,6; 48 

saatlik inkübasyondan sonra %99,7 ve %98,9; 72 saatlik inkübasyon sonrası her iki 

besiyerininde duyarlılığı %100 olarak belirlemiĢlerdir. Özellikle C. albicans 

izolatlarının Candida ID ile 24 saatlik inkübasyon sonrasında tanımlanabildiğini 

vurgulamıĢlardır (Willinger ve ark. 2001). 

Cooke ve arkadaĢlarının (2002) yaptıkları bir çalıĢmada; C. tropicalis, C. kefyr, 

C. lusitaniae, C. guilliermondii türlerinin tanımlanmasında Candida ID agarın 

duyarlılığını %94,7, özgüllüğünü %93,8 olarak tespit etmiĢlerdir. Ayrıca   

CHROMagar’ a göre daha kısa inkübasyon süresinde (24 saat) koloni renklerinin ayrım 

sağladığını belirtmiĢlerdir.  

 

ÇalıĢmamızda Candida ID besiyerinde toplam 100 izolatın; 50’ si C. albicans, 

45’ i C. glabrata, 4’ ü C. krusei olarak tanımlanmıĢ, renk farklılığından dolayı bir izolat 

isimlendirilememiĢtir. Candida Ident Agar ile yapılan değerlendirmede bazı izolatlar 

koloni morfolojisine göre yanlıĢ tanımlanmıĢtır. BeĢ C. kefyr ve bir C. lusitaniae izolatı 
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C. glabrata; C. dubliniensis izolatı C. albicans olarak yanlıĢ değerlendirilmiĢ ve bir    

Rhodotorula sp. ise isimlendirilememiĢtir. Sonuçlarımıza göre Candida ID agarın C. 

albicans izolatlarının kısa inkübasyon süresi sonunda tanımlamada kullanılabileceği, 

yapılan diğer çalıĢmalarla benzerlik göstermektedir.  

Yücesoy ve Marol (2003) maya türlerini CHROMagar Candida ve BIGGY agar’ 

la tanımlamaya çalıĢmıĢlardır.  CHROMagar Candida besiyerinin C. albicans için 

duyarlılığını %99,4, BIGGY agar’ ın %87; özgüllüğü ise sırasıyla %100 ve %75,2 

olarak tespit etmiĢlerdir. C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei izolatları için 

CHROMagar Candida besiyerinde duyarlılığı %90,9-100, özgüllüğü %100;                 

C. tropicalis ve C. krusei izolatları için BIGGY agar duyarlılığını %66.6-100, özgüllüğü 

ise %95,4-100 olarak bildirmiĢlerdir. CHROMagar’ ın özellikle C. albicans,                

C. tropicalis ve C. krusei’ yi doğru tanımladığını, BIGGY agarın ise düĢük duyarlılık ve 

özgüllüğünden dolayı identifikasyonda kullanımının sınırlı olduğunu ileri sürmüĢlerdir. 

Yücesoy ve arkadaĢları (2005) farklı kromojenik besiyerleri kullanarak Candida 

izolatlarını tanımlamaya çalıĢmıĢlardır. CHROMagar’ ın C. albicans, C. tropicalis,      

C. krusei ve C. glabrata’ yı belirlemede, Albicans ID2’ nin ise C. albicans’ ı 

tanımlamada güvenilir bir Ģekilde kullanılabileceğini vurgulamıĢlardır. BIGGY agarın 

ise; koyu kahverengi koloniler oluĢturan C. krusei türünü tanımlamada %100 duyarlı 

olduğunu saptamıĢlardır. BIGGY agar ile yapılan diğer çalıĢmalarda; bazı türlerin 

tanımlanmasında yetersiz olduğu; ancak C. albicans, C. glabrata’ nın koloni rengine 

bakılarak ayırt edilebileceğini ve C. kefyr identifikasyonunda baĢarılı olduğunu ileri 

sürmüĢlerdir (Kalkancı ve ark. 1999; AktaĢ ve ark. 2001; Ġlkit ve ark. 2007).  

Daef ve arkadaĢlarının 2014 yılında yaptıkları bir çalıĢmada; CHROMagar 

Candida’ nın birçok Candida türünün (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. 

parapsilosis ve C. krusei) identifikasyonu için kolay ve doğru bir yöntem olduğunu 

belirtmiĢlerdir. BIGGY agarda; C. albicans ve C. tropicalis’ in koloni rengi ayrımının 

oldukça zor olduğunu, C. glabrata suĢlarının ayırt edilebildiğini tespit etmiĢlerdir. 

ÇalıĢmamızda BIGGY agardaki koloni renklerine göre; 50’ si C. albicans, 37’ si 

C. glabrata, 6’ sı C. kefyr, 4’ ü C. krusei, 3’ ü C. tropicalis olarak isimlendirilmiĢtir. 

Kromojenik besiyerlerinden BIGGY Agar ile yapılan identifikasyonda; türlerin ayrımı 

için koloni renklerinin birbirine çok yakın veya aynı olmasından dolayı farklı Candida 
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türlerinin ayrımı yapılamamıĢtır. Bu sebeple; üç C. glabrata suĢu bu besiyerinde C. 

tropicalis olarak değerlendirilmiĢ, bir C. lusitaniae izolatı C. albicans, bir Rhodotorula 

sp. izolatı C. kefyr, bir C. dublinensis suĢu C. glabrata, bir C. glabrata izolatı C. 

albicans, bir C. albicans izolatı ise C. glabrata olarak yanlıĢ identifikasyonları 

yapılmıĢtır. Sonuçlarımızın literatür sonuçları ile uyumlu olduğu görülmüĢ; C. albicans, 

C. krusei, C. kefyr suĢlarının identifikasyonunda  baĢarılı olduğu saptanmıĢ ve BIGGY 

agarın C. glabrata izolatlarının tanımlanmasında kullanılabileceği tespit edilmiĢtir. 

Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA) ve CHROMagar Candida Agar’ ın 

Candida türleri tanımlanmasının karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada; 48 saatlik inkübasyon 

sonunda C. albicans için OCCA besiyerinin duyarlılığının %96,6 özgüllüğünün %100 

olduğunu göstermiĢlerdir. OCCA’ nın C. tropicalis ve C. krusei suĢlarını doğru 

identifiye ettiğini saptamıĢlardır.  OCCA besiyerinin, CHROMagar gibi Candida 

geliĢmesinde etkili olduğunu sonuçların yorumlanmasının kolay olduğunu 

vurgulamıĢlardır (Baixench ve ark. 2006). 

Ghelardi ve arkadaĢlarının (2008), Chromogenic Candida Agar (CCA-Oxoid)’da 

kan kültürlerinden soyutlanan patojenik maya türlerinin primer kültürlerdeki farklılığını 

karĢılaĢtırmıĢlardır. Bunun için, kan kültürleri hem SDA’ ya hem de CCA’ ya ekim 

yapılmıĢtır. SDA’ dan izole edilip CCA’ ya aktarılan ve direk CCA’ ya ekilen 

örneklerin identifikasyonunda farklılık olmadığını ve CCA’ nın primer kültür besiyeri 

olarak kullanılabileceğini ileri sürmüĢlerdir. CCA’nın C. albicans, C. tropicalis, C. 

krusei, C. guilliermondii, S. cerevisiae, T. mucoides ve G. capitatum türlerinin 

identifikasyonu için duyarlılık ve özgüllüğünün %99,4 olmasına rağmen; kandidozda 

yaygın olarak etken olan C. glabrata ve C. parapsilosis türlerinin ayrımını 

yapamadığını belirtmiĢlerdir. 

CHROMagar Candida ve OCCA besiyerinin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢma da; 

OCCA’ nın C. albicans ve birden fazla türün bulunduğu popülasyonların ayrımında 

daha etkili ve güvenilir olduğu; CHROMagar’ ın ise C. krusei ve C. tropicalis 

identifikasyonunda daha iyi olduğu vurgulanmıĢlardır (Özcan ve ark. 2010).  

AraĢtırmamızda CHROM agar Candida besiyerinde izolatların 49’ u C. albicans, 

45’ i C. glabrata, 4’ ü C. krusei, 1’ i C. dubliniensis olarak tanımlanmıĢtır. Bir izolat 

(Y-75) ise koloni morfolojisine göre isimlendirilememiĢtir. ÇalıĢmamızda kullanılan 
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CHROMagar’ da koloni rengine göre C. albicans, C. krusei ve C. dubliniensis türleri 

kolaylıkla tanımlanmıĢtır. Kullanılan standart suĢların koloni morfolojisi ve renklerine 

göre C. glabrata izolatlarının da identifikasyonu yapılmıĢtır. Ancak C. lusitaniae, C. 

kefyr ve Rhodotorula sp. olarak isimlendirilen izolatlar CHROMagar’ da identifiye 

edilememiĢtir. ÇalıĢmamızda elde edilen verilerin,  daha önce yapılan çalıĢmaların 

sonuçlarıyla oldukça uyumlu olduğu ve literatürde de belirtildiği gibi CHROMagar’ ın 

referans besiyeri olarak kullanılabileceği düĢünülmektedir. 

ÇalıĢmamızda Brillance Candida Agar (OCCA)’ da koloni renk ve 

morfolojilerine göre; 51 izolat C. albicans, 43 izolat C. glabrata, C. kefyr, C. 

parapsilosis veya C. lusitaniae,  4 izolat C. krusei ve 1 izolat C. dubliniensis olarak 

tanımlanmıĢ, bir izolatın ise renk farklılığından dolayı koloni morfolojisine göre 

tanımlaması yapılamamıĢtır. Brillance Candida Agar (OCCA) ile yapılan 

identifikasyonda bazı türlerin koloni rengine göre ayrımı yapılamamıĢtır. Bu 

besiyerinde spesifik koloni rengi göstermeyen 43 izolat için diğer besiyerlerine 

bakılarak isimlendirilmeye gidilmiĢtir. Ayrıca iki C. glabrata Brillance Candida Agar’ 

da C. albicans olarak yanlıĢ tanımlanmıĢ, bir Rhodotorula sp. izolatı ise koloni rengine 

göre identifiye edilememiĢtir. Sonuçlarımız; Baixench ve ark. 2006; Ghelardi ve ark. 

2008; Özcan ve ark. 2010 yaptıkları çalıĢmalarla karĢılaĢtırıldığında C. albicans, C. 

dubliniensis ve C. krusei’ nin doğru Ģekilde identifikasyonunun yapılabildiğini; C. 

glabrata için farklı besiyerlerinin de kullanılması gerektiğini göstermiĢtir.  

Günümüzde mikoloji laboratuarlarında standart identifikasyon yöntemlerinin 

yerine, asimilasyon esasına dayanan, 4-72 saat gibi kısa sürelerde sonuç veren ve daha 

kolay uygulanabilen maya identifikasyon kitleri tercih edilmektedir. Bu kitler hem sık 

bulunan hem de az rastlanan türlerin identifikasyonunda kullanılmaktadır. API Yeast 

Identification System (Analytab product), Uni Yeast Tek (Flow laboratories), Abott 

Yeast Identification System (Abott Diagnostic), ATB ID 32C (Biomerieux-Fransa), API 

20C AUX (Biomerieux-Fransa), API ID 32C (Biomerieux-Fransa), Auxacolor (Biorad-

Fransa), API Candida (Biomerieux-Fransa), RapID Yeast Plus (Innovative Diagnostic-

ABD) ve VITEK 2 ID-YST (Biomerieux-Fransa) bunlardan bazılarıdır. Bu kitlerde 

Candida türlerinin identifikasyonu asimilasyon/fermentasyon özelliklerine göre 

yapılmaktadır. API ID 32C, VITEK YBC ve VITEK 2 ID-YST otomatize olarak 

yorumlanan sistemlerdir (Pincus ve ark. 2007).  
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Günümüzde VITEK 2 ve diğer identifikasyon yöntemlerini karĢılaĢtıran birçok 

çalıĢma yapılmıĢtır. AraĢtırmalarda; mayalar için doğru tanımlama oranı %84-94, yanlıĢ 

identifikasyon oranı ise %0,9-2,7 arasında değiĢmektedir. VITEK 2 ile özellikle           

C. glabrata izolatlarının yanlıĢ tanımlanabileceği ileri sürülmüĢtür (Graf ve ark. 2000; 

Loiez ve ark. 2006; Aubertine ve ark. 2006; Meurman ve ark. 2006; Hata ve ark. 2007). 

Graf ve arkadaĢları (2000), VITEK 2 ID-YST kart ve ID32C strip ile maya ve 

maya benzeri organizmaların tanımlanmasında, VITEK 2 sisteminin %96,3 oranında 

doğru identifikasyon gerçekleĢtirdiğini öne sürmüĢlerdir. Ayrıca C. guilliermondii ve  

C. lusitaniae türlerini tanımlamada problemli olduğunu, mevcut veri tabanı ile             

C. inconspicua ve C. norvegensis’ i ayıramadığını belirtmiĢlerdir.    

BaĢka bir çalıĢmada, VITEK 2 YST ve ID-YST kart, CHROMagar ve API 20C 

testleri Candida türlerinin idendifikasyonunda karĢılaĢtırılmıĢtır. CHROMagar’ da 

geliĢen izolatlardan Vitek 2 ID-YST kartla yapılan identifikasyonda doğruluk oranının 

(%99) daha yüksek olduğunu saptamıĢlardır. C. glabrata türünü C. sphaerica olarak 

yanlıĢ isimlendirdiğini ve çok nadir izole edilen türlerin identifikasyonun doğrulanması 

gerektiğini vurgulamıĢlardır (Aubertine ve ark. 2006).  

Meurman ve ark. 2006 yılında yaptıkları çalıĢmada baĢka testler yaparak da 

doğruladıkları izolatlarda; VITEK 2’ nin doğru olarak tanımlama oranının %94 olduğu; 

C. guillermondii suĢunu C. parapisilosis, C. zeylanoides suĢunu C. famata/ C. valida, 

bir Trichosporon spp.’ yi Cryptococcus humicolus olarak toplam üç suĢu yanlıĢ 

tanımladığını (%1,8) ileri sürmüĢlerdir.  

VITEK 2 sistemle yapılan baĢka bir çalıĢma da; YST kartın C. glabrata 

izolatlarını %86,6, C. albicans izolatlarını %100 ve diğer Candida spp.’ lerin %88,2 

oranında doğru identifikasyonunu yaptığını saptamıĢlardır.  ÇalıĢmanın sonucunda; 

Candida türlerinin VITEK 2 YST kart ile %91,1 doğrulukta tanımlandığını 

belirtmiĢlerdir (Vijgen ve ark. 2011). 

CHROMagar ve VITEK 2’ nin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada; patojen mayaların 

teĢhis için erken tanımlanması gerektiği, CHROMagarın mayaların hızlı olarak 

taranmasında kullanılabileceği ama identifikasyonun zaman alıcı (en az 48 saat) 

olduğunu bildirmiĢlerdir. VITEK 2’ nin tanımlamada hızlı olduğunu ancak 



 

 124

  

 

konvansiyonel metodlarla birlikte çalıĢılması gerektiğini belirtmiĢlerdir (Mathur ve ark. 

2014). 

Ġzolatlarımızın hızlı identifikasyon testlerinden olan VITEK 2 ID-YST kart 

kullanılarak yapılan  tanımlamalarında; 49’ u C. albicans, 36’ sı C. glabrata, 5’ i         

C. kefyr, 4’ ü C. krusei, 3’ü C. sphaerica, 1’ i C. dubliniensis, 1’i C. lusitaniae ve 1 

izolat ise Rhodotorula glutis/mucilaginosa (Cryptococcus laurentii) olarak 

isimlendirilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda germ tüp oluĢturma özelliği, hif, blastospor, klamidospor yapımı, 

kromojenik besiyerleri ve VITEK 2 ID-YST kart ile kullanılarak yapılan 

tanımlamalarda yöntemlere bağlı olarak bazı izolatların identifikasyonlarında 

farklılıklar görülmüĢtür. Kromojenik besiyerlerinde tanımlama koloni rengine bağlı 

olduğundan bazı türlerin identifikasyonu yapılamamaktadır. Mısır unlu-tween 80 agar 

ile VITEK 2 tanımlaması (%97) genellikle uyumludur. Besiyerleri ile C. glabrata 

olarak tanımlanan üç izolat VITEK 2 ID-YST kart ile C. sphaerica olarak 

tanımlanmıĢtır. Yapılan diğer çalıĢmalarla benzer olarak izolatlarımızın VITEK 2 ile 

yanlıĢ tanımlanabileceği ve bu oranın %3 olduğu saptanmıĢtır. 

Günümüzde mayaların identifikasyonu için geleneksel yöntemlerin 

kullanılmasının yanısıra bunların eksikliklerine yönelik metodların geliĢtirilmesi için 

araĢtırmalar yapılmaktadır. Türlerin ayrımının yapılması için yağ asidi 

kompozisyonlarının kullanımı üzerine yapılan çalıĢmalar mevcuttur  (Kock ve ark. 

1985; Viljoen ve ark. 1986). Yapılan çalıĢmalarda hücrenin gaz kromatografisiyle 

çıkarılan FAME profillerinin, klinik ve endüstri alanlarında önemli maya türlerinin 

identifikasyonu için hızlı ve güvenilir olduğu kanıtlanmıĢtır (Botha ve Koch 1993; 

Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).  

FAME analizinde kullanılan MIS (Microbial Identification System) programı; 

yağ asitlerini, mikroorganizmaların yağ asiti metil esterlerini nicelendirme ve 

identifikasyonunu analiz edebilmektedir. Kütüphanesinde bulunan veritabanıyla yağ 

asiti kompozisyonları ve iyi karakterize edilmiĢ suĢların FAME profillerini karĢılaĢtırıp 

araĢtırmaktadır. Diğer identifikasyon metodlarıyla fiyat ve zaman açısından 

karĢılaĢtırıldığında FAME analizinin daha kullanıĢlı olduğu ileri sürülmektedir 

(Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000). 
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Augustyn ve arkadaĢlarının (1992) 16 standart maya türü ve 58 strainin yağ asidi 

analizi sonuçlarını karĢılaĢtırdıkları çalıĢmalarında, Kluyveromyces spp. ve Torulaspora 

spp. suĢlarının hepsinde C17: 1 (8) yağ asidi saptanmıĢtır. Kluyveromyces marxianus 

var. marxianus (n:5) suĢlarında yüksek oranlarda saptanan yağ asitleri ortalamaları; 

C18:1 %41.88, C16:1  %18.65, C18:2 %16,42 ve C16:0’ ın ise %15,31 olarak 

belirlenmiĢtir.  

Menyavi ve arkadaĢları (2000) çeĢitli klinik örneklerden izole edilen 

konvansiyonel yöntemler, CHROMagar ve API ID 32C ile tanımlanan 1024 maya 

izolatınında, yağ asitleri karakterizasyonuna dayalı türe spesifik tanımlama yapmaya 

çalıĢmıĢlardır.  Tüm izolatlarda C16:0 (hekzadekanoik asit) yağ asitinin belirlendiğini 

ve ortalamasının %14,45 olduğunu saptamıĢlardır. C. albicans (n:525) olarak 

tanımlanan izolatlarda C16:0’ ın %15.37 (11,26-19,48), C16:1’ in %13.43 (11,20-

15,66), C18:1’in %34.74 (29,95-39,53), C18:2’ nin %26,58 (23,13-30,03) ve C18:0’ ın  

%3,31 (2,45-4,17) oranında olduğunu belirlemiĢlerdir. C. glabrata izolatlarında (n:107); 

sırasıyla %8,99 (7,41-10,57), %50,45 (45,58-55,33), %30,1 (27,05-32,97), C18:2’ nin 

tespit edilemediği ve C18:0’ ın %4,69 (3,74-5,98) olarak saptamıĢlardır. C. krusei 

suĢlarında (n:95) ise; sırasıyla %15,52 (13,40-17,67), %4,29 (3,14-5,55), %54,46 

(51,34-57,58), %18,39 (15,40-21,38) ve %1,26 (0,88-1,64) oranında tespit edilmiĢtir.  

C. lusitaniae izolatında (n:24); %16,31 (15,58-17,61), %6,87 (4,88-7,73), %40,45 

(38,35-42,41), %32,95 (30,41-35,91) ve %1,87 (1,24-2,35) oranında belirlenmiĢtir.      

C. kefyr (C. pseudotropicalis) (n:28) izolatlarında; yağ asitleri sırasıyla %17,49 (14,36-

20,62), %12,77 (10,60-14,94), %34,67 (30,69-38,65), %28,83 (24,70-32,96) ve C18:0 

yağ asidini ise %1,94 (1,60-2,28) olarak bulunmuĢtur. Tetradekenoik asit (C14:1), 

pentadekenoik asit (C15:1), heptadekanoik asit (C17:0), 2-hidroksi-hekza-dekanoik asit 

(2-OH C16:0) ve 2-hidroksi-oktadekanoik asit (2-OH C18:0); tüm izolatlarda 

belirlenemeyip çok az miktarda bulunan yağ asitleri olarak tespit edilmiĢtir. Ayrıca 

C12:0 ve C14:0 yağ asitlerinin C. albicans ve C. kefyr türlerinin ayrımında oldukça 

önemli olduğunu vurgulamıĢlardır.  

Klinik örneklerden izole edilen C. glabrata ve Saccharomyces cerevisiae 

türlerinin ayrımında MIS kullanılarak FAME analizi yapılan bir çalıĢmada; özellikle 

trehaloz negatif C. glabrata suĢlarının tanımlanmasının zor olduğu ileri sürülmüĢtür. Bu 

türler filogenetik olarak oldukça yakın olduğundan FAME profillerinin de benzer 
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olduğu ve MIS ile yanlıĢ tanımlanabildiği bildirilmiĢtir. Ancak MIS identifikasyonunda 

hücre kütlesinin önemli olduğu, C. glabrata izolatları için 30-45 mg ve S. cerevisiae 

için 90 mg alınarak yapılan analiz sonucunda identifikasyonun daha baĢarılı olduğu 

saptanmıĢtır (Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).  

Tarr (2004)’ ın topraktan izole ettikleri mayaların sınıflandırılmasında kullandığı 

yağ asitleri analizinde; Issatchenkia orientalis (C. krusei) ve Kluyveromyces lactis 

izolatlarının yağ asiti dağılımının benzer olduğunu, en yüksek miktarda 18:1 yağ 

asitinin elde edildiğini ileri sürmüĢlerdir. Ayrıca I. orientalis linolenik asit (18:3)’ in 

%14,6 oranında saptandığını belirtmiĢlerdir.  

ÇalıĢmamızda; klinik örneklerden soyutlanan 99 izolatın, MIS’in içerdiği 

YEAST28 veri tabanına göre yağ asitleri analizleri yapılmıĢtır. FAME sonuçlarına göre; 

Y-3 hariç tüm izolatlarda, 16:1 Cis 9 (w 7) ve 16:00 yağ asitleri saptanmıĢtır. Ġzolatların 

C16:0 yağ asidi ortalaması %11,7, 16:1 Cis 9 (w7)’ un ise %25,82 olarak belirlenmiĢ ve 

diğer çalıĢmalarla uyumlu olduğu görülmüĢtür.  

Tüm izolatlarda en sık rastlanan diğer yağ asitleri sırasıyla; Sum In Feature 8, 

18:00, 14:00, 18:2 Cis 9,12/18:0a, 14:0 Aldehyde, Sum In Feature 5 ve 17:1 Cis 9       

(w 8)’ dir. Ġzolatlarda tanımlanan ve az rastlanan diğer yağ asitleri, 20:5 Cis (w3), Sum 

In Feature 11, 19:1 TRANS 7 (w 9), 16:0 ISO, Sum In Feature 9, 18:0 2OH, 11:0 ISO 

3OH, 17:0 ISO, C20 N Alcohol,  Sum In Feature 13, Sum In Feature 1, 15:0 3OH, 

20:00, 12:00, 20:1 Cis w9 Alcohol, Sum In Feature 7, Unknown 19.521, Sum In Feature 

12, 19:0 CYCLO C11-12, 17:0 ANTEISO, Sum In Feature 10, 18:0 12OH, 15:0 ISO, 

15:00, 18:1 (w 11), 16:0 2OH, Sum In Feature 13, 14:1 at 7 Position, 18:1 (w ?) 

Alcohol,16:0 2OH, Unknown 18.197, 14:0 ISO, 10:00, 14:1 at 9 Position ve 13:0 ISO 

3OH’ dır. 

C. albicans olarak tanımlanan izolatlarımız da; C16:0 yağ asidinin ortalaması 

%15,15 (3,01-27,32), 16:1 Cis 9 (w7)’ nin %9,63 (1,05-15,62), C18:0’ in %5,41 (0,97-

8,78), 18:1 Cis 9 (w9) (Sum In Feature 8)’ un %27,50 (5,77-40,38), 18:2 Cis 

9,12/18:0a’ ın %33,91 (6,88-44,99) olarak belirlenmiĢtir. C. glabrata’ nın ise sırasıyla 

ortalama %6,71 (2,21-20,85), %49,48 (11,63-64,32), %5,25 (2,6-7,65), %26,78 (17,86-

40,27), 18:2 Cis 9,12/18:0a yağ asidi ise sadece üç suĢta belirlenmiĢ ve %27,41 (24,24-

29,83) oranında saptanmıĢtır. Y-3 dıĢında diğer dört C. kefyr izolatında; C16:0 ortalama 
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%17,34 (16-18,5), 16:1 Cis 9 (w7) %15,45 (13,52-16,43), C18:0 %3,40 (1,89-5,19), 

18:1 Cis 9 (w9) %28,68 (24,49-30,67) ve 18:2 CĠS 9,12/18:0 a ise %25,34 (20,55-

28,47) olarak tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda dört C. krusei izolatında 18:1 Cis 9 yağ 

asitinin diğer yağ asitlerinden farklı olarak daha yüksek oranda ve ortalamasının 

%44,31 (22,16-55,07) olduğu; C16:0 yağ asidi %11,43 (10,39-12,58), 16:1 Cis9 (w7) 

%7,09 (5,28-9,41), 18:0’ ın %3,06 (2,43-3,73), 18:2 Cis 9,12/18:0 a ise %19,67 (16,48-

24,9) oranında belirlenmiĢtir. Bulgularımızın diğer çalıĢmalarla uyumlu olduğu 

görülmüĢtür.  

ÇalıĢmamızda izolatların içerdikleri yağ asitleri oranlarına göre akrabalık 

iliĢkileri cluster analizi ile belirlenmiĢtir. OluĢan dendrograma göre (ġekil 3.10), 

izolatlar arasındaki Euclidian mesafesi 10 ve daha altında olan izolatların aynı türe ait 

olabileceği, Euclidian mesafesi 6 ve daha altında olan izolatların tipik olarak aynı alttür 

veya biyotip; 2,5 ve daha altında olan izolatların ise aynı strain olabileceği Ģeklinde 

yorumlanmıĢtır (MIDI 2002). Dendrograma karĢılaĢtırma için standart suĢlarında 

FAME profilleri eklenmiĢtir. Buna göre, aynı gruplar içerisindeki bazı izolatlar 

arasındaki mesafe 10 ve daha altında olduğu için bu izolatların aynı türe ait olabileceği 

Ģeklinde yorumlanmıĢtır. Yapılan diğer identifikasyon yöntemlerinde aynı tür olarak 

isimlendirilen bazı izolatlar farklı Euclian mesafesine sahiptir. FAME profillerine göre; 

diğer yöntemlerle C. albicans olarak tanımlanan; Y-6, Y-28, Y-23 ve Y-62 izolatları 

oldukça dendrograma oldukça farklı mesafelerde bağlanmıĢtır. Ayrıca aynı grupta 

bulunan C. albicans suĢlarına göre Y-48, Y-90, Y-95 ve Y-96 izolatlarıda farklılık 

göstermektedir. Diğer yöntemlerle C. glabrata olarak tanımlanan türlerin çoğu yakın 

Euclidian mesafesinde (10 ve altı) dendrograma bağlanmıĢtır. Ancak bazı izolatlar      

Y-18, Y-56 ve Y-34’ ün dendrograma oldukça uzak mesafede bağlı olduğu 

görülmektedir. Y-3 izolatı diğer C. kefyr ve tüm izolatlardan oldukça uzak mesafede en 

dıĢta dendrograma bağlanmıĢtır.  

Son zamanlarda mantarların identifikasyonunda moleküler yöntemlerin 

kullanımı artıĢ göstermektedir. Bu yöntemlerin esas amacı, patojen mantarların klinik 

örnekte kültürü yapılmadan önce kısa sürede saptanması veya klasik yöntemler ile 

kültürde üretilmiĢ olan mantarın hızlı tanımlanmasıdır. Cins düzeyinde tanımlama 

birçok küf mantarı için yeterli olabilmektedir. Ancak antifungal ilaçlara dirençli olan 

bazı mantarlar için tür düzeyinde tanımlama gerekmektedir. Bu nedenle Candida 
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türlerinin doğru ve hızlı identifikasyonu, uygun antifungal tedaviye erken dönemde 

baĢlanması açısından önem taĢımaktadır (Sullivan ve Coleman 2002). 

Moleküler tanı yöntemleri; Candida’ ların cins ve tür düzeyinde 

tanımlanmasında, virulans faktörlerinin genotipik olarak saptanmasında, epidemiyolojik 

tiplendirmelerde, genom baz dizilerinin ortaya çıkarılmasında, mutasyonların 

belirlenmesinde ve filogenetik analizleri için kullanılmaktadır (Saraçlı 2002). Bu 

sebeple; genomik DNA’nın restriksiyon enzim analizi (REA), southern hibridizasyon 

analizi, pulsed field jel elektroforezi, polimeraz zincir reaksiyonu gibi DNA bazlı ve 

immunoblot finger printing, hücresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi, 

multilokus enzim elektroforezi gibi protein bazlı yöntemler geliĢtirilmiĢtir.  

Tanısal PCR’ da çoğaltım (amplifikasyon) için uygun hedef dizisinin 

belirlenmesi gerekmektedir. Özgüllük; farklı cinsler veya türlerin DNA dizileri ile hedef 

dizi arasındaki homolojinin derecesi ile belirlenmektedir. Örneğin, infeksiyonun 

bakteriyel veya mantar nedenli olup olmadığını anlamak için tüm mantarlarda evrensel 

olarak bulunan yüksek oranda korunmuĢ bir gen bölgesi uygun hedef dizi olacaktır. 

Cins veya tür düzeyinde tanı fungal DNA identifikasyonu için çeĢitli PCR çoğaltım 

ürünü saptama metodu kullanılmaktadır (Hugnes ve ark. 1998). 

PCR için farklı birkaç dizi olmasına rağmen, rRNA genleri tüm DNA’ ları 

çoğaltabilen yüksek oranda korunmuĢ bölgeler içerdikleri için en uygun hedef 

bölgeleridir. Diğer bir avantajı ise rRNA genlerinin PCR’ ın hassasiyetini arttıran 

yüksek kopya sayısının olmasıdır (Hugnes ve ark. 1998). C. albicans’ da bu genin 50-

100 kopyası bulunmaktadır. Bu nedenle PCR yöntemi tek kopyalı genlere göre çok 

kopyalı genlerin kullanımı için daha hassastır. Tek kopyalı genler türe spesifik 

olabilmektedir (Loeffler ve ark. 2000). 

Ġnfeksiyon etkeni olan mantarların tür düzeyinde tanımlanmasında en yaygın 

kullanılan DNA bölgeleri; küçük (SSU-18S) ve büyük ribozomal alt üniteleri (LSU-

26S) arasında yer alan türe özgül internal transcribed spacer (ITS) ve büyük ribozomal 

alt ünitesinin D1/D2 bölgeleridir. Bu bölgeler tür düzeyinde farklılıklar gösteren yeterli 

zincir heterojenitesi içermesinden dolayı, mantarların tür düzeyinde tanımlamasında ve 

olası mutasyonel değiĢikliklerin saptanması için oldukça uygundur (Susever ve 

Yeğenoğlu 2011). 
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PCR temelli birçok identifikasyon yöntemi mevcuttur. Bunlardan Restriksiyon 

Enzim Analizi (REA), rDNA amplifikasyon ürünlerinin elde edilmesini gerektiren 

yöntemlerden birisidir. REA; Candida türlerinin genotiplerinin araĢtırılması amacıyla 

ilk kullanılan yöntem olup, Candida infeksiyonlarının moleküler epidemiyolojik 

çalıĢmaları için yaygın olarak kullanılmaktadır (Hazen ve Howell 2009).  

Williams ve arkadaĢları (1995) tarafından yapılan, intergenic spacer regions 

(ITS) bölgelerinin çoğaltılmasına yönelik olarak ITS1 ve ITS4 primerlerinin kullanıldığı 

bir çalıĢmada; C. albicans, C. stellatoidea, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. kefyr, 

C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata’ yı içeren sekiz Candida türünün tanımlanması 

amacıyla suĢlara PCR ve REA uygulanmıĢtır. Hae III, Bfa I ve Dde I restriksiyon 

enzimlerinin kullanıldığı çalıĢmada,  türlerin ayrımında Bfa I enzimi ile en iyi 

sonuçların elde edildiği ileri sürülmüĢtür. C. glabrata, C. kefyr ve C. guilliermondii 

türlerinin hızlı tanımlanması için çoğaltılan PCR ürünlerinin elektroforezi yeterliyken, 

diğer beĢ türün tanımlanması için, izolatların özellikle Dde I ve Bfa I enzimleriyle 

kesiminin yapılması gerektiği belirtilmiĢtir (Williams ve ark. 1995). 

Baek ve arkadaĢları (1998) onikomikoz etkeni olan mantarlarla yaptığı 

çalıĢmalarında; 18S-rRNA geni amplifiye edilmiĢ ve Hae III enzimi ile kesim 

yapılmıĢtır. Sonuçlara göre; dermatofitler, küfler ve mayaların ayrımında bu enzimin 

kullanılabileceğini vurgulamıĢlardır (Baek ve ark. 1998).  

Restriksiyon enzimleriyle yapılan diğer bir çalıĢmada, 137 klinik Candida 

izolatının ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bölgeleri çoğaltılarak; Msp I enzimi ile kesilmiĢtir. 

Kesim sonucunda C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis,  C. tropicalis,           

C. krusei ve C. glabrata türleri gibi klinik örneklerden sıklıkla soyutlanan altı adet 

Candida türü tanımlanabilmiĢ, ancak C. albicans ve C. dubliniensis için ayrım 

sağlayacak bant paternleri elde edilememiĢtir (Mirhendi ve ark. 2006).  

Fujita ve Hashimoto’ nun yaptığı bir çalıĢmada (2000),  Candida türleri 

arasındaki farklılığı Hinf I enzimiyle kesim yaparak ortaya koymuĢlardır. 337 maya 

izolatın; 111’ i C. albicans, 4’ ü C. krusei, 35 tanesi C. glabrata, 11’ i C. dubliniensis, 

48 tanesi C. tropicalis, 41’ i C. guilliermondii ve 49’ u C. parapsilosis olarak 

tanımlanmıĢtır. Bu sonuçlara göre Hinf I enzimin maya türlerini ayırt etmede 

kullanılabileceği önerilmektedir (Fujita ve Hashimoto 2000). 
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BaĢka bir çalıĢmada, fungemiye neden olan 60 etkenin (C. albicans, C. 

parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii 

ve Histoplasma capsulatum) REA ile identifikasyonları değerlendirilmiĢtir. Ġzolatlar 

ITS1/ ITS4, NL4/ ITS5 ve primer1/ primer3 (Trost ve ark. tarafından tasarlanan) 

öncülleriyle amplifiye edilerek; Hae III, Dde I ve Bfa I enzimleriyle kesim yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmalarında, bu enzimlerle kesim sonucu çok sayıda izolatın baĢarılı bir Ģekilde 

tanımlanabildiğini ileri sürmüĢlerdir (Santos ve ark. 2010)  

Ülkemizde; YiĢ’ in yaptığı bir çalıĢmada (2007), çeĢitli Candida tülerinin ITS1-

5.8S-ITS2 bölgeleri amplifiye edildikten sonra Mwo I ve Bsl I enzimleri kullanılarak 

REA uygulamıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda bu enzimlerin Candida türleri arasında 

bazı farklılıkları ortaya koyabildiğini ileri sürmüĢlerdir.  

EL-Mashad ve arkadaĢları (2013) onikomikoz etkeni olan Candida’ ların 

karakterizasyonunda Hae III, Dde I ve Bfa I enzimleri ile ITS1 ve ITS2 bölgesinde 

yaptığı restriksiyon enzim analizinde; Hae III enziminin C. albicans ve Non- C. 

albicans türlerinin ayrımında en iyi farklılığı gösterdiğini öne sürmüĢlerdir. Ayrıca Bfa I 

enziminin Non- C. albicans türlerinin ayrımını sağlayabildiğini ve Dde I ile kesim 

yapılarak C. albicans identifikasyonlarının doğrulandığı belirtilmiĢtir.  

Elena ve ark. (2015) C. albicans ve C. krusei türleri olmak üzere toplam 8 

izolatın REA ile bant profillerini belirlemeye çalıĢmıĢlardır. ITS1-5.8S-ITS2 bölgesi 

Dde I enzim kesimi ile C. albicans’ ların, Cfo I enzimiyle ise C. krusei türlerinin 

oldukça iyi tanımlanabildiğini göstermiĢlerdir.  

ÇalıĢmamızda; toplam 99 izolatın PCR ürünleri restriksiyon enzimleri ile 

kesilerek oluĢan farklı profiller belirlenip gruplandırılmıĢtır. Ġzolatların restriksiyon 

enzim kesimlerine göre bant patternleri; ITS bölgesi için Hinf  I enzimi 4, Hae III 

enzimi 8, Dde I enzimi 5 ve  Bfa I enzimi ile 7 profil elde edilmiĢtir.  D1/D2 bölgesi 

enzim kesimlerine göre; Hinf I enzimi 10, Hae III enzimi 8, Dde I enzimi 6 ve  Bfa I 

enzimi ile 9 profil belirlenmiĢtir. 

ITS bölgesi Hinf  I enzim kesimi bant paternlerine bakıldığında; C. albicans, C. 

glabrata, C. krusei izolatlarının ayrı profillerde gruplandığı ve türler arası ayrım 

yapılabildiği görülmüĢtür. Hae III ve Dde I enzim kesimleri sonucunda; C. albicans ve 
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C. glabrata türlerinin ayırt edilebildiği saptanmıĢtır. Ayrıca Bfa I REA ile C. albicans, 

C. glabrata, C. krusei ve C. kefyr izolatlarının oldukça iyi tanımlanabileceği 

gözlemlenmiĢtir. D1/D2 bölgesi REA analizinde; Hinf I enzimi oldukça farklı paternler 

oluĢturmuĢ; ancak sadece C. krusei izolatları tanımlanabilmiĢ ve ayrıca diğer izolatlar 

arasında farklı varyeteler olması nedeniyle farklı kesim paternleri elde edilmiĢtir.      

Hae III kesimi ile C. albicans ve C. glabrata’ ların profillere göre tanımlanabileceği ve 

C. albicans varyetelerinin belirlenebileceği görülmüĢtür. Dde I enziminde C. kefyr 

izolatları aynı profilde belirlenmiĢtir. Bfa I REA sonucu 9 profil tespit edilmiĢ,             

C. albicans ve C. glabrata izolatlarının her ikiside farklı iki profil oluĢturmuĢtur. 

ÇalıĢmamızda ITS ve D1/D2 bölgesi kesimleri sonucunda belirlenen bant paternlerinde, 

bazı izolatların PCR bant büyüklüğünden daha farklı olması (≈1.650 bp) genomik 

DNA’ nın kontaminasyonundan kaynaklandığını düĢündürmektedir. Ayrıca farklı 

bantlar gözardı edildiğinde, belirlenen profil gruplandırmasını değiĢmemektedir. 

Literatürlere bakıldığında, çalıĢmamızda yapılan restriksiyon enzim analizleri 

sonuçlarının uyumlu olduğu görülmüĢtür. REA sonrası elde edilen verilerle birlikte; 

farklı bant profillerine göre 99 izolatın, 18’ i dizi analizi yapılmak üzere ayrılmıĢtır. 

PCR temelli identifikasyon yöntemlerinden biri olan DNA dizi analizi, mantarlar 

için alternatif bir tanımlama yöntemidir. Gen dizi bilgileri; kan, doku gibi örneklerde 

etken mantarların gösterilmesi veya kültürde üremiĢ mantarların tanımlanması amacıyla 

kullanımı gittikçe önem kazanmaktadır. Ayrıca dizi verilerinin bilinmesi günümüzde 

invitro tanı yöntemlerinin geliĢtirilmesi için oldukça gereklidir. Dizi analizi verileri ile 

mantarların tanımlanması ve diğer mantarlarla olan filogenetik iliĢkisi 

belirlenebilmektedir. Bu yöntem ile mayaların identifikasyonu için geçen süre 24-36 

saattir (McGinnis 2006).  

Son on yılda maya veritabanında bulunan verilerin iki kat artıĢ gösterdiği ileri 

sürülmektedir (Kurtzman ve ark. 2011). Günümüzde; DNA dizi verilerinin oldukça 

artmasına rağmen 740.000 - 6 milyon fungal türden yalnızca 100.000’ nin tanımlandığı 

tahmin edilmekte, ayrıca tanımlanan fungal türlerin %50’ sinin DNA dizi bilgilerinin 

veritabanlarında bulunmadığı düĢünülmektedir (Xu 2016). Özellikle,  

Saccharomycetaceae ve Basidiomycota aileleri için ITS ve D1/D2 bölgesi sekans 

verileri belirlenmeye çalıĢılmaktadır. D1/D2 ve ITS sekansları genellikle benzer ayrım 

gücü göstermekle birlikte, bazı taksonlara spesifik varyasyonlar görülmekte ve her iki 
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sekansın kullanılmasının yararlı olacağı düĢünülmektedir. Ascomycetes ve 

Basidiomycetes’ lerde bulunan bir türün strainlerinde ITS ve D1/D2 sekanslarında %1’ 

den daha az farklılık olduğu tahmin edilmektedir (Kurtzman ve Robnett 1998; Fell ve 

ark. 2000; Scorzetti ve ark. 2002; Sugita ve ark. 2002; Kurtzman 2014). 

Dizi analizlerinde ITS bölgesinin kullanımı; morfolojik açıdan farklı olan türler 

arasında değiĢken olabilmesinden dolayı da tür düzeyinde identifikasyonu 

kolaylaĢtırmaktadır (Abacı ve Haliki 2005). Son zamanlarda YaĢam Barkot 

Konsorsiyumu (Consortium for the Barcode of Life) tarafından ITS bölgesi sekansının 

bir primer mantar barkot markırı olduğu öne sürülmüĢtür (Schoch ve ark. 2012). 

Mayaların tanımlanmasında D1/D2 bölgesinin sekansının kullanımı gittikçe artmaktadır 

ve Frutos ve arkadaĢları bu bölgenin maya taksonomisinde evrensel kabul edileceğini 

ileri sürmektedir (Scorzetti ve ark. 2002; Frutos ve ark. 2004). Yapılan çalıĢmalarda; 

D1/D2 sekanslarıyla oluĢturulan geniĢ kapsamlı veritabanıyla, daha kolay, pratik ve 

güvenilir identifikasyonun yapılabileceği belirtilmiĢtir (Kurtzman 2001; Abliz ve ark. 

2004). Ayrıca D1/D2 ve ITS veritabanlarının hızlı tanımlamada ve soyları bilinmeyen 

türlerin saptanması için güçlü bir araç olabileceği belirtilmiĢtir (Kurtzman 2014).  

Dizi analizi sonuçlarına dayalı filogenetik analizler, hangi özelliklerin 

mantarlardan geldiğini anlamamıza yardımcı olmaktadır. Bu özellikler mantarı 

tanımamızı ve filogenetik iliĢkiyi yansıtan sınıflama Ģemasını oluĢturmamızı 

sağlayabilmektedir. Mantarların filogenetik iliĢkileri tıbbi mikolojinin önemli uygulama 

alanları için yarar sağlamaktadır. Filogeni; daha önce karĢılaĢılmayan veya nadiren 

patojen olarak karĢımıza çıkan mantarlara bağlı geliĢen fırsatçı mikozların tedavisi için 

antifungal seçimiminde oldukça önemlidir. McGinnis ve arkadaĢları yaptıkları bir 

çalıĢmada filogeni ile antifungal ilaçlara duyarlılık arasında yakın bir iliĢki olduğunu 

ileri sürmüĢlerdir (McGinnis ve ark. 1998; McGinnis ve ark. 2006). Dizi analiziyle ilgili 

çalıĢmalar sürmektedir.  

Leaw ve arkadaĢları (2005) yapmıĢ oldukları çalıĢmada; 299 referans izolat, 74 

klinik izolat olmak üzere toplam 373 (86 tür) maya izolatını API ID32 sistem ve dizi 

analizi ile tanımlamıĢlardır. Ġzolatların ITS1 ve ITS2 bölgelerini; ayrıca bazı türlerin 

doğrulanması için D1/D2 bölgesini sekanslamıĢlardır. Referans izolatların ITS1 ve ITS2 

bölgesinin doğru tanımlama oranını sırasıyla %97 ve %99,7; klinik izolatlar da ise 
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%95,9 ve %100 olarak saptamıĢlardır. Özellikle ITS2 bölgesinin patojen mayaların 

tanımlanmasında güvenilir bir yöntem olduğunu vurgulamıĢlardır. 

Linton ve arkadaĢları (2007), 2004-2006 yılları arasında klinik örneklerden 

soyutlanan 3.033 maya izolatını germ tüp testi, AUXACOLOR2 sistem ve API 20C kiti 

ile tanımlamaya çalıĢmıĢlardır. Konvansiyonel metotlarla tanımlanamayan 153 izolat 

için LSU D1/D2 bölgesini sekans analizi yaparak identifiye etmiĢlerdir. ÇalıĢmalarında, 

klinik olarak önemli maya türlerinin isimlendirilmesinde D1/D2 bölgesinin oldukça 

güvenilir olduğunu öne sürmüĢlerdir.  

Yapılan diğer bir çalıĢmada; 750 klinik izolat konvansiyonel yötemler, VITEK 2 

ve RapID Yeast Plus sistem ile tanımlanmıĢ, ayrıca izolatların ITS bölgesi 

sekanslanarak referans yöntem olarak kullanılmıĢtır. VITEK 2 ile 737 (%98,2) izolatın, 

Rap ID Yeast Plus sistemin ise 716 (%95,5) izolatı doğru tanımladığını saptamıĢlardır. 

Tanımlanamayan veya yanlıĢ tanımlanan 24 izolatı dizi analizi yöntemiyle; 14’ ü         

C. dubliniensis, 2’ si C. albicans, 2’si C. krusei ve diğerleri C. glabrata,                       

C. guillermondii, C. lipolytica, C. parapsilosis, S. cerevisiae, Geotrichum klebahnii 

olarak identifiye etmiĢlerdir (Sanguinetti ve ark 2007). 

Garner ve arkadaĢları (2010); hayvan patojeni Candida’ ların (n:109) 

identifikasyonunda substrat asimilasyonu, yağ asidi profil analizi, D1/D2 ve ITS2 

bölgelerinin sekans analizlerinin sonuçlarını karĢılaĢtırmıĢlardır. Sonuçlarına göre; 

asimilasyon testleriyle izolatların %54’ ünün, FAME ile %47’ sinin ve sekans analiziyle 

%87’ sinin tür düzeyinde tanımlandığını belirtmiĢlerdir. Ayrıca FAME analiziyle 

identifikasyonun diğer yöntemlere göre ucuz olduğunu ve asimilasyon testlerinden daha 

az zaman gerektirdiğini vurgulamıĢlardır. Sekanslamanın ise en güvenilir metod 

olduğunu; gerekli uygun ekipmanların maliyetinin yüksek olmasının yanısıra, D1/D2 

bölgesinin hayvan patojeni mayaların tanımlanmasında iyi bir metod olarak 

kullanılabileceğini öne sürmüĢlerdir. 

Taverna ve ark. 2013 yılında yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada; 18 referans suĢ, 

fenotipik olarak tanımlanmıĢ 69 izolat ve kesin olarak tanımlanamayan 20 izolatın ITS 

ve D1/D2 bölgeleri sekanslanarak tanımlamaya çalıĢmıĢlardır. Tüm izolatların %88’ i 

(94/107) ITS bölgesi, %12’ si (13/107) ise D1/D2 bölgesi ile tanımlanmıĢtır. Fenotipik 
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olarak isimlendirilen izolatların %10’ unun (7/69) yanlıĢ identifiye edildiğini 

belirtmiĢlerdir. ÇalıĢmalarında, fenotipik olarak tanımlanamayan izolatların hepsi hedef 

gen bölgeleri dizilenerek identifikasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. ITS bölgesi verileriyle 

oluĢturulan filogenetik ağaca C. glabrata ve C. kefyr suĢlarının %59 bootstrap değeriyle 

bağlandığını ve bu kümeye Grup A (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis,            

C. orthopsilosis, C. parapsilosis)’ nın ise %86 bootstrap değeriyle bağlandığını 

belirtmiĢlerdir. Ayrıca, izolatların ITS sekansları kullanılarak genetik yakınlıkları 

değerlendirilmiĢ, ancak tek gen bölgesinin filogenetik analizde yeterli bilgi 

sağlayamadığını vurgulamıĢlardır.  

Yapılan baĢka bir çalıĢmada; son zamanlarda nadir olarak kandidoza neden olan, 

geleneksel identifikasyon sistemleriyle doğru tanımlanamayan Candida famata, 

Meyerozyma guilliermondii ve C. auris izolatlarının (n:55) çeĢitli yöntemlerle 

identifikasyonlarını karĢılaĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmalarında, 55 izolatın 38’ i VITEK 2 

sistemle C. famata; aynı izolatların ITS bölgesi sekanslanması sonucunda 20’ si C. 

tropicalis, 7’ si C. albicans, 4’ ü C. parapsilosis, 2’ si M. guillermondii, 2’ si C. auris 

ve diğer 3 izolat C. lusitaniae, C. krusei, Pichia fabianii olarak tanımlanmıĢtır. Ayrıca, 

C. auris izolatları D1/D2 bölgesi sekanslanarak doğrulanmıĢtır. VITEK 2 ile C. 

lusitaniae olarak isimlendirilen 12 izolat ITS bölgesi dizi analizi sonuçlarına göre; 6’ sı 

C. lusitaniae,  3’ ü C. tropicalis, 2’ si C. albicans ve 1’ i C. krusei olarak 

tanımlanmıĢtır. M. guilliermondii olarak tanımlanan 5 izolat (VITEK 2); ITS bölgesi ile 

2’ si M. guilliermondii, 2’ si C. glabrata ve 1’ i C. parapsilosis olarak identifiye 

edilmiĢtir. Sonuç olarak daha az sıklıkta etken olabilen Candida türlerinin 

laboratuvarlarda kullanılan birçok sistemle yanlıĢ tanımlanabileceğini vurgulamıĢlardır 

(Kim ve ark. 2016). 

ÇalıĢmamızda; seçilen 18 izolatın ITS1-5.8S-ITS2 ve rDNA’ nın büyük alt 

ünitesinin (LSU) yüksek değiĢken D1/D2 bölgesine ait dizi bilgilerinin blast analizleri 

sonucu iki dendogram oluĢturulmuĢtur. Dendogramlarda Schizosaccharomyces pompe 

dıĢ grup olarak eklenmiĢ, benzerlik oranlarının belirlenmesi için her türe ait tip tür (T) 

kullanılmıĢ ve 1000 tekrarlı (bootstrap) olarak karĢılaĢtırma yapılmıĢtır. Dizi analizi 

sonucunda tanımlanan türler www.indexfungorum.org sitesinden kontrol edilerek 

isimlendirilmiĢ, telemorf ve anamorf isimleri belirtilmiĢtir.  

http://www.indexfungorum.org/


 

 135

  

 

Filogenetik ağaçlarda birbirleriyle yakın iliĢkili olan türlerin benzer topolojiye 

sahip oldukları ve aynı zamanda birbirlerini doğruladıkları görülmüĢtür. Ayrıca aynı 

türlere ait izolatların aynı kümede yer aldığı ve yüksek bootstrap değerlerine (%99 veya 

%100) sahip oldukları belirlenmiĢtir. C. glabrata ve Kluyveromyces marxianus           

(C. kefyr) izolatları %76 (ITS), %59 (D1/D2) bootstrap değerleriyle bağlanarak kümeler 

oluĢturmuĢ, C. albicans’ lar ise farklı dallanma yaparak %73 (ITS), %33 (D1/D2) 

bootstrap değerleriyle filogenetik ağaçta yer almıĢ, faklı küme oluĢturan Issatchenkia 

orientalis (C. krusei) izolatları ise %47 (ITS), %34 (D1/D2) bootstrap değerleriyle 

bağlanmıĢtır. Ağaçlarda aynı türlere ait izolatların küme içerisinde farklı bootstrap 

değerleriyle bağlanması, strainler arasında genetik farklılıklar olduğunu 

düĢündürmektedir. ÇalıĢmamızdaki verilerin literatürlerle uyumlu olduğu görülmüĢ ve 

geleneksel yöntemlerle yanlıĢ tanımlanmıĢ izolatlar için moleküler teknikler 

kullanılarak güçlü veriler elde edilmiĢtir.  

Son zamanlarda mantarlar için barkot markırı kavramı tartıĢılmaktadır. GeniĢ 

mantar çeĢitleri için ITS bölgesi kullanımının baĢarılı identifikasyon sağladığı, bununla 

birlikte tür içi ve türler arasındaki varyasyonlar için en net tanımlanan barkod aralığı 

olduğu gösterilmiĢtir (Schoch ve ark. 2012). Daha önce bitkiler için benimsenen iki 

markırlı barkotlama sistemi, özellikle Ascomycetes’ ler için ITS ve 26S rDNA 

sekanslarını birleĢtiren barkotlama sistemi mikologlar tarafından tartıĢılmaktadır. 

Literatürlerde de belirtildiği gibi çalıĢmamızda; ITS gibi evrensel korunmuĢluğa sahip 

temel gen bölgesinin yanısıra, 26S rDNA D1/D2 bölgesinin kullanılması sonucunda 

birbirleriyle tutarlı verilerle birlikte, filogenetik yakınlık iliĢkilerinin yansıtılmasında 

destekleyici veriler elde edilmiĢtir.  

Son yıllarda, immün sistemi baskılanmıĢ hastalarda ortaya çıkan fırsatçı mantar 

infeksiyonlarındaki artıĢ, yeni antifungal ilaçlara olan gereksinimi de arttırmıĢtır.  

Antifungal ajanlar mantar infeksiyonlarına karĢı etkili olan; topikal, oral veya parenteral 

yoldan uygulanabilen bileĢiklerdir. Mantar hücrelerinin memeli hücrelerine benzer 

Ģekilde ökaryotik yapıda olmasından dolayı, protein, DNA ve RNA biyosentezini inhibe 

eden antifungal ilaçların insanlar için toksik etkileri bulunmakta, bu sebeple yeni 

antifungal ajanlarla ilgili çalıĢmalar da yavaĢ ilerlemektedir (Arıkan ve Rex 2009). 
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Günümüzde antifungallerin tedavi ve profilaksi amaçlı olarak yaygın kullanımı 

antifungal direnç sorununun ortaya çıkmasına ve artıĢına sebep olmaktadır. Antifungal 

direnç birçok faktöre bağlı olarak geliĢebilmektedir (Yeğenoğlu 2012). Antifungal 

ajanlara direncin artmasıyla birlikte, birçok yeni antifungal ilaç da klinik kullanıma 

girmektedir. Yeni geliĢtirilen ilaçlar için antifungal duyarlılık testleri, in vitro etki 

spektrumunu belirlemek ve klinik izolatların invitro duyarlılıklarının saptanabilmesi 

amacıyla kullanılmaktadır. Bu testlerin geliĢtirilmesi ve standardizasyonu klinik 

mikoloji için oldukça önemlidir Bu amaçla, CLSI (Clinical and Laboratory Standard 

Institute) tarafından standart yöntemler geliĢtirilmektedir (Arıkan 2002; Koç 2012).  

Candida’ ların antifungal duyarlılığını belirlemek için birçok yöntem 

bulunmaktadır. Bunlar makrodilüsyon, mikrodilüsyon, agar difüzyon, disk difüzyon, E-

test yöntemi ve ticari sistemler (Fungitest, Candifast, ATB fungus, Sensititre YeastOne, 

VITEK 2 sistem vb.)’ dir (Ghannoum ve ark. 1996; Morace ve ark. 2002). 

ÇalıĢmamızda izolatların MĠK değerleri; CLSI tarafından önerilen standart 

mikrodilüsyon yöntemi ve VITEK 2 antifungal duyarlılık sistemi ile belirlenerek 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Brezilya’da 1995-2003 yılları arasında kan kültürlerinden izole edilen 1000 

Candida izolatında yapılan çalıĢmada; izolatların antifungal duyarlılıkları 

mikrodilüsyon yöntemi ile belirlenmiĢtir. Ġzolatların %97’ si flusitozin’e, %97,9’ u 

flukonazol’e, %99,7’si vorikonazol’e ve %100’ ü Amfoterisin B’ye duyarlı 

bulunmuĢtur. MĠK aralıkları Amfoterisin B için 0,06- 1 μg/ml, flusitozin ve flukonazol 

için 0,125- 64 μg/ml, vorikonazol için 0,03- 4 μg/ml olarak tespit edilmiĢtir (Matta ve 

ark. 2007). 

Zepelin ve ark. Almanya’ da Temmuz 2004-Ağustos 2005 arasında klinik 

örneklerden soyutlanan toplam 561 maya izolatının mikrodilüsyon yöntemiyle 

antifungal ajanların duyarlılıkları belirlemiĢlerdir. ÇalıĢmalarında; flusitosin için MĠK 

aralığı < 0,125- > 16 µg/ml %4,5 direnç ve %1,8 oranında doza bağımlı duyarlılık; 

flukonazol antifungalinde < 0,25 - > 64 µg/ml %3,7 direnç %5,9 oranında doza bağımlı 

duyarlılık; vorikonazol için < 0,0313- 16 µg/ml  %0,4 direnç ve %0,5 doza bağımlı 

duyarlılık; amfoterisin B için ise < 0,0313- 4 µg/ml MĠK aralığı ve sadece %0,5 

oranında direnç saptamıĢlardır (Zepelin ve ark. 2007).  
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Ülkemizde yapılan VITEK 2 YST kart ile toplam 129 Candida izolatının 

duyarlılıklarının belirlendiği bir çalıĢmada; flusitozin MiK aralığı ≤1-8 μg/ml ve 

%95,34 oranında duyarlılık saptanmıĢtır. Flukonazol MĠK aralığı 1-64 μg/ml, izolatların 

%91,47’ sinin duyarlı ve %3,87’ sinin dirençli olduğu tespit edilmiĢtir. Vorikonazol 

MĠK aralığı 0,125-8 μg/ml (%99,22 duyarlılık), Amfoterisin B ise 0,25-16 μg/ml ve 

%86,04 duyarlı, %13,17 oranında izolatlarda orta duyarlılık belirlemiĢlerdir 

(Rahmanalı-Onur 2009). 

Hazırolan ve arkadaĢlarının 187 klinik Candida izolatında VITEK 2 ile yapılan 

antifungal duyarlılık testine göre; flukonazol için %92,52,  vorikonazol için %98,85, 

Amfoterisin B için %95,97  flusitozin için %91,95 ve kaspofungin için  %100 oranında 

duyarlılık saptamıĢlardır. ÇalıĢmalarında; amfoterisin B’ye karĢı bir izolat (C. kefyr), 

vorikonazol’ e bir izolat (C. glabrata) ve flusitozin’ e bir izolatta (C. albicans) direnç 

belirlenmiĢtir. Ayrıca C. glabrata ve C. krusei izolatlarında flusitozine orta duyarlılık; 

C. albicans, C. kefyr ve C. krusei izolatlarında da amfoterisin B’ye orta duyarlılık 

gözlenmiĢtir (Hazırolan ve ark. 2015). 

Klinik örneklerinden soyutlanan maya izolatlarından (614 Candida spp., 10 

Cryptococcus neoformans, 1 Geotrichum capitatum) antifungal duyarlılık testlerinden 

VITEK 2 ve CLSI mikrodilüsyon yönteminin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada; sonuçların 

amfoterisin B %99,5, flukonazol %92 ve vorikonazolün %98,2 oranında uyumlu olduğu 

saptanmıĢtır. Flukonazol ajanında bazı türlerde (C.  glabrata ve C. krusei) düĢük oranda 

uyumsuzluk görülmüĢtür. Ayrıca VITEK 2 sistemde Cryptococcus neoformans türleri 

için vorikonazol duyarlılığı belirlenememiĢtir. VITEK 2 sistemin antifungal duyarlılığın 

belirlenmesinde kullanılabileceği, ancak sisteminde bulunmayan ekinokandinler ve 

posakonazol gibi ilaçların diğer yöntemlerle test edilmesi gerektiği vurgulanmıĢtır 

(Borghi ve ark. 2010). 

Peterson ve arkadaĢlarının VITEK 2 sistem ve mikrodilüsyon yöntemini (CLSI) 

karĢılaĢtırdıkları bir çalıĢmada; kaspofungin (%99,8) ve mikafungin (%98,2) ve 

posakonazol (%98,1) sonuçlarının oldukça uyumlu olduğu ileri sürülmüĢtür. 

Kaspofungin ve mikafunginin VITEK 2 ile belirlendiği MĠK sonuçlarının oldukça 

güvenilir olduğunu; özellikle C. albicans izolatları için posakonazol MĠK değerlerinin 

referans yöntemle çok iyi uyumluluk gösterdiği bildirilmiĢtir (Peterson ve ark. 2011).  



 

 138

  

 

Melhem ve ark. (2013) kan kültüründen elde ettikleri 32 Candida izolatının 

antifungal duyarlılıklarını VITEK 2 sistem, CLSI ve EUCAST BMD referans yöntemini 

kullanarak karĢılaĢtırmıĢladır. Flukonazol için; VITEK 2 sistemle MĠK aralığı ≤1- ≥64 

μg/ml, CLSI’ da 0,12- ≥ 64 μg/ml olarak belirlenmiĢtir. Vorikonazol ajanı için sırasıyla 

≤ 0,12-1 μg/ml ve 0,015- 4 μg/ml; flusitozin için ≤ 1- 16 μg/ml ve 0,12- 16 μg/ml; 

amfoterisin B için ≤ 0,25- ≥ 16 μg/ml olarak saptanmıĢtır. Hastanelerde flukonazol 

duyarlılığı için VITEK 2 sistemin tercih edilebileceğini ve vorikonazol direncinde 

referans yöntemlerin yerini tutabileceği bildirmiĢlerdir. Ayrıca referans yöntemlere göre 

VITEK 2 sistemde MĠK değerleri daha yüksek belirlenmiĢ, bunun nedeninin ise ilaç 

konsantrasyonlarının aynı aralıkta olmamasından kaynaklandığını ileri sürmüĢlerdir. 

ÇalıĢmalarında VITEK 2 sistem ile referans sistemin duyarlılık sonuçlarında uyumun 

yüksek olduğunu (%88,5); C.albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. pelliculosa 

(Pichia anomala) ve C. guilliermondii izolatlarının duyarlılıklarının %100 uyumlu 

olduğunu belirtmiĢlerdir. C. parapsilosis ve C. glabrata izolatlarında ise tüm 

antifungallerde sırasıyla % 97,5 ve % 87,5 uyumluluk tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmalarında; 

VITEK 2 sisteminde C. lusitaniae, C. kefyr ve C. haemulonii için amfoterisin B MĠK 

değerlerinin referans yöntemlere göre daha yüksek, nadir rastlanan mantar türlerinde ise 

flukonazol ve vorikonazol MĠK değerlerinin beĢ kat yüksek olduğunu saptamıĢlardır.  

Antifungal duyarlılık için VITEK 2 sistem ve CLSI referans yöntemin 

karĢılaĢtırıldığı baĢka bir çalıĢmada; 172 Candida izolatınının sırasıyla flukonazole 

duyarlılık oranları %92,4 ve %88,95;  amfoterisin B duyarlılığı %98,3 ve %97,7 olarak 

tespit edilmiĢtir. VITEK 2’ nin Candida türlerinin etken olduğu infeksiyonlarında 

duyarlılık testi için alternatif bir yöntem olabileceği ileri sürülmüĢtür (Kaur ve ark. 

2016). 

ÇalıĢmamızda mikrodilüsyon yöntemi (MDY) ve VITEK 2 ile izolatların 

antifungallere karĢı MĠK değerleri belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda amfoterisin B için 

MDY MĠK aralığı 0,125-1 µg/ml VITEK 2 MĠK aralığı 0,5-1 µg/ml olarak 

saptanmıĢtır. Amfoterisin B sonuçların birbirleriyle uyumlu olduğu ve CLSI M27-S3 

önerilerine göre duyarlılık yorumu yapılamadığından, tüm izolatların MĠK değerlerinin 

göreceli olarak düĢük olduğu tespit edilmiĢtir.  Flusitozin MĠK aralıkları sırasıyla 0,125-

4 µg/ml ve ≤ 1- 4 µg/ml olarak belirlenmiĢ ve CLSI M27-S3 kriterlerine göre tüm 

izolatların duyarlı olduğu görülmüĢtür. Kaspofungin MĠK değerleri MDY ile 0,125-1 
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µg/ml, VITEK 2 ile tüm izolatların MĠK değerleri ≤ 0.25 µg/ml olarak saptanmıĢtır ve 

CLSI’ ya göre MĠK direnç sınırı ≤ 2 µg/ml olduğundan izolatların hepsi duyarlı 

bulunmuĢtur. Azol grubu antifungallerden flukonazol ve vorikonazole karĢı MĠK 

değerleri belirlenmiĢtir. Flukonazol için sırasıyla MĠK aralığı: 0,125-64 µg/ml ve    ≤ 1- 

≥ 64 µg/ml olduğu görülmüĢtür. C. krusei suĢlarının flukonazole doğal dirençli 

olmalarından dolayı 4 izolatta (Y-49, Y-79, Y-86, Y-91) direnç ve bir C. glabrata 

izolatında (Y-97) direnç saptanmıĢtır. CLSI kriterlerine göre C. glabrata izolatlarının 

flukonazol duyarlılığında MĠK ≤ 32 µg/ml olan suĢlarda doza bağımlı duyarlılık (S-DD)  

bildirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple çalıĢmamızda 35 C. glabrata izolatının 

duyarlılığı  S-DD olarak belirlenmiĢtir. Vorikonazol MĠK aralığı MDY için 0,0313-1  

µg/ml, VITEK 2 için ≤ 0,12- 1 µg/ml olarak saptanmıĢ ve tüm izolatların duyarlı olduğu 

görülmüĢtür. Sonuçlarımıza göre, Mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak yapılan 

antifungal duyarlılık testi sonuçları ile otomatize sistemle yapılan antifungal duyarlılık 

(VITEK 2) sonuçları karĢılaĢtırıldığında antifungallerin duyarlılıkları açısından uyumlu 

bulunmuĢtur, ancak amfoterisin B hariç diğer antifungallerde düĢük MĠK değerleri ilaç 

konsantrasyonları VITEK 2 ile belirlenememiĢtir. Flukonazol hariç tüm antifungallerde 

%100 duyarlılık tespit edilmiĢ; literatürlerle de uyumlu olarak flukonazol ajanı için 

izolatların %94,9 oranında duyarlı olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca bazı antifungallerde 

MDY MĠK değerlerinin daha yüksek olduğu görülmüĢtür. 

Sonuç olarak;  

Candida izolatlarının prognostik, epidemiyolojik ve terapötik nedenlerle erken, 

hızlı ve doğru identifikasyonu kritik öneme sahiptir. Günümüzde klasik yöntemler, 

identifikasyon için halen altın standart kabul edilmekte, ancak nadir rastlanan türlerin 

yanlıĢ tanımlanmasına neden olabilmektedir. Bu sebeple; klasik yöntemler ile 

tanımlamada sorun yaĢanan Candida türlerinin identifikasyonunda moleküler 

yöntemlerin kullanımına iliĢkin yönelme oluĢmuĢtur. Ayrıca moleküler yöntemlerin hız 

ve doğruluk açısından identifikasyona ek kazanımlar getirebileceği düĢünülmektedir.  

AraĢtırmamızda, vajinal sürüntü ve idrar örneklerinden soyutlanan mayaların 

identifikasyonu yapılmıĢtır. Germ tüp oluĢturma özelliği, kromojenik besiyerleri ve 

VITEK 2 ID-YST kart ile kullanılarak yapılan tanımlamalarda yöntemlere bağlı olarak 

bazı izolatların identifikasyonlarında farklılıklar görülmüĢtür. Kromojenik 
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besiyerlerinde tanımlama koloni rengine bağlı olduğundan bazı türlerin identifikasyonu 

yapılamamaktadır. Mısır unlu tween 80 agar ile VITEK 2 tanımlaması genellikle 

uyumludur. Ancak mısır unlu tween 80 agarda C. glabrata olarak tanımlanan üç izolat 

VITEK 2 ID-YST kart ile C. sphaerica olarak tanımlanmıĢtır. Bu nedenle tanımlama 

yapılırken VITEK 2, kromojenik besiyerleri ile identifikasyonun yanında mısır unlu- 

tween 80 agarda morfolojilerinin de incelenmesi büyük önem taĢımaktadır. 

Klinik örneklerden soyutlanan izolatların, MIS’ in içerdiği YEAST28 veri 

tabanına göre yağ asitleri analizleri yapılmıĢtır. Ġzolatların içerdikleri yağ asitleri 

oranlarına göre akrabalık iliĢkileri cluster analizi ile belirlenmiĢtir. Dendograma göre 

aynı tür olarak tanımlanan bazı izolatların yağ asidi içeriği bakımından farklı olduğu ve 

dendrograma oldukça uzak mesafede bağlı olduğu görülmüĢtür.  

Ġzolatların ITS ve D1/D2 bölgeleri PCR ürünleri restriksiyon enzimleri ile 

kesilerek oluĢan farklı profiller belirlenip gruplandırılmıĢtır. Farklı bant profillerine 

bakılarak, 18 izolat dizi analizi yapılmak üzere ayrılmıĢtır. Dizi analizi verilerine göre; 

ITS gibi evrensel korunmuĢluğa sahip temel gen bölgesinin yanısıra, 26S rDNA D1/D2 

bölgesinin kullanılması sonucunda birbirleriyle tutarlı verilerle birlikte, filogenetik 

yakınlık iliĢkileri belirlenmiĢtir.  

CLSI referans yöntemi ve VITEK 2 sistemi kullanılarak antifungal duyarlılıkları 

saptanmıĢ, flukonazol hariç tüm antifungallerde %100 duyarlılık tespit edilmiĢ; ancak 

flukonazol ajanı için izolatların %94,9 oranında duyarlı olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca 

bazı antifungallerde MĠK değerlerinin kullanılan yönteme göre daha yüksek olduğu 

görülmüĢ olup, bazı ajanların duyarlılıklarının farklı yöntemlerle doğrulanması gerektiği 

düĢünülmektedir. 

Literatür ve çalıĢmamızda elde ettiğimiz verilere göre; C. albicans en yaygın 

patojen Candida türü olmasına rağmen, non- C. albicans türlerinin de fırsatçı infeksiyon 

ajanı olarak rolü gittikçe artmaktadır. Ülkemizde Candida türlerinin etken olduğu 

infeksiyonların epidemiyolojisi ve antifungal duyarlık profilleri ile ilgili çalıĢmalar 

bulunmakta olup; veriler farklılıklar göstermektedir.  

Farklı merkezlerde yapılan çalıĢmalarda, klinik örneklerden izole edilen 

Candida türlerinin dağılımı çalıĢmanın yapıldığı hasta grubunun özelliklerine ve coğrafi 
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bölgeye göre değiĢiklik görülmektedir. Konya’ da 2012-2013 yılları arasında idrar 

örneklerinden izole edilen 58 Candida izolatı ile yapılan çalıĢmada tür dağılımları 

sırasıyla; C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr 

olarak belirlenmiĢtir (Özer ve ark. 2016).  Kayseri’ de yapılan bir çalıĢmada; 50 idrar 

kültüründen soyutlanan Candida’ ların 47’ si C. albicans, diğerleri C. glabrata,            

C. krusei ve C. tropicalis; vajinal örneklerden elde edilen 51 Candida sp.’ nin 38’ i C. 

albicans, 11’ i C. glabrata, diğerleri C. parapsilosis ve C. kefyr olarak tanımlanmıĢtır 

(Sav ve ark. 2013). Ankara’ da 2008-2009 yılları arasında yapılan çalıĢmada; çeĢitli 

klinik örneklerden en fazla izole edilen tür C. albicans (%54,4), sırasıyla C.glabrata 

(%14) ve C. tropicalis (%11,4) olduğu ileri sürülmüĢtür (Erdem ve ark. 2012). 

Diyarbakır’ da Mart 2015-ġubat 2016 idrar (n:161) ve vajen (n:34) örneklerinden izole 

edilen Candida türlerinin identifikasyonu yapılmıĢtır. Ġdrar örneklerin soyutlanan 

Candida sp.’ lerin dağılımı; 100’ ü C. albicans, 30’ u C. tropicalis, 11’ i C. glabrata, 9’ 

u C. kefyr, 8’ i C. parapsilosis, 3’ ü C. lusitaniae, vajen örneklerinden izole edilenlerin 

ise; 26’ sı C. albicans, 5’ i C. glabrata ve 3’ ü C. krusei olarak tanımlanmıĢtır (Özcan 

ve ark. 2016). Aydın’ da 84 Candida izolatı (vajinal örnekleri) ile yapılan bir çalıĢmada; 

45’i C. albicans, 29’ u C. glabrata, 7’ si C. krusei, 3’ ü C. kefyr olarak tanımlanmıĢtır 

(Gültekin ve ark. 2005). Edirne’ de 2008 yılında yapılan bir çalıĢmada; çeĢitli klinik 

örneklerden elde edilen 65 Candida türünün %55’ inin C. albicans, ikinci en sık izole 

edilen türün C. parapsilosis (%28,9) olduğu saptanmıĢtır (Yenigün Koçak ve ark. 

2011). 

Bizim çalıĢmamız ile, Tekirdağ yöresinde yaĢayan hastalara ait bazı (vajinal ve 

üriner) örneklerden izole edilen Candida türleri tanımlanmaya çalıĢılmıĢtır. Yapılan 

araĢtırmalarla uyumlu olarak, en çok izole edilen tür C. albicans (n: 49) olarak 

saptanmıĢ, izolatlarımızın yaklaĢık yarısını non- C. albicans türlerinin (sırasıyla C. 

glabrata (n:39), C. kefyr ve C. krusei) oluĢturduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca 

çalıĢmamızdaki veriler, antifungal duyarlılık oranlarının %94- 100 arasında değiĢtiğini 

ve henüz direnç problemi ile karĢı karĢıya olmadığımızı göstermektedir. Ancak etken 

olan non- C. albicans türlerinin artıĢı, bu suĢlarda direnç varlığı gibi nedenler 

infeksiyon etkeni olarak soyutlanan suĢlarının tanımlanmasının ve antifungal duyarlılık 

patternlerinin saptanmasının önemini bir kez daha vurgulmaktadır. Bu tür çalıĢmaların 

devamlılığı ve verilerin takibi, değiĢimin saptanması açısından önemlidir. Elde edilecek 
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veriler ampirik antifungal tedaviler için de katkı sağlayacaktır. Bu çalıĢmaların 

gerçekleĢmesi ile, kaynakların etkin ve sağlıklı kullanılması sonucu ülke ekonomisi ve 

optimal antifungal kullanımına katkıda bulunacağı öngörülmektedir. 

 

Öneriler ve gelecekte yapılması planlanan çalışmalar: 

Klinik örneklerden izole edilen maya türlerinin hızlı ve doğru olarak 

tanımlanması oldukça önemlidir. Laboratuvarlarda tanımlama yapılırken tek yöntem 

tercih edilmemelidir. Ġdentifikasyonda kromojenik besiyerleri yada sadece otomatize 

sistem kullanıldığı durumlarda mısır-unlu teween 80 agar morfolojilerinin incelenmesi 

büyük önem taĢımaktadır.  

Klasik yöntemler ile tanımlamada sorun yaĢanması durumunda Candida’ lar için 

PCR-REA yönteminin kullanılabileceği, ancak seçilen restriksiyon enzimine bağlı 

olarak bant patternlerinde aynı tür olan izolatlarda bazı farklılıkların izlenebileceğinin 

gözönünde bulundurulması gerektiği düĢünülmektedir.  

Son zamanlarda gen dizi bilgileri etkenlerin tanımlanması amacıyla 

kullanılmakta ve invitro tanı yöntemlerinin geliĢtirilmesi için oldukça gereklidir. 

ÇalıĢmamızda 18 izolat için yapılan dizi analizinde; ITS ve 26S rDNA D1/D2 

bölgesinin kullanılması sonucunda birbirleriyle tutarlı verilerle birlikte, filogenetik 

yakınlık iliĢkilerinin yansıtılmasında destekleyici veriler elde edilmiĢtir. Gelecek 

çalıĢmalarda fungal barkotlama ve karĢılaĢtırma için bu bölgelere ilaveten intergenic 

spacer (IGS) bölgesi kullanılarak, diğer izolatların gen dizi analizlerinin yapılması 

planlanmıĢtır. 

Son olarak, çalıĢmamızda flukonazole dirençli veya doza bağımlı duyarlı 

bulunan izolatların, azollere karĢı antifungal dirençten sorumlu ERG11 geninin Real 

Time PCR ekspresyon seviyeleri araĢtırılarak direnç ile iliĢkili genotiplerin belirlenmesi 

konusunda çalıĢmalar yapılacaktır.  
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