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OZET

KLINIK ORNEKLERDEN IZOLE EDILEN CANDIDA’ LARIN
KARAKTERIZASYONU VE ANTIFUNGAL DUYARLILIKLARI

Mine AYDIN KURC
Biyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Nisan, 2017

Danisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Ayse Demet KAYA

Klinik o6rneklerden izole edilen maya tiirlerinin tanimlanarak, antifungal
duyarlilik profillerinin belirlenmesi, hizli ve dogru tedavi i¢in 6nemlidir. Bu ¢aligmanin
amaci; vajinal siiriintii ve idrar 6rneklerinden izole edilen Candida cinsi maya tiirlerinin
klasik  yontemler, kromojenik besiyerleri, otomatize sistemler kullanilarak
tanimlanmasi; tanida molekiiler yontemlerin yerinin arastirilmasi; ayrica Candida
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan c¢esitli ajanlara kars1 antifungal duyarliliklarin
izolatlarn minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) diizeylerinin saptanarak
belirlenmesidir.

Calismamizda toplam 100 izolat; germ tiip olusumu, misir unlu (corn meal) -
tween 80 agar morfolojisi; kromojenik besiyerlerinden CHROMagar Candida, Candida
ID, Brillance Candida Agar, BIGGY Agar ile tanimlanmis ve identifikasyonlar1 VITEK
2-YST Kart ile karsilastirilmistir. Izolatlarin fenotipik akrabalik iliskileri yag asidi metil
esterleri (FAME) analizi ile cluster analizi yapilarak belirlenmistir. Ayrica farkl tiirlerin
DNA dizi analiziyle tiirler aras1 yakinlik veya uzakliklar1 izolatlarin ITS ve 26S D1/D2
bolgeleri PCR-Restriksiyon Enzim Analizi (REA) ile kesilerek olusan farkli profillerden
tespit edilmis ve izolatlar; Candida albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C.
lusitaniae ve C. dubliniensis olarak tanimlanmustir.

Izolatlarin in vitro antifungal duyarlilik profilleri, Mikrodiliisyon Yéntemi (MDY
ve VITEK 2 AST-Y06 kart yontemleri ile c¢alisilmis, sonuclar karsilastirilmistir.
Flukonazol disindaki tiim antifungallerde %100 duyarlilik tespit edilmis; ancak
flukonazol icin izolatlarda %35,1 oraninda direng belirlenmistir. Ayrica bazi
antifungallerde MIK degerlerinin kullanilan ydnteme gore daha farklilik gosterdigi
gorilmiistiir.

Calismada eclde edilen sonuglar, molekiiler yontemlerin Candida tiirlerinin
tanimlanmasinda alternatif olusturabilecegini gostermekle birlikte, bu konuda daha fazla
calismaya gereksinim bulunmaktadir. Izolatlarin test edilen antifungal ajanlara
cogunlukla duyarli olmasina ragmen, flukonazol direncinin saptanmasi mayalarin tiir
diizeyinde tanimlanmasinin ve antifungal duyarlilik testi yapilmasinin 6nemini bir kez
daha ortaya koymaktadir.

Anahtar Sozciikler: Candida sp., identifikasyon, FAME, dizi analizi, antifungal
duyarlilik



ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITIES OF CANDIDA
SPECIES ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

Mine AYDIN KURC
Department of Biology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, April, 2017

Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Ayse 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. GIRIS

Candida’ lar, insan viicudunda normal flora iiyesi olarak bulunmaktadir. Candida
tiirleri, insanlarda 6zellikle oral ve vajinal infeksiyonlara neden olan firsat¢1 ajanlardir.
Immun sistemi baskilanmis hastalarda en sik rastlanan ve en énemli fungal patojenler
mayalar olup; bunlar arasinda da en stk Candida tiirlerinin izlendigi bildirilmektedir.
Klinik orneklerden soyutlanan Candida tiiriiniin belirlenmesi, antifungal ilaglara
duyarlilik hakkinda bilgi vererek ampirik tedavi se¢imine de 1s1k tutabilmesi nedeniyle,

soyutlanan suslarin hizli, giivenilir ve dogru identifikasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir.

Aragtirmamizin  konusunu, Namik Kemal Universitesi Saglk Uygulama ve
Arastirma Merkezi Mikrobiyoloji  Laboratuvarma kadin dogum ve diger
polikliniklerden gelen vajinal ve iiriner 6rneklerden izole edilen Candida cinsi maya
tirlerinin klasik yontemlerle, hizli1 ve giivenilir identifikasyonu amaciyla molekiiler
yontemlerin Kullanilmasi, ayrica Candida infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
cesitli ajanlara karst antifungal duyarliliklarin arastirilarak MIK  diizeylerini

belirlenmesi amag¢lanmustir.

Calismamizda hem geleneksel standart yontemler, hem de molekiiler
identifikasyon yontemleri kullanilmigtir. Geleneksel yontemlerde; germ tiip olusumu,
misir unlu (corn meal) - tween 80 agar morfolojisi, hizli taniyr saglayan kromojenik
besiyerlerinden CHROMagar Candida, Candida ID, Brillance Candida Agar, BIGGY
agar ve ticari kitlerden VITEK 2-YST Kart ile identifiye edilerek, geleneksel yontemler
ile otomatize sistemlerde elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. FAME analizinin
yapilarak yag asitlerine gore Orneklerin tanimlanmalari degerlendirilmistir. Ayrica
molekiiler yontemlerden PCR-REA analizinin farkli primerler kullanilarak profiller
degerlendirilmis ve sonuglara gore ¢ikan farkl: tiirlerin DNA dizi analiziyle tiirler arasi
yakinlik veya uzakliklari belirlenmistir. izolatlarin in vitro antifungal duyarlilik
profilleri mikrodiliisyon yontemi ve VITEK 2 AST-Y06 kart yontemleri ile caligilarak,

sonuglar karsilastirilmistir.



1.1. Candida’ larin Tarihgesi ve Simiflandirilmasi

Candida’ lar ile ilgili ilk bilgiler, M.O IV. yiizyilda Hippocrates’in agizdaki
pamukgugu tanimlamasina kadar uzanmaktadir. Rosen von Rosenstein 1771 yilinda,
agizdaki pamukgugun invazif olarak akcigerlere yerlesebildigini bildirmistir. Bernard
Langenbeck 1839 yilinda, tifo nedeniyle 6lmiis bir hastanin 6zefageal mukozasindan
soyutladigi Candida tiirii fungusu bir parazit olarak tanimlayarak tifoyla iliskili
oldugunu ileri siirmiistir. Langenbeck’ in soyutladigi bu organizma Gruby tarafindan
1842° de Sporotrichum tiirii olarak tanimlanmistir. Ayni yillarda Berg tarafindan
deneysel olarak oral aft modeli olusturulmasi bu konudaki ilk ve en 6nemli adim

olmustur (Edwards 2010; Calderone 2002).

Mantar, Robin tarafindan Oidium albicans olarak (1847) siniflandirilmas,
1849°da Frank ve Wilkinson agizdaki lezyonun genital organlarda olabilecegini ortaya
koymuslardir. Roth Berkhout 1923’ te pamukguk etkeni olan mikroorganizmaya isim
olarak Candida’ y1 Onermistir. 1940 yili ve sonrasinda Candida infeksiyonlarinin

artmasiyla bu konudaki ¢alismalar hizlanmigtir (Edwards 2010; Calderone 2002).

Candida’ lar eseyli ve eseysiz lireme sekilleri temel alinarak siniflandirilirlar.
Eseysiz ilireme gosteren tiim Candida tiirleri; funguslarin Deuteromycota (Fungi
Imperfecti)  bolimiinde, Blastomycetes smifinin  Cryptococcales  takiminda
Cryptococcaceae ailesinde, eseyli iireme gosteren tiirler Ascomycotina bdolimii,
Ascomycetes sinifi, Saccharomycetales takimi ig¢inde smiflandirilmaktadir (Yiicel ve
Kantarcioglu 1999; Murray ve ark. 2007).

Cryptococcaceae ailesinin  Candida cinsinde yaklasik 200 tiir oldugu
diistiniilmektedir. Bu  tiirler arasindaki  taksonomik iligkiler ~tam  olarak
belirlenememistir. Bu cins igerisinde en fazla karsilasilan etken C. albicans’ tir. Tibbi
onemi olan diger tiirler; 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 tiirleri arasinda farkli telemorfik

cinsler olarak tanimlanmistir (de Hoog ve ark. 2000; Hazen ve Howell 2009).



1.2.Candida’ larin Genel Ozellikleri

Candida tiirleri insan viicudunda normal flora iiyesi olmakla birlikte, dogada da
yaygin olarak bulunan maya funguslart olup Klinik mikrobiyolojide mantar olarak
adlandirilmaktadir. Bir¢ok bitkide bulunabildikleri gibi, 06zellikle memelilerde
gastrointestinal sistem basta olmak {izere mukokutan6z membranlarda bulunurlar.
Candida’ lar normal flora tiyesi olmalarina karsin, immun sistemi zayiflamig kisilerde

ciddi sistemik infeksiyonlara yol agmaktadirlar (Ener 2011).

Candida’ lar; tek hiicreli, Okaryotik, tomurcuklanarak c¢ogalan, 3-6 um
boyutlarinda, kapsiilsiiz, yuvarlak veya oval mayalardir. Tomurcuklanan hiicrelere
blastokonidya (blastospor) adi verilir. Candida’ larin tiremesi sirasinda olusan
blastokonidiyumlar ana hiicreden ayrilmayarak 5-10 pm boyutlarinda yalanci hif
olusturabilirler. Candida’ lar bir hifin ucunda veya arasinda bulunan, tek hiicreli, kalin
duvarli, genis oval yapili klamidospor olusturabilirler. Candida’ larin diger tiirlerinden
farkli olarak C. albicans dimorfiktir; maya hiicresi ve yalanci hiflere ek olarak gercek
hifler olusturmaktadirlar (Tiimbay 1999; Mitchell 2010).

Mayalar 6karyotik hiicreler olmalarindan dolayr membranla ¢evrili bir ¢ekirdek
igerirler. Cekirdeklerinin iginde, bir ¢ekirdekgik ile lineer kromozomlar bulunmaktadir.
Sitoplazmalarinda; mitokondri, golgi aygiti, vakuoller, ¢esitli vezikiller ve 80-S
ribozomlar yer almaktadir. Ayrica sitoplazmada hiicre duvari ve hiicre membrani ile

baglantil hiicre iskeleti bulunmaktadir (Lehmann 1998).

Candida’ lar sert yapida hiicre duvarma sahiptirler. Hiicre duvari; mantar
hiicresine seklini verir, bununla birlikte molekiillerin hiicre i¢i ve disina gegisinde,
mantar-konak etkilesiminde ve virulansta rol oynamaktadir. Cok katli hiicre duvarinda
temel olarak; %80-90 oraninda karbonhidratlar, %6-25 oraninda proteinler ve %1-7
oraninda lipidler bulunmaktadir (Calderone ve Braun 1991; Martinez ve ark. 1998;
Kantarcioglu ve Yiicel 2004). Karbonhidratlarin yapist mannoproteinlerden (%20-30),
betaglukanlardan (%50-60) ve kitinden (%0.6-2.7) olusmaktadir. Mannoproteinlerdeki
farkliliklar Candida tiirlerinin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Hiicre duvarinda bulunan
lipidler ise serbest sterol (ergosterol), sterol esterleri (zimosterol), trigliseridler ve

fosfolipidlerden olugmaktadir (Goodway 1995).



Candida tiirleri gram pozitif boyanma o6zelligindedirler. Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) gibi rutin besiyerinde aerop kosullarda beyaz-krem renkli koloniler
olustururlar. Koloniler; diizglin veya burusuk kenarli, nemli, krem goriiniimiinde ve
tipik olarak maya kokulu olabilirler. Koloniler genellikle oda 1sisinda veya 37°C’ de 24
saatte gelisebilmesine ragmen, belirgin tremeleri genellikle 48-72 saat arasinda
olmaktadir. Patojen olan tiirler 25-37°C’ de, saprofit tiirler ise daha diigiik 1s1da iireme
Ozelliklerine sahiptirler. Besiyeri pH’ inin 2-8 arasinda olmasi, glukoz, amonyum tuzu,
fosfat, biotin ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmasi yeterlidir.
Kemoheterotrof olduklarindan, organik azot ve karbon kaynagina ihtiya¢g duyarlar
(Segal and Elad 1998; Shea 2009).

Candida tiirlerinin  ¢ok sayida olmasi tiir tanimlama seklinden
kaynaklanmaktadir. Candida cins adi asagida yazilan ozelliklerden herhangi birini

gdstermeyen ve eseysiz lireyen maya tiirleri i¢in kullanilmaktadir:

- Asetik asit olusturma,;
- Gozle goriilebilen kirmizi, pembe veya turuncu pigment;
1IE Artrokonidyumlar;
IV-  Genis bir tabanda tek kutuplu veya cift kutuplu tomurcuklanma;
V- Simpodula {izerinde olusan blastokonidyumlar;
VI-  Saplar iizerinde olusan tomurcuklar;
VII-  Igne sekilli terminal konidyumlar;
VIIl-  Uggen hiicreler;
IX-  Cogunlukla mukoid kolonilerde olmak iizere, enteroblastik-bazipetal

tomurcuklanma ve inozitolii tek karbon kaynagi olarak kullanabilme;
X- Ballistokonidyumlar (Hazen ve Howell 2009).

Bazi Candida tiirleri; misir unlu- tween 80 agar gibi besince fakir bir ortamda iyi
yedek besin depolayan, gercek ya da yalanci hifin ucunda veya arasinda bulunan, tek
hiicreli, kalin duvarli, genis oval yapili klamidospor olusturmaktadir. Bunlar olusurken
hifin veya yalanci hifin bir yerinde sitoplazma yogunlasarak, hifin ¢apindan daha genis
olacak tarzda siser ve duvari kalinlasir. C. albicans’ 1 diger tiirlerden ayirmak i¢in germ
tiip testi yapilmaktadir. Germ tiip (¢cimlenme borusu); bir blastokonidyanin kenarindan

baslayarak biiyiiyen, blastokonidyaya baglanan bolgelerinde bogumlanma goriilmeyen,



silindirik filamentéz yapilar olarak bilinmektedir (Yiicel ve Kantarcioglu 1999;

Hilmioglu ve ark. 2007).
1.3. Tibbi Onemi Olan Bazi Candida’ larin Ozellikleri
1.3.1. Candida albicans

Candida cinsi igerisinde en sik karsilasilan patojen tiir Candida albicans’ tur.
C. albicans insanda hem kommensal hem de patojen olarak bulunabilen bir mantardir.
Sindirim sistemi, agiz ve vajinal bosluklarin mukozal yiizeylerine kolonize olarak ¢esitli

infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Molero ve ark. 1998).

Molekiiler identifikasyonlarda Candida claussenii ve Candida langeronii tiirleri
C. albicans ile birlestirilmistir. Ayrica Candida stellatoidea tiirtide tartigmali olarak

C.albicans’ in sinonimi olarak diisiiniilmektedir (Hazen ve Howell 2009).

C.albicans, antijenik yapilarma goére A ve B olmak iizere iki serotipe
ayrilmaktadir. Mannan yapisal farklarina gore ayrilan serotiplerden C. tropicalis
mannani serotip A’ ya yakindir. Bagisikligi bozulmus hastalarda serotip B prevalansi
daha yiiksektir. Serotip B kokenleri 5-florositozine karsi direng gelistirmeye daha
egilimli olmalariyla, A kdkenlerinden fizyolojik olarak farklilik gostermektedir (Yiicel

ve Kantarcioglu 1999; Tiimbay 1999).

C.albicans musir unlu- tween 80 besiyerinde dort degisik sekil olusturarak

tiremektedir:
1- Yalanci misel,
2- Blastosporlar,
3- Klamidosporlar,
4- Cok seyrek olarak gercek misel.

Misir unlu besiyeri besince fakir bir ortamdir bu yiizden maya hiicrelerinin
yedek besin depolayan klamidosporlari olusturmasina yol agmaktadir (Yiicel ve
Kantarcioglu 1999).



Serumda germ tiip olusumu ve klamidosporlarin goriilmesi C. albicans
identifikasyonuna yardimci olmaktadir. Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’ da krem
rengi koloniler, kanli agarda ise ayakli koloniler olusturabilmektedirler (Hazen ve

Howell 2009).
1.3.2. Candida glabrata

Candida glabrata daha onceleri Torulopsis glabrata olarak bilinmektedir.
C. glabrata saglikli bireylerin normal floralarinda bulunan ve nadiren ciddi
infeksiyonlara neden olan saprofitler olarak diisiiniilmektedir. Ancak genis spektrumlu
antimikotik tedavi ile birlikte bagisiklik baskilayict uygulamalarin yaygin ve artan bir
bi¢imde kullanimiyla, C. glabrata’ nin neden oldugu mukozal ve sistemik
infeksiyonlarin sikligi 6nemli Olgiide artmistir (Fidel ve ark. 1999). Giiniimiizde,
kandidozda C. albicans’ tan sonra en sik goriilen ikinci veya {iglincl tiir
C. glabrata’ dir (Sardi ve ark. 2013).

C. glabrata, insanlarin ¢ogunda; agiz boslugu, genitoiiriner yol, gastrointestinal
kanal ve solunum yollarindan izole edilebilmektedir. idrar 6rneklerinden siklikla izole
edilmekte ve idrarda saptanan mayalarin %21’ ni olusturmaktadir (Murray ve ark.
2014).

C. glabrata diger Candida tiirlerinin aksine dimorfik degildir; sadece
blastonidiyal morfolojide bulunmaktadir. C. glabrata siklikla azol grubu (6zellikle
flukonazol) antifungal ajanlara kars1 direng gelistirmekte ve infeksiyonlarinin tedavisi
oldukga zor olmaktadir (Fidel ve ark. 1999).

Candida tiirlerinden 37 °C iizerinde pseudohif iiretmeyen tek tiirdiir. C. glabrata
blastokonidyalar1 (1-4 um), C. albicans’ a (4-6 um) gore oldukea kiigiiktiir. Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA)’da krem renginde veya yumusak krem gibi diizgiin koloniler

olusturan; kiigiik, oval ve tek tomurcuklu mayalardir (Rodrigues ve ark. 2014).
1.3.3. Candida tropicalis

Ik defa 1910 yilinda Oidium tropicale olarak isimlendirilen Candida tropicalis’
e daha sonra Monilia tropicalis, Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida
paratropicalis gibi isimler verilmistir. Son olarak Berkhout 1923’ te bugiinkii ismi olan

C. tropicalis olarak adlandirmigtir (Kwon-Chung ve Bennet 1992).
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Saglikli insanlarin cilt ve sindirim sisteminde yaygin olarak bulunabilen
C. tropicalis diploit bir mayadir. C. tropicalis’ in %4-24 oraninda kandidoza neden
oldugu bildirilmistir. Ozellikle hematolojik maligniteli hastalarda énemli infeksiyon

etkenleri arasinda yer almaktadir (Desnos-Ollivier ve ark. 2008).

Candida tropicalis misir unlu-tween 80 agarda ve 25°C’ de 72 saatte; oval
sporlar, yalanct ve gercek hifler tiretmektedir. SDA’ da diizgiin yiizeyli krem renkli
koloniler olusturmaktadir (Calderone 2002; Silva ve ark. 2012). Blastokonidyalar1 4-8
um biiytlikligiindedir. C. tropicalis germ tiip ve klamidospor olusturmaz (Kurtzman ve
Fell 1998).

1.3.4. Candida parapsilosis

Bu tiir Ashford tarafindan 1928 yilinda Monilia’ nin bir tiirii olarak digki
orneklerinden izole edilmistir. Diploid bir maya tiirii olan Candida parapsilosis adi
Langeron ve Talice tarafindan 1932°de verilmistir. C. parapsilosis 1940 yilina kadar
patojen olmayan bir mikroorganizma olarak kabul edilmistir (Weems 1992; Guarro ve
ark 1999).

Gilinimiizde C. parapsilosis, C.albicans’ tan sonra ikinci veya iiglincii siklikta
kandidoz etkeni olarak diistiniilmektedir. Bu tiiriin kandidoz olgularinda sikliginin
gittikce artmasinin nedeni, plastik yiizeylere adhezyon yetenegi ile ilgilidir (van Asbeck
ve ark. 2009; Ang 2014). Bu sebeple daha ¢ok deri ve mukozadan kaynaklanan
kandidozye yol agmaktadir. C. parapsilosis kateter ve implantlarda biyofilm olusturma
ve hastane ortaminda kalicilig1 yaninda; 6zellikle yeni dogan servisleri, cerrahi yogun
bakim {initelerinde bulunan hastalarda, sepsis olgularinda siklikla infeksiyon etkeni
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Branchini ve ark. 1994; Pfaller 1995; Wilke 2007).

C. parapsilosis, SDA besiyerinde, 37°C’ de 24 saatte iireyerek genellikle kirli
beyaz, krem rengi, yumusak kivamli, tipik olarak mayamsi kokulu koloniler
olustururlar. Misir unlu- tween 80 agarda yalanci hif boyunca tek tek veya bazen kiiciik
kiimeler halinde blastokonidiyumlar olusmaktadir. En 6nemli mikroskopik ozelligi
hiflerin arasinda dev hiicreler (iri hifler) bulunmasidir (Tiimbay 1999; Fromtling ve ark.
2003).



1.3.5. Candida dubliniensis

C. dubliniensis ilk kez 1995 yilinda Sullivan ve arkadaslari tarafindan HIV
pozitif bir hastanin agiz boslugundan izole edilmistir (Sullivan ve ark. 1995).
C. dubliniensis’ in normal agiz flora iiyesi oldugu ve ozellikle bagisiklik sistemi bozuk
olan hastalarda agiz lezyonlarina yol a¢tig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte diger
viicut bolgelerinden de diisiik oranda izole edildigi bildirilmistir (Esen ve ark. 2004;
Ang 2014).

C. albicans ile fenotipik olarak olduk¢a benzerlik gostermektedir.
C. dubliniensis’ in klamidosporlar1 ¢ok daha bol ve siklikla ciftler halinde veya {iglii,
hatta bazen psddohifin ucundaki ayni bir tasiyici (slispansor) hiicreye yapigsmis kalin
duvarli birkag olusan kiimeler veya salkimlar olusturarak olagandisi diizen
olusturmaktadirlar (Yiicel ve Kantarcioglu 1999). C. dubliniensis’ in koloni morfolojisi
ve mikroskopik goriintimii C. albicans ile aynidir, ancak C. albicans’ dan farkli olarak
45°C’ de ireyememektedir. Misir unlu-tween 80 agarda; 25-27 °C’ de, 48-72 saatte
dallanmig kisa yalanct hifler ve bol miktarda ince duvarli klamidosporlar

olusturmaktadir (Sullivan ve ark. 2003).
1.3.6. Candida guilliermondii

C. guilliermondii’ nin telemorfu Pichia guilliermondii olarak bilinmektedir.
Immiin sistemi baskilanmis hastalarda gesitli infeksiyonlara neden olan, ancak yaygin
olarak goriilmeyen bir patojendir. C. guilliermondii insan derisi ve mukoza yiizeylerinin
normal flora tyesidir, bazen kronik onikomikoz, akut osteomiyelit, septik artrit,
endokardit, fungemi ve yaygin invaziv infeksiyonlara neden olabilmektedir (Girmenia
ve ark. 2006).

C. guilliermondii SDA’ da; diizgiin yiizeyli, parlak, genellikle krem- sar1 renkli,
bazen yaslandik¢a koyulasan veya pembelesen koloniler olusturmaktadirlar. Misir unlu-
tween 80 agarda 25°C’ de, 72 saatte yalanci hiflerin gevresinde siklikla kiiciik
blastospor kiimelerine sahiptirler, yalanci hifleri ise olduk¢a kisa ve az sayida
bulunmaktadir (Larone 2011).



1.3.7. Candida lusitaniae

C. lusitaniae; van Uden et do Carmo-Sousa tarafindan 1959 yilinda ilk kez
sicakkanli hayvanlarin sindirim sisteminden izole edilmistir. Bu tiir, 1979 yilindan beri
insanda firsatg1 patojen olarak rapor edilmektedir (Viudes ve ark. 2002). Giiniimiizde
Clavispora lusitaniae, Candida lusitaniae’ nin telemorfu (eseyli iireme yapilarinin

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

Insan gastrointestinal sisteminde normal flora iiyesi olarak bulunan C. lusitaniae,
Ozellikle maligniteli hastalarda fungemi (mantarlarin kan dolasiminda bulunmasi) etkeni
olabilmektedir. C. lusitaniae genellikle diisiik virulansli bir mikroorganizma olup,

amfoterisin B’ ye klinik direng gosterebilmektedir. (Hazen ve Howell 2009).

C. lusitaniae kolonileri beyaz-krem renk tonlarinda, diizgiin ve parlaktir. Misir
unlu-tween 80 agarda yalanci hifler; ince, dallanmig kisa zincirler halinde

blastokonidiyumlar gézlenebilmektedir (Fromtling ve ark. 2003; Larone 2011).
1.3.8. Candida kefyr

C. kefyr daha once Candida pseudotropicalis olarak tanimlanan ve Candida
infeksiyonlarinda nadir rastlanilan bir tiirdiir. Ik defa 1969 yilinda sistit olan bir

hastadan izole edildigi rapor edilmistir (Corpus ve ark. 2004).

Viicudun her yerinde akut, subakut ve kronik infeksiyona neden olabilmektedir.
Giiniimiizde kandidoz etkeni olarak diger tiirlere gore son siralarda yer almakta ve
ozellikle hematolojik malignitesi olan hastalar ile kemik iligi alicilarinda sik

goriilmektedir (Tiimbay 1999; Kocabay ve ark. 2005).

C. kefyr, SDA besiyerinde beyaz-krem renginde, yumusak ve S tipi koloniler
olusturmaktadir. Misir unlu-tween 80 agarda yalanct hifler ve genellikle hiften ayrilip
birbirine paralel dizilim gosteren blastokonidiyumlar gozlenir. Bu goriiniim irmakta

yiizen kiitiiklere benzetilebilir (Larone 2011).
1.3.9. Candida krusei

Berkhout tarafindan 1923 yilinda isimlendirilen C. krusei, daha Onceleri
Sacharomyces krusei, Endomyces krusei, Monilia krusei olarak adlandirilmigtir (Kwon-
Chung KJ ve Bennet JE 1992).



C. krusei genellikle kommensal olarak tanimlanan, gesitli hasta gruplar1 ve
saglikl kisilerin mukozal yiizeylerinden nadir olarak izole edilen bir tiirdiir. Bu tiir azol
grubu antifungallere kars1 dogal direnglidir, Ozellikle flukonazol profilaksisi alan
immun sistemi baskilanmis hastalarda firsatg1 infeksiyonlara neden olmaktadir (Abbas
ve ark. 2000; Pfaller ve ark. 2008). Firsat¢1 patojen olarak gittikge 6nemi artmakta olan
C. krusei, invaziv kandidozlarda C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve
C. parapsilosis’ in ardindan besinci sirada yer almaktadir (Samaranayake ve

Samaranayake 1994).

C. krusei SDA besiyerinde; yassi, kuru goriinimli, mat, krem renginde,
diizensiz kenarli koloniler olusturmakta, CHROMagar Candida’ da ise; merkezi pembe
kenarlar1 beyaz olan koloniler gozlenmektedir. Misir unlu-tween 80 agarda uzamis
blastokonidyalarla psddohif olusturmasi, ¢apraz (birbirine girmis) kibrit ¢opii veya agag

dal1 goriintiisii ile ayrilmaktadir (Larone 2011).
1.4. Candida Tiirlerinin Virulans Faktorleri

Diinyada invaziv mantar infeksiyonlar1 6nemli diizeyde artmaktadir. 600’ den
fazla mantar tiirii insanlarda patojen olarak rapor edilmesine ragmen; Candida tiirleri en
sik izole edilen mantarlardir. Patojen olarak ilk akla gelen tiir C. albicans olmakla
birlikte, C. glabrata, C. dubliniensis, C. tropicalis ve C. parapsilosis gibi non-C.
albicans (NCAC) tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlar onemli oranda artis
gostermektedir (Silva ve ark. 2012; Mayer ve ark. 2013).

Hiicresel bagigiklik mikrobiyal infeksiyonlara karsi birincil konak savunmasini
olugturmaktadir. Saglikli konakta firsat¢r fungal patojenler yaygin sekilde mukozal
yiizeylerde kolonize olmaktadir. Immun sistemi saglam kisilerde ikincil infeksiyonlara
(bebeklerde pamukcuk, kadinlarda vajinal infeksiyonlar gibi) neden olan fungal
patojenler, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda liimciil sistemik infeksiyonlarin

etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Yang 2003).

Candida tiirlerinin sahip oldugu bazi1 6zellikler konagin savunma sistemini
yenerek hastalik olusturmaya g¢alismakdir. Bireylerde hastaligin olusumunda konak
faktorlerinin yanisira mayanin sahip oldugu virulans faktorleri de O6nemli rol
oynamaktadir (Timbay 1999). Bu faktorler baslica; adherens, dimorfizm, toksin, enzim

tiretimi ve biyofilm olusumu basliklar1 altinda toplanabilir.
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Adherens (Yapisma): Adherens, hiicrelerin yiizey ozellikleri ile iligkilidir ve 6zellikle
mukokutan6z kandidozun bu yapisma ile basladigi kabul edilmektedir. Candida’ larin
mukoza epitel ve endotel hiicrelerine yapismasi kolonizasyonun ilk asamasini
olusturmakla birlikte, kandidozun ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir adimdir. C. albicans’ in
mukoza yiizeylerine yapisma yetenegi, bu infeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda ilk

basamak olarak bilinmektedir. (Yiicel ve Kantarcioglu 2000).

Dimorfizm (Morfolojik Degisim): Dimorfizm cesitli kosullara bagli olarak sirasiyla
maya (blastospor), germ (¢cimlenme) tiipii, yalanci hif ve gergek hif olusumunu
kapsamaktadir. Infeksiyon bolgelerinde hem maya hiicreleri hem de hif olusumuna
rastlanmaktadir (Abaci ve Haliki 2004). Dimorfizmin sicaklik, pH ve besiyeri ortamiyla
diizenlendigi bildirilmektedir. Candida tiirleri optimum sartlar olan, 33- 42°C ve pH 6-8

araliginda germ tiip olusturmaktadir (Yiicel ve Kantarcioglu 2001).

Enzimler: Mantarlar, konak dokularinda ilerlemelerine (invazyona) yardimeci olan
hidrolitik enzimler olusturma yetenegine sahiptirler (Yiicel ve Kantarcioglu 2000). Bu
enzimler, hiicre membraninda bulunan fosfolipidleri ve proteinleri hidrolize etmektedir
(Ghannoum 2000). C. albicans’ 1n salgiladigi enzimler iki ana grupta toplanmaktadir:
I- Peptid baglarm1 hidrolizleyen proteinazlar, ii- Fosfogliseridleri hidrolizleyen
fosfolipazlar ile lizofosfogliseridleri hidrolizleyen lizofosfolipazlar (Yiicel ve
Kantarcioglu 2000).

Biyofilm Olusumu: Biyofilmler; tekil ya da serbest durumdaki benzerlerinden fenotipik
olarak farkli 6zellikler sergileyen, ekstraselliiler polimerik maddeden (EPS) olusan bir
matriks ile kapli mikrobiyal topluluklar olarak tanimlanmaktadir (Oztiirk 2011).
Biyofilm olusumu; mikroorganizmalarin sirali bigimde yiizeylere adhezyonu ile baslar,
burada maya hiicreleri ¢ogalir ve biyofilmin {ist kisminda hifal hiicreler olusur,
ekstraselliiler matriks materyali salgilanir ve birikir, sonunda biyofilm kompleksinden
maya hiicreleri dagilir (Mayer ve ark. 2013). Candida tiirlerinde biyofilm &zelligi;
adherens ve kolonizasyonu kolaylastiran, mantarin etrafin1 sararak konagin savunma
mekanizmasindan kagmasina yardime olan, tiirlere ve kdkenlere gore farklilik gosteren

bir virulans faktorii olarak tanimlanmaktadir (Hawser ve Douglas 1994).
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Toksinler: C. albicans’ in maya fazinda endotoksine benzer maddeler ve hemolizin
tiretimi gosterilmistir. C. albicans’ in toksinleri; yiiksek molekiil agirlikli (glikoprotein
toksinler ve kanditoksin) ve diisiik molekiil agirlikli olanlar olmak iizere iki grupta

toplanabilmektedir (Kustimur 1994; Yiicel ve Kantarcioglu 2000).

1.5. Candida Infeksiyonlarmin Patogenezi

Bir organizmanin hastalik olusturma yetenegi patojenlik olarak tanimlanmaktadir.
Hastalik yapicit Ozellikteki mikroorganizmalar patojen, hastalik olusturma Ozelligi
bulunmayanlar ise apatojen olarak bilinmektedir. Patojen bir mantarin infeksiyon
olusturmasinda viicuda girmesi yeterli olmamakla birlikte, konakta tireyebilmesi ve
cogalmasi etkenin infeksiyon olusturabilmesi i¢in bir 6n kosuldur. Mantarla konak
arasindaki karsilikli etkilesim sonucuna bagli olarak ya subklinik diizeyde infeksiyonlar
(latent veya gizli infeksiyonlar) ya da Klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi seklinde hastalik
meydana gelmekte veya hastalik olusumu 6nlenmektedir (Yiicel ve Kantarcioglu 2000).

Candida tiirleri klinik 6rneklerde ¢evreden kontaminasyon veya kolonizasyon
nedeniyle ya da gergek hastalik etkeni olarak bulunabilmektedirler. Normal florada
bulunan Candida tiirleri, bir hastalik veya tedavi nedeniyle bagisiklik sistemi bozulmus
hastalarda, dokulara girerek yasami tehdit eden infeksiyonlara yol agabilmektedir
(Murray ve ark. 2014).

Candida infeksiyonlarmin gelismesine neden olan faktorler; genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi, hiicresel immun yetmezlikler, normal floranin baskilanmasi,
ciddi yaniklar, cerrahi islemler, kataterler (iiriner ve damar i¢i), ndtropeni (malignite
veya malignitenin tedavisi nedeniyle), AIDS, diyabet, peptik iilser, kortikosteroidler ve

baska immunosupresif ilaglar seklinde siranabilir (Tiimbay 1999; Ener ve ark. 2001).

Kandidozlar, yiizeyel ve sistemik olmak tizere iki grupta incelenebilir. Yiizeyel
(kutandz veya mukozal) kandidoz; deri veya epiteldeki hasarin yalanci hiflerin lokal
invazyonuna izin vermesiyle olusmaktadir. Kutanéz ve mukokutandz lezyonlarda ¢ok
sayida tomurcuklanan hiicreler ve yalanci hifler bulunmaktadir. Sistemik kandidoz ise,
Candida tiirlerinin kan dolasimina girmesi ve konak fagosit savunmasinin iireme ve

yayllmay1 engellemedeki yetersizligi sonucu gelismektedir. Kanda ¢ogalan Candida
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tiirleri; bobrekleri, protez kalp kapaklarimi tutabilir veya viicudun herhangi bir yerinde
(artrit, menenjit, endoftalmit) infeksiyon olusturabilmektedir (Mitchell 2010).

Candida tiirleri igerisinde en sik izole edilen C. albicans, ¢esitli virulans
faktorlerine sahiptir. infeksiyon patogenezinde biiyiikk rol oynayan C. albicans’ m
virulans faktorleri; epitel hiicrelerinde yalanci hif olusturma, ylizey molekiillerini
tanima, hiicre dis1 hidrolitik enzimler ve fenotipik degisikliklerdir. Candida tiirlerinden
salgilanan hidrolitik enzimler (fosfolipaz ve aspartil proteinaz) konakta; mantarin asirt
biiyiimesinde, dokulara adheransi ve invazyonunda onemli rol oynamaktadir (Schaller
ve ark. 2005;Tsang ve ark. 2007). Candida’ larin biitiin tiirlerinden salgilanan aspartil
proteinaz 5 ve 9; en fazla C. albicans tarafindan salgilanmakta olup bunu sirasiyla
C. tropicalis, C. kefyr ve C. krusei takip etmektedir (Singh ve ark. 2013). Ozellikle
membran lipidlerini hidrolize eden fosfolipazlar, C. albicans tiirlerinin bircogunda

salgilanmaktadir (Yiicel ve Kantarcioglu 2000).

1.6. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu infeksiyonlar

Kandidoz ya da kandidiyazis, 150’ den fazla Candida tiiriiniin olusturdugu
infeksiyonlar i¢in kullanilan terimlerdir. Candida infeksiyonlart; kutanéz ve mukozal,
sistemik ve kronik mukokutanéz kandidoz olmak fiizere {i¢ grupta incelenebilir
(Edwards 2010).

1.6.1. Kutanoz ve mukozal kandidoz

Kutan6z kandidoz; nemli deri bdlgeleri, tist solunum yolu ve vulvavajen
mukozasinda olusan yiizeyel mantar infeksiyonlar1 olarak bilinmektedir. Daha ¢ok
C. albicans tiirii; deri, mukoza ve tirnaklarda hastaliga neden olmaktadir (Gengoglan
2011). Gebelik, diyabet, ¢ok gen¢ ve ileri yaslar, dogum kontrol haplari, travma
(vaniklar, derinin maserasyonu), AIDS ve benzeri immunosupresif hastaliklar gibi
faktorler kandidozla iligkilidir (Mitchell 2010).

Oral kandidoz: Oral Candida infeksiyonlar1 olduk¢a yaygin olmakla birlikte, pamukguk
seklinde dil, damak, yanak ve dis etlerinde gelisebilmektedir. Pamukguk; epitel

hiicreleri, mayalar ve yalanci hiflerden olusan beyaz yamalarla karakterizedir. AIDS’li
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hastalarda, anne siitii alan bebeklerde kanserli hastalarda, solunum yolu ile steroid
alanlarda siklikla goriilmektedir (Mitchell 2010).

Ozefagus kandidozu: Ozofagus mukozasi ve submukozasinda Candida tiirlerinin neden
oldugu infeksiyonlardir. Disfaji, odinofaji, substernal, boyun on vyiizii ya da
epigastriumda hissedilen yanici olarak tarif edilen agr1 klinik bulgular1 arasinda yer
almaktadir. Daha c¢ok AIDS hastalarinda goriilmekle birlikte; bazi antineoplastik
ajanlarm, lokal ve sistemik steroidlerin kullanimi Candida 6zofajitine yatkinlig
arttirmaktadir (Senol 2011).

Sindirim kanali kandidozu: Sindirim sistemi mukozasmin yiizeyinde genellikle beyaz
lekeler seklinde goriilmektedir. Mide, ince ve kalin bagirsaklari da tutabilmektedir.

Kanserli hastalarda yaygin olarak goriilmektedir (Tiimbay ve Karakartal 1994).

Deri ve tirnak kandidozu: Yaygin olarak lezyonlar kasik, meme alti, koltuk alti, parmak
aralar1 gibi viicudun gesitli bolgelerinde goriilmektedir. Immiinsuprese hastalarda ve
normal insanlarda da goriilebilmektedir. Infeksiyonun olusmas: icin risk faktorleri;

nemli veya kapali alanlar, yanik, radyasyon uygulanan alanlardir (Maenza and Merz,
1998).

Tirnak infeksiyonlarmm %5-10" luk kisminda etken olarak kabul edilen
Candida’ lar; onikimikoz ve paronisi’ ye neden olmaktadir. Onikomikoz, tirnakta renk
degisikligi ve sekil bozuklugu ile ortaya ¢ikmakta; paronisi ise tirnak yatagina Candida’

nin invazyonu sonucu olusmaktadir (Gengoglan 2011).

Vulvovajinal kandidoz (VVK): Candida, hem immunsuprese hemde saglikli kadinlarda
vajina mukozasinda kolonize olabilmektedir. Asemptomatik kolonizasyon aksine,
vulvovajinal kandidozda infeksiyon yoklugunda bile, Candida tiirleri baz1 belirtilere ve
enflamasyon semptomlarina neden olabilmektedir. VVK, uluslararasi kabul edilen
komplike ve komplike olmayan olgular seklinde siniflandirilmaktadir. Komplike
olmayan VVK; saglikli kadinlarda C. albicans tiiriiniin neden oldugu, sporadik veya
seyrek olarak goriilen hastalik olarak bilinmektedir. Komplike VK, non- C. albicans
tirlerinin neden oldugu siddetli VVK olarak bilinmektedir. Bu yaygin infeksiyon
gebelik, kontrolsiiz diyabet, immunsupresif tedavi ve saglikli kadinlarda rekiirren

vulvovajinal kandidoz (RVVK) durumlarinda goriilmektedir. RVVK, bir yil i¢inde en
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az dort defa infeksiyon gegirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Sobel ve ark. 1998;
Achkar ve Fries 2010).

Vajinal Candida infeksiyonlar1 en sik goriilen alt genital sistem
infeksiyonlarindan olup, olgularin %20-30° unu olusturmaktadir (Beigi ve ark 2004).
Kadinlarin %75’ inin hayatlarinda en az bir defa vulvovajinal kandidoz gegirdikleri
bildirilmektedir (Achkar ve Fries 2010). Hastalarin %45’ i ise birden fazla kandidal
vajinit atagr geg¢irmektedir (Balct ve Capar 2005). Tirkiye’ de yapilan ¢esitli
calismalarda VVK prevalanst %11-28,9 olarak saptanmistir (Bengi ve ark. 2014).

Vulvovajinal kandidozda en 6nemli risk faktorleri gebelik, antibiyotik tedavisi,
cinsel yolla bulasan hastaliklar, immunosupresif tedaviler, kontrolsiiz diyabet ve
hormon replasman tedavileridir. Vajinal infeksiyonlarda semptomlari spesifik
olmamakla birlikte, yaygin yakinmalar arasinda irritasyon, kotii kokulu akinti, yanma,

diziiri ve disparoni sayilabilir (Vargas ve ark. 2004)

VVK olgularinda etken olarak en sik C. albicans (%85-90) izole edilmekte;
bunu C. glabrata (%5-10), C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr ve
C. guilliermondii takip etmektedir. Rekiirren infeksiyonlar1 olan hasta oOrneklerinin
kiiltirlerinden ozellikle C. glabrata tiirii izole edilmistir. Kadinlarin %15-20" sinde
asemptomatik kolonizasyon mevcuttur ve esas olarak barsak florasi Candida rezervuari

olarak gorev yapmaktadir (Goker 2011).

Vulvovajinal kandidozda, Candida tiirlerinin dagilimlarin populasyonlarin
yanisira lokasyonlarada bagli olarak degistigi calismalarda gosterilmistir. Vajinal
stirtintii kiiltiirlerde genellikle tek tiir tanimlanmakta; ancak bazen (%2-5) iki veya daha
fazla tiir teshis edilebilmektedir. ABD, Avrupa ve Avusturalya’ da VVK’ da en sik izole
edilen tir C. albicans (%76-89)’ tir ve bunu C. glabrata (%7-16) izlemektedir.
non- C. albicans tiirlerinin ilkeler ve kitalardaki dagilimi %11-24 oraninda
degigsmektedir. Son yillarda yapilan bazi caligmalarda non- C. albicans tiirlerinin
sikliginin arttigi rapor edilmektedir. Asya ve Afrika iilkelerinde non- C. albicans
tiirlerinden, en sik C. glabrata’ nin izole edildigi belirtilmektedir. Tiirkiye, Hindistan ve
Nijerya’ daki olgularda C. glabrata’ nin dagilimi %30-37 arasinda degistigi ve Cin’ de
Candida tiirlerinin dagilimmin ABD ile benzer oldugu ileri siiriilmektedir (Achkar ve

Fries 2010).
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1.6.2. Kronik mukokutanoz kandidoz

Kronik mukokutanéz kandidoz (KMK); erken c¢ocuklukta baslayan, nadir
goriilen, deri, mukoza veya tirnaklarda Candida tiirlerinin neden oldugu kronik ve
tedaviye direngli infeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir. KMK, T-lenfositlerin Candida
antijenlerine yeterli immun yanit olusturamamasindan kaynaklanmaktadir. Hiicresel
bagisiklik yetersizligi ile iliskili bu infeksiyonlar genellikle sistemik bir yayilim 6zelligi
gostermezler (Kilig 2005).

KMK hastalarinda; siddetli seyreden ve siirekli bulunan mukokutandz Candida
lezyonlari vardir, buna yaygin tirnak tutulumu ve vajinit de eslik etmektedir (Hazen ve
Howell 2009). Hastalik, tutulan tiim deri ve mukozalarda kronik infeksiyona bagl

deformasyonlarla sonug¢lanmaktadir (Mitchell 2010).
1.6.3. Sistemik kandidoz

Sistemik veya invaziv kandidoz, Candida tiirlerinin hematojen yayilimindan
kaynaklanmakta, 6zellikle hematolojik maligniteli ve solid organ alicilar1 gibi immun
yetmezlikligi olan hastalarda goriilmektedir. Kateter kaynakli kandidoz, akut dissemine
kandidoz, kronik dissemine kandidoz ve derin organ kandidozu olmak tizere dort grupta

incelenmektedir (Pappas ve ark. 2010).

Kateter kaynakh kandidoz (Kandidoz): Bir veya birden fazla kan kiiltiiriinden Candida
izole edilmesi sistemik kandidozun en sik karsilasilan durumdur. Kandidoz, invazif
kandidozu olan hastalarin % 50-70’ inde karsimiza ¢ikmaktadir (Akalin 2008).

Son yillarda girisimsel islemlerin, immun sistemi baskilayict tedavi
yontemlerinin uygulanma sikliginin artmasi, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin
kullanimi1 gibi ¢esitli nedenlerle kandidoz insidansinin arttigi ileri striilmektedir.
Kandidoz etkeni olarak en sik C. albicans izole edildigi bildirilmekle birlikte, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata gibi non- C. albicans tiirlerinin

sikliginin da giderek arttigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Oztiirk ve ark. 2013).

Akut dissemine kandidoz: Akut dissemine kandidoz; daha ¢ok sitotoksik kemoterapiye
veya altta yatan hematolojik maligniteye bagli nétropenik hastalarda en yaygin goriilen
formdur. Hematojen yayilim sonucunda bir¢ok organin tutulumu ile kandidoz

gelismektedir. Onemli klinik bulgulari; eritematdz veya hemorajik, palpe edilebilen bir
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dokiintliye sahiptir ve bu lezyonlar kiiglik damarlardaki vaskiilite baglidir. En sik
rastlanan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi, piyelonefrit, miyokardit, endokardit,
endoftalmit, kutanoz apselerdir (Pappas 2006; Akalin 2008).

Kronik dissemine kandidoz (Hepatosplenik kandidoz): Genellikle hematolojik
maligniteli hastalarda kemoterapiye bagli notropeni gelismis hastalarda ortaya ¢ikan
kronik formdur (Pappas 2006). infeksiyon; akut 16semi, miyelodisplastik sendrom ve
aplastik anemili uzun siire nétropenik kalan hastalarda daha sik gelismektedir (Uzun
2006).

Derin organ kandidozu: Candida tiirlerinin yayilimi bu formda siklikla kalp,
meninksler, idrar yolu, deri, gz, karaciger, dalak gibi bolgelere olmakta ve perikardit,
miyokardit, endokardit, menenjit, tiretrit, sistit, septik artrit, tenosinovit, pndmoni gibi

infeksiyonlara neden olmaktadir (Vasquez ve Sobel 2003).
1.6.4. Diger Candida infeksiyonlari

Uriner sistem kandidozu: Candida tiirleri alt veya iist iiriner sistemde infeksiyona
neden olabilmektedir. Bu infeksiyonlar en sik kateterli hastalarda goriilmektedir. Uretral
kandidoz hem kadinlarda hem de erkeklerde goriilebilmektedir (Edwards 2010).

Son yillarda kandidiiri ve iriner Candida infeksiyon insidansinda artig
gozlenmektedir. Kandidiiri ya da diger bir deyisle idrar 6rneginde Candida saptanmast,
tam ve tedavide zorluklarin yasandigi bir saglik sorunudur. Idrar da Candida varligi,
idrar 6rnegi alimi sirasinda olusan kontaminasyonu, mesane kolonizasyonunu, bobrek
ve toplayict sistemin infeksiyonunu ya da yasami tehdit edici yaygin kandidozu
diisiindiirmektedir (Avci 2011).

Hastane kaynakli {iriner sistem infeksiyonlarinin en az %10-15" inde etkenin
Candida tiirleri oldugu bildirilmektedir (Aver 2011). C. tropicalis, C. glabrata gibi non-
C. albicans tiirler siklikla idrardan izole edilmesine ragmen C. albicans halen en sik

soyutlanan patojendir (Passos ve ark. 2005).

Yapilan galismalarda kandidiiriler i¢in zemin hazirlayan faktorler; diabetes
mellitus, ug yaslar, cinsiyet, iiriner sistem defektleri, genitoiiriner tiiberkiiloz, malignite,
kronik bobrek yetmezligi, notropeni, immunsiipresif tedavi, antimikrobiyal kullanimi,

tiriner kateter ya da tiireteral stent gibi liriner sisteme uygulanilan yabanci Cisimler,
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hemodiyaliz, cerrahi girisim ve bobrek transplantasyonu olarak bildirilmektedir
(Nayman Alpat ve ark. 2011).

Merkezi sinir sistemi kandidozu: Santral sinir sistemi tutulumuna sik rastlanmamakla
birlikte, genellikle dissemine kandidozun bir komplikasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Candida tiirleri hematojen yayilim ile infeksiyona neden olabilirken, travma sonucu
mantarin santral sinir sistemine inokiilasyonu ile de ortaya ¢ikabilmektedir. Prematiire
yenidoganlar ve norosirurji hastalar1 gibi iki 6zel hasta grubunda risk ozellikle
artmaktadir. C. albicans (%70-100) en sik izole edilen etkendir. C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis tiirleri C. albicans’ 1 izlemektedir. Son zamanlarda
yetiskinlerde goriilen Candida menenjitlerinde etken olarak C. tropicalis’ te artig

goriildiigi rapor edilmektedir (Goldani ve Santos 2010; Yilmaz 2011).

Solunum sistemi kandidozu: Candida tiirlerine bagli pndmoni seklinde gelismektedir.
Pnémoni, siklikla lokal veya nodiiler diffiiz infiltratlar seklinde olmaktadir. Etkenin
akcigerlerde endobronsial inokiilasyonu sonucu lokal diffiiz bronkopnomoni veya
yaygin infeksiyon sirasinda gelisen intertisyel pnomoni goriilmektedir. Ayrica,

bronsiyal infeksiyon, larenjit, epiglottite de neden olabilir (Edwards 2010).
1.7. Candida Infeksiyonlarmin Epidemiyolojisi

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan maya mantarlaridir. Birgok bitkide,
hava, su ve toprakta, cansiz objelerde, yiyecekler iizerinde ve hastane ortaminda da
kolaylikla canliliklarmi siirdiirebilirler. insan florasinda; gastrointestinal sistem basta
olmak {izere, deri, agiz mukozasi ve vajina mukozasi olmak {izere ¢esitli bolgelerden
izole edilebilir. Hem agiz hem de gastrointestinal sistemin diger bdlgelerinden en fazla
izole edilen tiir 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 oraninda rastlanmaktadir (Ener 2011).

Yogun kolonizasyonu nedeniyle her tiirlii hasta Orneginden izole edilebilen
Candida tiirlerinin herhangi bir klinik 6rnekteki varligi; g¢evresel kontaminasyon,
kolonizasyon ya da aktif infeksiyona bagli olabilmektedir. Bu nedenle Candida
infeksiyonlarinda en degerli Ornekler; kan, steril viicut sivilari, deri, mukoza, ig
organlardan  alinabilen biyopsi Ornekleridir ve Candida infeksiyonlarinin

epidemiyolojisi bu 6rneklerdeki tiremelere dayandirilmaktadir (de Hoogs ve ark. 2000).
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Candida infeksiyonlarinda endojen ve ekzojen faktdrler rol oynamaktadir.
Cogunlukla hastaliga kisinin kendi florasi kaynak olusturmaktadir. Gastrointestinal
sistem kolonizasyonu ¢ok oOnemli olmakla beraber, deri kolonizayonu da ozellikle
damarigi kateteri olan hastalarda 6nemlidir. Ayrica saglik personeli ve hastadan hastaya

gecis yolu ile de gelismis bazi olgular rapor edilmistir (Ener 2011).

Invaziv mantar infeksiyonlarinda izole edilen en yaygin tiir C. albicans olmasina
ragmen, non-C. albicans tiirlerine bagli infeksiyon siklig1 da gittik¢e artmaktadir. Kuzey
Amerika’ da biyiik tip merkezlerinde 2019 hasta ile yapilan bir c¢alismada;
non- C. albicans tiirlerin tstiinliigi gozlenmekle birlikte, en sik C. albicans, sirasiyla
C. glabrata ve diger non-C. albicans tiirleri izole edilmistir. Epidemiyolojideki bu
degisiklik ciddi immunsupresyon, prematiirite, hastalarin genis spektrumlu
antibiyotiklere maruz kalmasi ile iliskilendirilmektedir (Horn ve ark. 2009). Avrupa
tilkelerinde yapilan bir analizde; kandidoz vakalarinin yaridan fazlasina C. albicans
tirtiniin neden oldugu ve diger non- C. albicans kandidoz infeksiyonlarinda etken
olarak olgularin %14’ tinde C. glabrata ve C. parapsilosis, %7’ sinde C. tropicalis, %2’
sinde C. krusei varhigi gosterilmistir (Tortorano ve ark. 2006). Epidemiyolojideki
degisiklikler Latin Amerika iilkelerinde de go6zlenmistir. Sili’ de, C. albicans
prevalansinda degisiklik ve non-C.albicans tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarda da
artis saptanmistir. Etken olarak en sik C. parapsilosis tiirii, bunu C. tropicalis ve
C. glabrata tiirleri takip etmistir. Ayni1 ¢alismada tiim izolatlarin amfoterisin B’ ye
duyarli, ancak C. glabrata suslarmin %350’ sinin flukonazole direngli oldugu tespit
edilmistir (Ajenjo ve ark. 2011). Brezilya’ daki kandidoz calismalarinda ise; olgularin
%40,9° unda etkenin C. albicans oldugu, bunu sirasiyla C. tropicalis (%20,9), C.
parapsilosis (%20,5) ve C. glabrata (%4,9)’ nin takip ettigi bildirilmistir (Colombo ve
ark. 2006; Nucci ve ark. 2010; Sardi ve ark. 2013).

Ulkemizde yapilan kandidoz ¢alismalarinin ¢ogu tek merkezli ¢alismalardir. Bu
calismalardan elde edilen kisith bilgiler sonucunda C. parapsilosis tiirii C. albicans’ tan
sonra ikinci sirada karsimiza c¢ikmaktadir. Ancak kesin bilgilere ulasabilmek igin,
Tiirkiye genelinde tiim merkezlerin oldugu prospektif caligmalar yapilmalidir (Ener

2011).
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1.8. Candida Tiirlerinin Identifikasyonu

Candida tiirlerinin bircogunun normal flora elemani olmalari nedeniyle, izole
edilen her mayanin tanimlanmasi gerekli degildir. Ancak; kan, beyin omurilik sivisi
(BOS) ve diger steril viicut sivilarini ile biyopsi dokusundan soyutlananlar, bir 6rnekte
yogun miktarda saptanan mayalar, immunsuprese hastalardan tekrarlayan izolatlar ve
mikoz etkeni oldugu diisliniilen mantar tiirlerinin identifikasyonu mutlaka yapilmalidir.
Candida infeksiyonlarinin tanisi igin incelenecek ornekler; kan, BOS, idrar, aspirat,
solunum yolu 6rnekleri, doku biyopsi 6rnekleri, agiz ve vajen siiriintii 6rnekleri, sag-

tirnak-deri 6rnekleri olarak sayilabilir (Yildiran 1999).

Klinik 6rneklerden izole edilen mayalarin identifikasyonunda cesitli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlar geleneksel yontemler, hizli identifikasyon testleri, yag asidi
metil esterleri (FAME) analizi, serolojik yontemler ve molekiiler yontemler olarak

gruplandirilabilinir (Neppelenbroek ve ark. 2014).

1.8.1. Geleneksel yontemler

Candida tiirlerinin geleneksel yontemlerle identifikasyonu morfolojik ve fiziksel
Ozelliklerine dayali yapilmaktadir (Cardenes ve ark. 2004). Kiiltiir ortamindan ayrilan
Candida izolatlar1 i¢in germ tiip testi, klamidospor olusturma yetenekleri, karbonhidrat

asimilasyon ve fermentasyon testleri kullanilmaktadir (Alam ve ark. 2014).
1.8.2. Germ tiip (Cimlenme borusu) testi

Germ tiip testi Candida’ larin identifikasyonunda ilk adimdir. Hizli sonug veren,
uygulamasi kolay, C. albicans’ in diger Candida’ lardan ayrilmasini saglayan basit ve
cok degerli bir testtir. Ancak C. albicans kokenlerinin hepsinde pozitif olmayip yalanci
pozitiflik olabilmektedir. C. albicans koékenlerinin %95-97” si germ tiip olusturmakla
birlikte, C. stellatoidea tiirii de germ tiip iiretmektedir. C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei
tiirlerinde de pseudogerm tiip olusumu goriilebilir. Germ tiip blastospordan orijin alan
baslangic noktasinda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu boyunca hi¢ kabariklik
yapmayan bir filament olarak goriilmektedir. Pseudogerm tiip de ise daha biiyiik
blastospor vardir ve hif ile baglant1 bolgesinin daha belirgin oldugu gozlenmektedir.

(Helvaci ve ark. 1992).
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Germ tiip testi i¢in 24-48 saatlik saf ve taze kiiltlirlerin kullanilmasi, optimal
kosullarin saglanmast da 6nemlidir. Cimlenme borusu olusumu; sicaklik, inokiilasyon
konsantrasyonu, ortamin igerigi, pH, bakteriyel kontaminasyon, Candida tiirleri ve

suslar1 gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilmektedir (Neppelenbroek ve ark. 2014).

Cimlenme borusu testi i¢in insan serumu, sigir serum albumin, koagiile tavsan
plazmasi, koyun serumu gibi cesitli peptonlu besiyerleri kullanilabilir. Germ tiip
olusumunu goézlemlemek igin, test edilecek izolat serum igerisine aktarilir ve 37°C’ de 3
saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi, maya-serum siispansiyonundan bir damla
alinarak lam-lamel arasinda, germ tip varligi agisindan mikroskobik olarak incelenir
(Hazen ve Howell 2009). Germ tiip deneyi igin rutinde insan serumu tercih
edilmektedir. Insan serumu yapilan ¢alismalarda 2 saat ve iistii inkiibasyon siiresinde,

%98 duyarlilik ve %100 6zgiilliik saptanmistir (Hilmioglu ve ark. 2007).

1.8.3. Hif, blastospor ve klamidospor yapim

Klamidospor olusumu; C. albicans, C. dublinensis ve nadiren C. tropicalis’ in
bazi suslarina ait bir 6zelliktir. (Gutierrez ve ark. 2002; Kim ve ark. 2002). Dalmau
ekim teknigi ile C. albicans izolatlarinin terminal ve kisa yan dallar {izerinde bulunan;
biiyiik, 15181 yansitabilen klamidosporlari kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Bu yapilarin
besin tiiketimine bagli olarak ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (Shin ve ark. 1999). Misir
unlu (corn meal)-tween 80 agar ve piring unu-tween 80 agar en iyi klamidospor
indiikleyici besiyerleri olarak bilinmesine ragmen; Wolin Bevis agar, Oxgall agar veya
Czapek Dox-Tween 80 agar kazein agar, Staib agar, tiitiin agar baska besiyerleri de
onerilmektedir (Buckley 1989; Staib ve Morschhauser 2007; Neppelenbroek ve ark.
2014).

Besiyerine yeni iiremis bir koloniden 6ze ile alinip 6ze 45 derecelik aci ile
tutularak besiyeri yiizeyine ii¢ paralel ¢izgi (Dalmau ekimi) gekilir ve agarin yiizeyi,
inokiilasyon cizgilerini ortecek sekilde steril bir lamel ile kapatilir. Oda sicakliginda
(25-27°C) 24-72 saat inkiibe edildikten sonra mikroskobik olarak incelenir. Besiyerinin
derinligine ekim yapilmasi, kapatilan lamel ile ortamin oksijeninin azaltilmasi ve tween
80’ in yiizey gerilimini diisirmesi klamidospor ve pseudohif yapimini arttirmaktadir. Bu

yontem ile mayalarin olusturduklar1 gercek ve yalanci hifler, blastokonidyalar,
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klamidosporlarin yap1 ve yerlesimlerine gore tiir diizeyinde tanimlama yapilmaktadir

(Yildiran 1999; Larone 2011).
1.8.4. Kromojenik besiyerleri ile identifikasyon

Kromojenik  besiyerleri primer izolasyon ve identifikasyon amaciyla
kullanilmaktadir. Farkli Candida tiirlerinin varligini gostermeleri ve Ozellikle
C. albicans olmak {iizere erken donemde hizli tanimlama yapmalari agisindan oldukg¢a
yararli olmaktadirlar (Metin 2011). Bu 6zel besiyerlerinde mayalar tarafindan salgilanan
enzimlerle reaksiyon sonucu, cesitli kromojenik substratlarin pargalanan {iriinlerinden
ortaya c¢ikmasina bagli olarak farkli morfoloji ve degisik renkte koloni olusumu
saglamaktadirlar. Boylelikle tiire 6zgii renk ve koloni 6zelliklerine bakilarak mayalarin

identifikasyonu yapilabilmektedir (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, Ingiltere), Fluoroplate Candida (Merck, Almanya), Fungiscreen
4H (Sanofi Diagnostics Pasteur), Murex Candida albicans (Murex Diagnostics, A.B.D.),
Brillance Candida Agar (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere) gibi cesitli kromojenik
besiyerleri bulunmaktadir. Kromojenik besiyerleri ile yapilan ¢alismalarda duyarlilik ve
ozgiilliikklerinin yiiksek oldugu ileri siiriilmektedir (Freydiere ve ark. 1997; Ellepola ve
Morrison 2005).

1.8.4.1. CHROMagar Candida

CHROMagar Candida besiyeri mantarlarin izolasyonu ve tanimlanmasinda
kullanilan secici bir besiyeridir. Igeriginde bir p-N-acetylhexosaminidase substrati ile
bir fosfataz bulunmaktadir. Kromojenik maddelerle tiirler farkli renkte koloniler
olusturmaktadir. C. albicans sari-yesil ile mavi-yesil koloniler, C. krusei soluk pembe
ile mor piiriizli koloniler, C. tropicalis ise koyu mavi ile mavimsi yesil veya metalik
mavi koloniler olusturmaktadir (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 tiirleri; dogal renklerini (krem) gelistirebilir veya
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pembe veya agik ila koyu leylak goriinebilir (Pfaller ve ark. 1996). Bu besiyerinin diger
avantaji ise, farkli renklerde koloni goriiniimleri sebebiyle karma maya kiiltiirlerinin

kolay saptanmasina izin vermektedir (Odds ve Bernaerts 1994).

CHROMagar iizerindeki Candida kolonileri bir gecelik inkiibasyondan sonra
oldukea kiigiik oldugundan renklerine bakilarak tanimlamazlar. Bu yiizden renklerinin
gozlenebilmesi i¢in 48 saatlik inkiibasyon tavsiye edilmektedir (Pincus ve ark. 2007).
CHROMagar Candida diger kromojenik besiyerleri karsilastirildiginda; tanida oldukga
hizli ve etkili oldugu, ayrica bir¢ok calismada duyarlilik ve 6zgiilliigiintin %100’ e
yakin oranlarda oldugu bildirilmektedir (Momani 2000; lyampillai ve ark. 2004;
Yiicesoy ve ark. 2005).

1.8.4.2.Candida ldent agar (Candida ID)

Candida Ident Agar (Candida ID); B-N- acetylgalactosaminidase substrati igeren
secici bir besiyeridir. Karistk maya popiilasyonlarin1 iceren klinik orneklerin
kullanilmasinda yararhidir. Koloniler, 30°C’ de 24-48 saat inkiibasyondan sonra ayirt
edilebilmektedir. C. albicans agik yesil renkte diiz koloniler, C. tropicalis mavi ile
metalik mavi renkte koloniler, C. krusei mor renkte kabarik koloniler, C. glabrata ise

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

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

BIGGY agar (Nickersen agar) iceriginde bulunan bizmut siilfiti, Candida
cinsinden mayalar kullanarak kahverengiden siyaha kadar degisebilen renkte koloniler
olusturmaktadir. Ekimi yapilan 6rnekler 30°C’ de 48-72 saat inkiibasyon sonucunda
siyah-kahverengi mat koloniler C. albicans, koyu kahverengi ve siyah merkezli
koloniler C. tropicalis, giimiisii-kahverengi-siyah merkezli koloniler C. krusei ve koyu
kirmizi-kahve parlak renkte koloniler C. kefyr olarak degerlendirilmektedir (Kalkanci
ve ark. 1999; Aktas ve ark. 2001).

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

Brillance Candida agar igeriginde bulunan iki kromojen hedef aldig1 enzimlerle
etkisini gosterir. Besiyeri; heksoz aminidaz ve alkalen fosfataz aktivitesini saptamak

icin 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 substratlarin1 igmektedir. Hazirlanan besiyerine ekim yapilan
izolatlar 30°C” de 48-72 saat inkiibasyon sonucunda renklerine gore yorumlanmaktadir.
Heksoz aminidaz aktivitesi gosterenler C. tropicalis koyu mavi, C. albicans ve C.
dubliniensis yesil renkte, alkalen fosfotaz aktivitesi gosterenler C. krusei kuru pembe
renkte, C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis ve C. lusitaniae ise bej, sar1, kahverengi
renkte koloniler olusturmaktadirlar (Baixench ve ark. 2006).

1.8.5. Biyokimyasal identifikasyon

Karbonhidrat fermantasyon testleri: Fermentasyon testleri genellikle sivi ortamlarda
yapilir ve CO; veya alkol iiretimine gostermeye yonelik anaerobik testlerdir
(Neppelenbroek ve ark. 2014). Gaz olusumu fermentasyon gostergesidir ancak
besiyerinin pH’1 degismeyebilmektedir. Bu test Cryptococcus ve Rhodotorula tiirlerinin

ayriminda kullanilmaktadir (Hazen ve Howell 2009).

Ureaz testi: Bazi mayalar iireaz enzim aktivitesi gdstererek, iireyi parcalayip amoyak
olusturmaktadirlar. Candida tiirlerin neredeyse tiimii {ireaz negatitifken, C. krusei ve

C. lipolytica’ nin bazi susglar1 iireyi hidroliz edebilmektedir (Hazen ve Howell 2009).

Nitrat asimilasyon testi: Mayalarin azot kaynagi olarak nitrojeni kullanma yeteneklerini
ortaya ¢ikarmaktadir. Cryptococcus, Rhodotorula ve Pichia tiirlerinin tanimlanmasinda
kullanilabilir (Hazen ve Howell 2009).

Karbonhidrat asimilasyon testleri: Tir diizeyindeki identifikasyonunda kullanilan
karbonhidrat asimilasyon testlerinde, mayalarin oksijen varliginda karbon kaynagi
olarak spesifik bir karbonhidrat: kullanma yetenekleri degerlendirilmektedir. Bu test;
Wickerham yontemi, oksanografik yontem ve ticari tiplendirme kitleri gibi degisik

yontemler kullanilarak yapilabilmektedir (Yildiran 1999).
1.8.6. Hizh identifikasyon testleri

Maya tiirlerinin tanimlanmasinda kolay uygulanabilen ve kisa siirede sonug
veren hizli tanimlama testleri olarak ticari kitler gelistirilmistir. API Yeast Identification
System (Analytab product), Uni Yeast Tek (Flow laboratories), Abott Yeast
Identification System (Abott Diagnostic), ATB ID 32C (Biomerieux-Fransa), APl 20C

AUX(Biomerieux-Fransa), APl ID 32C (Biomerieux-Fransa), Auxacolor (Biorad-
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Fransa), APl 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
bazilaridir. Bu kitlerde Candida tiirlerinin identifikasyonu asimilasyonu/fermentasyon
ozelliklerine gore yapilmaktadir. 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
gelistirilmis substratlara dayali bir sistemden olusmaktadir. 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
oksidazlar1 belirlemek i¢in 8 substrat, 7-amino-metilkumarin ile birlikte ozellikle
arylamidase varlig1 i¢cin 9 substrat ve 4 ¢esitli test icermektedir. Yaklagik 15 saat i¢inde
sonu¢ verebilen bu sistemin dogru identifiye etme oraninin %98,9 oldugu ileri

stirilmektedir (Graf ve ark. 2000; Barnett ve ark. 2000).
1.8.7. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) analizi

FAME analizi i¢in kullanilan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS); yag
asidi profillerine dayali olarak bakteri, mikobakteri, cevresel ve klinik 6rneklerden izole
edilen mantarlarin identifikasyonu i¢in kullanilan otomatik gaz kromotografisi (GC)
sistemidir (Crist ve ark. 1996; Teng ve ark. 2004). Bu sistemde tiirlerin ayrimi i¢in; yag
asitleri metil esterleri (FAME), dimetil asetiller (DMA), aldehitler ve bilinmeyen
bilesikler gibi 140’ dan fazla farkli bilesik veritabaninda tanimli sekilde bulunmaktadir
(Teng ve ark. 2004).

MIS programi; 9’la 20 C atomu igeren yag asitlerini, mikroorganizmalarin yag
asidi metil esterlerini nicelendirme ve identifikasyonunu analiz edebilmektedir.

Sistemde bulunan veritabaniyla yag asidi kompozisyonlar1 ve iyi karakterize edilmis
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suslarm FAME profillerini karsilastirip  arastirmaktadir. Diger identifikasyon
metodlariyla fiyat ve zaman agisindan karsilastirildiginda FAME analizinin daha

kullanigh oldugu ileri siiriilmektedir (Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).

Bazi yag asitleri belli mikroorganizmalarda bulunmaktadir ve bunlar
kemotaksonomi ¢aligmalarinda biomarkir olarak kullanilmaktadir (Devi ve ark. 2006).
Yapilan ¢aligmalarda hiicrenin gaz kromatografisiyle ¢ikarilan FAME profilleri, klinik
ve endiistri alanlarinda 6nemli maya tiirlerinin identifikasyonu i¢in hizli ve glivenilir

oldugu kanitlanmistir (Botha ve Koch 1993; Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).
1.8.8. Serolojik Testler

Mantar infeksiyonlarinin tanisinda serolojik testler, hastanin tedaviye cevabinin
degerlendirilmesinde ve hastalik ilerlemesinin gosterilmesinde kullanilabilmektedir. Son
yillarda hasta serumu ve viicut sivilarinda Candida antikorlarini, antijenlerini ve

metabolitlerini saptayan serolojik testler gelistirilmistir (Ozkiitiik 2011).

Antikor arama testlerinde; C. albicans hiicre duvariin énemli bir polisakkariti
olan mannan, 230-250 kDa’ luk germ tiip hiicre duvar mannoproteini, blastospor hiicre
duvari, miselyum hiicre duvari, gesitli sitoplazmik antijenleri, sekrete edilen aspartil
proteinaz (SAP) ve enolaz gibi ¢esitli antijenler kullanilmaktadir. Bu testlerin duyarlilik

ve Ozgiilliiklerinde farkli sonuglar goriilmektedir (Ellepola ve Morrison 2005).

Antijen arama testlerinde en ¢ok kullanilan antijenik yap: mannandir. Mannan,
C. albicans’in temel hiicre duvar mannoproteini olup, tanimlayici bir antijendir. Bu
antijen 1siya, kaynatmaya, proteinazlara ve asidik pH’ a dayaniklidir. Bu nedenle
istenmeyen antijen-antikor kompleksleri bu yontemlerle uzaklastirilabilmektedir.
Serumda mannan antijenlerini saptamaya yonelik ELISA ve lateks aglutinasyon temelli
ticari testler bulunmaktadir (Ozkiitiik 2011).

Metabolit saptayan testlerde ise; Candida tiirleri tarafindan salgilanan
D-arabinitol serum veya idrarda olusturulabilen bir metabolittir ve saptanarak
tanimlama yapilabilmektedir. Baz1 hasta gruplarinda arabinitol birikimi olmaktadir. Bu
yiizden D-arabinitol seviyesinin D-arabinitol / kreatinin orani seklinde verilmesinin
daha uygun oldugu belirtilmektedir (Ozkiitiik 2011).

26



Serolojik tani, duyarlilik ve Ozgiillik yoniinden zayif kalmaktadir. Ayrica
immun sistemi baskilanmis hastalarda, antikor iiretimi degiskenlik gosterdigi i¢in taniyi

zorlastirmaktadir (Wahyuningsih ve ark. 2000).
1.8.9. Molekiiler yontemler

Patojen mantarlarin kisa siirede ve dogru olarak tanimlanmasi oldukca
onemlidir. Ozellikle antifungal ajanlara direngli olan bazi mantarlarin tiir diizeyinde
identifikasyonu 6nemli bir gereksinimdir. Bu nedenle Candida tiirlerinin dogru ve hizli
identifikasyonu, uygun antifungal tedaviye erken donemde baslanmasi a¢isindan énem
tasimaktadir  (Sullivan ve Coleman 2002). Son zamanlarda mantarlarin
identifikasyonunda molekiiler yontemlerin kullanimi1 artis gdstermektedir. Bazi
mantarlar PCR ve spesifik problarla tiir diizeyinde tanimlanabilmektedir. Ayrica nested
PCR, multipleks PCR, real time PCR, spesifik problarla hibridizasyon ve dizi analizi
yontemleri identifikasyonda kullanilmaktadir (Kog 2007).

Molekiiler yontemler; Candida’ larin cins ve tiir diizeyinde tanimlanmasinda,
virulans  faktorlerinin ~ genotipik  olarak  saptanmasinda,  epidemiyolojik
tiplendirmelerinde, genom baz dizilerinin ortaya ¢ikarilmasinda, mutasyonlarin
belirlenmesinde ve filogenetik analizleri igin kullanilmaktadir (Saragli 2002; Saghrouni
ve ark. 2013).

Patojen mantarlarin molekiiler tanisi, ya dogrudan hasta 6rnegi ya da kiiltiir
ortamidan gerceklestirilebilir. Infeksiyon etkeni olan mantarlarin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda en yaygin kullanilan DNA bolgeleri; kiigik (SSU-18S) ve biiyiik
ribozomal alt tniteleri (LSU-26S) arasinda yer alan tiire 6zgiil internal transcribed
spacer (ITS) ve biiyiikk ribozomal alt {initesinin D1/D2 bolgeleridir (Sekil 1.1). Bu
bolgeler tiir diizeyinde farkliliklar gosteren yeterli zincir heterojenitesi i¢cermesinden
dolay1 mantarlar tiir diizeyinde tanimlamak ve olas1 mutasyonel degisiklikleri saptamak
icin daha uygundur. Mantarlarin genotiplendirme calismalarinda, protein kodlayan
intron bolgeler ve ribozomal DNA (rDNA) gibi protein kodlamayan gen bolgeleri hedef
olarak kullanilmaktadir. ITS’ nin yani sira en ¢ok tercih edilen gen bolgeleri; aktin geni,
kitin sentetaz geni, mitokondriyal sitokrom b ve p450 bolgeleridir (Susever ve
Yegenoglu 2011).
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The nuclear ribosomal operon
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Sekil 1.1. Fungal rDNA Bdélgesi (http://www.melkonian.uni-

koeln.de/research phylogeny about.htm)

Kodlanmayan iki degisken bdlgeden meydana gelen ITS bdlgesi, SSU ile 5.8S
alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve de LSU rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki
bolgede (ITS2 bolgesi) yer almaktadir. ITS bolgesi; olduk¢a korunmus bir rRNA alt
birimidir ve ¢ok degiskenli bolgeler icermektedir. Ayrica bu bolge kiigiiktiir (500-800
baz cifti) ve tek bir primer ¢ifti ile ¢ogaltilabilmektedir (White ve ark. 1990; Lee ve
Taylor 1992). Morfolojik agidan farkli olan tiirler arasinda degisken olabilmesinden
dolay1 da tiir diizeyinde identifikasyonu kolaylastirmaktadir. Bu nedenle bu bolge hedef
alinarak tasarlanan primerler ile yapilan PCR’ 1n duyarliligi da artmaktadir (Abaci ve
Haliki 2005). Yapilan galismalarda maya tiirleri arasindaki farkliligin saptanmasi ve
hizli tanimlamalar1 i¢in ITS bdlgesinin kullanilabilecegi vurgulanmistir (Tarr 2004).
Son zamanlarda Yasam Barkot Konsorsiyumu (Consortium for the Barcode of Life)
tarafindan ITS bolgesi sekansmin bir primer mantar barkod marker1 oldugu one

stirilmiistiir (Schoch ve ark. 2012).

Mantarlarin biiyiik ribozomal alt iinitesinde (LSU-26S) bulunan D1/D2 bélgeleri
yaklasik 600 baz ¢ifti biiyiikliigiindedir. D1/D2 bdlgesindeki 6 veya daha fazla (%1)
niikleotidin farkli olmasi, izolatlarin farkh tiirler oldugunu gostermektedir (Kurtzman ve
Robnett 1998). Bircok maya tiirii ile yapilan c¢alismalarda D1/D2’ deki sekans
farkliligindan tiirlerin identifikasyonun yapilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kurtzman ve
Robnett 1998; Fell ve ark. 2000). Mayalarin tanimlanmasinda D1/D2 bdlgesinin
sekansinin kullanim1 gittikce artmaktadir ve Frutos ve ark. bu bolgenin maya
taksonomisinde evrensel kabul edilecegini 6ne siirmektedir (Scorzetti ve ark. 2002;

Frutos ve ark. 2004). Bazi c¢alismalarda konvansiyonel yontemlerle daha Once
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tanimlanamayan bazi tiirlerin bu boélgeyle yeni tiir olarak identifikasyonlarinin
yapilabildigi ileri silirlilmiistiir (Kurtzman 2000). D1/D2 sekanslariyla olusturulan genis
kapsaml1 veritabaniyla, daha kolay, pratik ve giivenilir identifikasyonun yapilabilecegi

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

Ribozomal RNA (rDNA) gen kompleksi polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR)
dayali bircok yontemde hedef bolgeler olarak kullanilmaktadir. Ciinkii biitiin
mikroorganizmalarda bulunan bu gen kompleksinin 100-200 kopyasi bulunmakta ve
oldukca korunmus domainler igermektedir. Bu yilizden mantarlar i¢in evrensel PCR

primerler tasarlanabilmektedir (White ve ark. 1990; Taverna ve ark. 2013).
1.8.9.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR; 6zgiil bir gen bdlgesinin U¢ kisimlarina baglanan iki sentetik oligoniikleotit
onciil (primer) ve Taq DNA polimeraz kullanilarak yapilan amplifikasyon islemidir.
Tanisal PCR’ m 0Ozgilligi, cogaltim (amplifikasyon) i¢in uygun hedef dizisinin
belirlenmesiyle gerceklesmektedir. Ozgiilliik farkli cinsler veya tiirlerin DNA dizileri ile
hedef dizi arasmdaki homolojinin derecesi ile belirlenmektedir. Ornegin, infeksiyonun
bakteriyel veya mantar orijinli olup olmadigin1 anlamak i¢in tiim mantarlarda evrensel
olarak bulunan yiiksek oranda korunmus bir gen bdlgesi uygun hedef dizi olacaktir.
Cins veya tiir diizeyinde tan1 fungal DNA identifikasyonu i¢in ¢esitli PCR ¢ogaltim
tirlinii saptama metodu kullanilmaktadir (Trtkova ve Raclavsky 2006).

Risk grubunda bulunan hastalar i¢cin PCR yontemi ile erken tani konulup uygun
tedaviye baslanmasi ¢ok onemlidir. Bu hasta grubunda PCR yontemi daha hizli sonug
verdigi i¢in avantajli bir yontemdir. Kiiltiire dayali yontemlerle Candida saptanmasi igin
48 saat gerekirken, tiir tanimlamasi da 48-72 saat siirmektedir. PCR ile 8 saat i¢erisinde

bu sonuca ulasilabilecegi bildirilmistir (Wahyuningsih ve ark. 2000).

Mantarlarin karakterizasyonunda PCR temelli bircok yontem bulunmaktadir.
Kullanilan baz1 yontemler; Restriksiyon Enzim Analizi (REA), Rastgele Cogaltilmig
Polimorfik DNA (RAPD), Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi
(AFLP), Elektroforetik Karyotipleme (EK), DNA Microarray Yontemi, Tek Niikleotid
Polimorfizmi (SNPs), Multilokus Dizi Tiplendirmesi (MLST) ve DNA dizi analizi
yontemleridir (White ve ark. 2005; Kiraz 2015).
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1.8.9.1.1. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

REA, rDNA amplifikasyon {iiriinlerinin elde edilmesini gerektiren yontemlerden
birisidir. Candida tiirlerinin genotiplerinin arastirilmasi amaciyla ilk kullanilan yontem
olup, Candida infeksiyonlarinda molekiiler epidemiyolojik amagh ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Hazen ve Howell 2009).

REA yonteminde kullanilan restriksiyon endontikleazlar (RE), kisa DNA
dizilerini 6zgiil olarak taniyan ve bu dizilere yakin bdlgelerden veya bu diziler i¢indeki
ozgil bolgelerden DNA’ y1 kesen yapilar olup, biiyiik bir kismi1 bakterilerden elde
edilmistir. Bu enzimler, DNA tanima bolgesi ve katalitik bolge olmak iizere iki
fonksiyonel alt birimden olusmaktadir. DNA tanima bdlgesi 6zgiil bolgeyi tanir ve
katalitik bolgeyi buraya yerlestirir. Tanima dizisine yerlesen katalitik bolge de DNA
heliksinin fosfodiester baglarini kirar. Uygulanmasi basit bu yontem, piirifikasyon ve
sonrasinda DNA’ nin 6zgiil restriksiyon enzimleri ile kesilmesi esasina dayanir. Kesim
sonrasi olusan DNA parcaciklar1 agaroz jelde elektroforez yontemi ile ayrilip, etidyum
bromiir ile boyanarak ortaya ¢ikan bant patternleri gorsel olarak karsilastirilmaktadir

(Sullivan ve Coleman 2002; Trost ve ark. 2004).
1.8.9.1.2. Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

AFLP yontemi; genomik DNA’ nin enzimlerle (RE) kesimi sonucunda olusan
parcalarin PCR ile ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Kesilen parcalarin ucuna
sentetik niikleotid dizilimleri eklenir (adaptdr) ve DNA amplifikasyonu yapilir. Elde
edilen iriinler poliakrilamit jel elektroforezi sonrasi sonuglar bilgisayar program ile
degerlendirilebilen dalgalara doniistiiriilmektedir. Yapilan caligmalar, klinik agidan
onemli Candida’ larn tiir diizeyinde identifikasyonunda giivenilir bir yontem oldugunu

ve sonuglarinin tiirler arasindaki farkliligi ortaya ¢ikardigini ileri siirmiislerdir (Borst ve
ark. 2003).

1.8.9.1.3. Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA (RAPD)

RAPD yoénteminde tek bir primer veya bir primer ¢ifti kullanilir. Bu primerler 9-
10 niikleotid uzunlugunda ve PCR ile hedef genomik DNA’ nmin amplifikasyonu

yapilmaktadir. Cogaltilan parcalarin jel elektroforezindeki goriintiilerine bakilarak, her
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izolatin bant profilleri karsilagtirllmaktadir (Alam ve ark 2014). Bazi ¢alismalarda
konvansiyel metodlarla tanimlanan bazi1 Candida tiirlerinin sonuglarinin bu yontemle

%100 uyumlu oldugu ileri siiriilmiistiir (Melo 1998).
1.8.9.1.4. Elektroforetik Karyotipleme (EK)

EK, DNA molekiillerinin elektrik akimi altinda agaroz jel matriksi tizerinde
birka¢g megabazlik molekiillere ayrilmasina dayali yontemdir. Degisken elektrik akimi
kullanilarak kromozom uzunluk polimorfizmi bu yontemle goriintiilenebilmekte, ayrica
tirler igindeki karyotip varyasyonlarida belirlenebilmektedir. C. albicans ve diger
Candida tiirlerinin  fingerprintlerini  (parmak izleri) ortaya ¢ikarmak igin

kullanilmaktadir (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. Niikleotid dizi analizi kullanilarak, birka¢ temel metabolik
fonksiyonu kodlayan genin (housekeeping gene) allelleri arastirilmaktadir. Bu
yontemde, yedi tane housekeeping genin (lokusun) arasinda kalan gen pargalari
(internal fragments) PCR ile c¢ogaltilarak her bir susa Ozgii allel profili ortaya
c¢ikarilmaktadir (Durmaz 2005) .

1.8.9.1.6. Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNPs)

Tek niikleotid polimorfizmi; 06zgii bir lokasyonda meydana gelmis olan tek baz
degisimleridir. Bu degisimlerin gosterilebilmesi i¢in Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizm  (Single-Strand Confirmation Polymorphism, SSCP) analizi ve

Heterodupleks analizi gibi yontemler bulunmaktadir (Durmaz 2007).
1.8.9.1.7. DNA Microarray yontemi

DNA microarray yontemi, hibridizasyon tabanli genotiplendirme teknigidir.
Chipler veya microarraylar; kati1 yiizey {izerine yerlestirilmis oligoniikleotid problari
yiiksek yogunluklu mikroskobik setler olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemin en 6nemli
ozelligi, kiiciikk bir alanda ¢ok sayida genomik incelemenin yapilmasina olanak

saglamasidir. Microarray teknolojisi; patojen mantarlarin cins ve tiir diizeyinde
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tanimlanmasi, gen ekspresyon profilinin ortaya konmasi yoluyla patogenez, hiicre
biyolojisi ve antifungal diren¢ mekanizmalarinin incelenmesi ve mantar varliginda
konakta ortaya ¢ikan yanitin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilmektedir (Saragh 2007;
Singh 2014).

1.8.9.1.8. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, mantarlarin tanimlamasinda referans olarak kullanilan
molekiiler ydntemlerden biridir. Ozellikle ¢ift yonlii analiz yapildiginda hedef
bolgelerdeki niikleik asit farkliliklarini gosterebilmektedir. Infeksiyon etkeni olan

mantarlarin tanimlanmasi amaciyla kullanimi gittikge dnem kazanmaktadir (Chemaly

ve ark. 2006).

Dizi analizi i¢in; dizilenmek istenen DNA dizileri, birgok kopyasi bulunan
primer normal deoksi niikleotidler (AINTP; dATP, dCTP, dGTP, dTTP), dideoksi
niikleotidler (ddNTP’ ler ddNTP; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) ve DNA polimeraz
veya sekans enzimlerinden birisi kullanilarak DNA iplik¢iginin komplementeri
sentezlenmektedir. Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP eklendiginde uzama devam
ederken, 3 ucunda OH grubu tagimayan ddNTP eklendiginde zincir uzamasi
durmaktadir. Dolayisiyla bdyle bir molekiil zincir uzamasini durdurarak zincirin son
niikleotidini olusturmaktadir. Dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen niikleik asit
dizisi veri tabanindan bilinen diziyle karsilastirilmakta ve tanimlama iki dizi arasindaki
benzerlige dayanarak yapilmaktadir. Bu yontem ile mayalarin identifikasyonu 24-36

saatte tamamlanmaktadir (Chemaly ve ark. 2006; Ustek 2011).

Dizi analizi ile mantarlarin; dogru olarak tanimlanmasi, alt tiirlerinin saptanmasi,
direng ve virulans genlerindeki mutasyonlar ve diger mantarlarla olan filogenetik iliskisi
belirlenebilmektedir. Dizi analiziyle mantarlarin tanimlanmasi ile ilgili ¢alismalar
stirmektedir (McGinnis 2006).

1.9. Antifungal ilaclar

Son yillarda, immiin sistemi baskilanmis hastalarda ortaya ¢ikan firsat¢r mantar
infeksiyonlarindaki artig, yeni antifungal ilaglara olan gereksinimi de arttirmigtir.

Antifungal ajanlar mantar infeksiyonlarina kars1 etkili olan; topikal, oral veya parenteral
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yoldan uygulanabilen bilesiklerdir. Mantar hiicrelerinin memeli hiicrelerine benzer
sekilde dkaryotik yapida olmasindan dolayi, protein, DNA ve RNA biyosentezini inhibe
eden antifungal ilaglarin insanlar i¢in toksik etkileri bulunmakta ve antifungal ajanlarla

ilgili ¢alismalar da yavas ilerlemektedir (Arikan ve Rex 2009).

Antifungal ilaglar 1950’ 1i yillara kadar potasyum iyodiir ve metilen mavisi ile
siirli kalmistir. 1951 yilinda hem oral hem de topikal etkili polyen antibiyotik olan
nistatin bulunmustur. 1956” da polyen bir antibiyotik olan amfoterisin B’ nin bulunmasi
sistemik antifungal tedavide doniim noktasi olmustur. Ardindan sitostatik bir madde
olan flusitozin mantar tedavisinde kullanilmaya baglanmigtir. Amfoterisin B ve 5-
flusitozin’ in uygulamalarinin zor olmasi ve toksik olmalarindan dolayi, bir¢ok yeni
antifungal ilaglar gelistirilmis veya eski ilaglarin yeni formiilleri yapilmistir. 1958°de
oral antifungal olan griseofulvin, 1969’ da imidazol tiirevlerinden Klotrimazol ve
mikonazol, 1977’ de ketokonazol ve 1980’ li yillarda genis etki alanina sahip flukonazol
ve itrakonazol piyasaya siirilmistiir (Kiraz 2003). Antifungal ilag gelisimiyle ilgili son
yillarda bir¢cok calisma yapilmasina ragmen lisans alabilenlerin sayis1 yeterli degildir

(Arikan ve Rex 2009).

Son yirmi yildir, antifungal tedavinin temelini hiicre duvarinin bitiinliigiinii
hedefleyen ilaglar olusturmustur. Bu grup iginde poliyenler (amfoterisin B ve nistatin)
ve azol tlirevleri (flukonazol ve itrakonazol) yer almaktadir. Son yillarda bu ilaglara
kars1 diren¢ gelisiminin gbzlenmesi, arastirmacilart mevcut ilaglarda yeniliklere ve
farkli mekanizmalarla etki gosteren yeni antifungal ilaglar ilizerinde c¢alisgamaya
yoneltmistir. Azol grubundaki ilaglar tlizerinde gerceklesen yenilikler; itrakonazoliin
parenteral formunun gelistirilmesi ve vorikonazol, posakonazol gibi yeni azol

tiirevlerinin klinik kullanima girmesi olmustur (Dalgic ve Ince 2005).
1.9.1. Poliyen antifungaller

Poliyen grubu antifungaller, hiicre zarinda bulunan ergosterolii hedef alan
ajanlardir. Bu grup igerisinde, amfoterisin B ve nistatin yer almaktadir. Amfoterisin B
ve lipid formlar sistemik fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Nistatin
ise sadece topikal olarak bulunmaktadir. Liposomal formu da gelistirilen nistatinin, bu

formunun klinik kullanimindan vazgegilmistir (Arikan ve Rex 2009).
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1.9.1.2. Amfoterisin B ve lipid formiilasyonlar

Streptomyces nodosus cinsi mikroorganizmadan elde edilen genis spektrumlu bir
antifungal olan amfoterisin B poliyen grubunun en énemli liyesidir. Amfoterisin B ciddi
sistemik mikozlarda en etkili ilagtir. Amfoterik 6zellikte olup asit ve bazik ortamda
coOziilebilen tuzlar yapar ve pH 2-11 arasinda suda erimez. Bu nedenle sodyum
deoksikolat ile kararli kolloidal bir siispansiyon olusturularak suda ¢oziinebilirligi

artirtlmistir (Sekil 1.2) (Stevens ve Bennett 2000).

Amfoterisin B, mantar hiicre membranindaki ergosterole baglanir ve osmotik
dengeyi bozar. Hiicre duvarinda olusan porlar hiicrenin gegirgenliginin artmasina neden
olur. Bunun sonucunda, intraselliiler potasyum, magnezyum, seker ve metabolitlerinin
membrandan sizmakta ve bu durum hiicre Sliimiine neden olmaktadir (Inci 1999;
Arikan ve Rex 2009). Amfoterisin B’ nin ergosterole afinitesi memeli hiicre zarinda
bulunan kolesterolden daha fazladir. Klinik ¢alismalarda, amfoterisin B’ yi lipozomlar
ve lipid emiilsiyonlar igine paketlemenin daha basarili sonuglar olusturdugu
gosterilmistir. Lipid preparatlarin toksisitesi daha diisiik olmasi, daha yiiksek

konsantrasyonda amfoterisin B kullanilmasina olanak saglamaktadir (Mitchell 2010).

Amfoterisin B, genis bir antifungal spektruma sahiptir. Birgok Candida tiiri,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus ve Mucor tiirleri ile Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis gibi
mantarlarin tedavisinde kullanilabilir. Amfoterisin B; Aspergillus terrius, Fusarium
tirleri, Pseudallescheria boydii, Scedosporium proliferans, Trichosporon tiirleri ve bazi
dermatofitlere etkili olmayabilmektedir. Ayrica C. guillermondii, C. glabrata, C. krusei,
C. lusitaniae ve C. rugosa’ ya azalmis duyarliligi bilinmektedir (Stevens ve Bennett
2000; Arikan ve Rex 2009).
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Sekil 1.2. Amfoterisin B’ nin kimyasal formiilii

1.9.4. Primidin sentezi inhibitorleri (Antimetabolitler)

1.9.4.1. Flusitozin (5-fluorositozin, 5FC)

Flusitozin (5-fluorositozin), sitozinin florinlenmis bir tiirevidir. Antifungal
aktivitesini; pirimidin metabolizmasin1 bozarak, fungal hiicrelerdeki DNA, RNA ve
protein sentezini engelleyerek gosterir. Flusitozin, sitozin permeaz enzimi sayesinde
fungal hiicre igerisine girer ve sitoplazmada 5-florourasile (SFU) deamine olur. SFU’de
5-florodeoksiiiridin’e doniislir ve bu da fungal DNA sentezini ve niikleer boliinmeyi

saglayan timidilat sentetazi inhibe eder (Sekil 1.3) (Arikan ve Rex 2009).

Flusitozinin etki spektrumu Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans,
Saccharomyces cerevisiae gibi mantarlarla sinirhidir. Flusitozine sekonder direng
gelistiginden monoterapide kullanilmaz. Amfoterisin B ile birlikte kullanim1 sinerjistik
etki gostermektedir. En 6nemli kullanimi, kriptokok menenjitinde Amfoterisin B ile
kombinasyondur (Arikan ve Rex 2009; Mitchell 2010).
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Sekil 1.3. Flusitozin’ in kimyasal formiilii

1.9.5. Glukan sentez inhibitorleri

Glukan sentez inhibitorleri; mantar hiicre duvari polisakkaridi olan B-glukan
sentezini, B-(1,3)-glukan sentetaz enzimini inhibe ederek bozmaktadir. Memeli hiicre
yapisinda B-(1,3)-glukan olmamasindan dolayr mantarlar igin selektif bir ilagtir. Bu
etkiye sahip 3 grup vardir: Akulasinler, ekinokandinler ve papulokandinler.
Giiniimiizde, tolere edilebilir o6zelliginden dolayr sadece ekinokandinler klinik

uygulamalarda kullanilmaktadir (Arikan ve Rex 2009).

Ekinokandinler, lipopeptid yapida genis spektrumlu antifungallerdir. Bunlar, -
(1,3)-glukan sentetaz enzimini inhibe ederek glukan yapimini bozan yeni antifungal
ajanlardir. Bunun sonucunda hiicre duvar biitiinliigli, morfolojisi bozularak hiicrenin
Olimii ile sonuglanir. Memeli hiicrelerinde ayni yapinin olmamasi ilacin toksisitesi
acisindan onemlidir. Giiniimiizde kullanilan ekinokandinler: Kaspofungin, mikafungin

ve anidulafungin’ dir (Dalgi¢ ve Ince 2005; Mitchell 2010)
1.9.5.1. Kaspofungin

Kaspofungin, invazif aspergilloz ve ¢esitli Candida tiirleri ile gelisen sistemik
kandidozlara etkili oldugu igin, 2001 yilinda FDA onay: almistir. Glarea lozoyensis
mantarindan elde edilen bir fermentasyon iiriinii olan “pneumocandin B0” in FDA

onayl1 semisentetik tiirevidir (Sekil 1.4) (Dalgic ve Ince 2005).

Yapilan g¢alismalar kaspofunginin, Aspergillus spp.” ye karsi fungistatik ve
birgok Candida spp.” ye karsi fungisit oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, bazi
Candida izolatlarinin  (C. parapsilosis, C. glabrata, C. albicans) bu ilaca direngli

oldugunu gosteren raporlar bildirilmistir. Kaspofunginin Pneumocystis carinii,
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Coccidioides immitis, Scedosporium spp. ve Paecilomyces variotii gibi mantarlara karsi
aktivitesinin daha az oldugu; Trichosporon spp., Fusarium spp., Sporothrix schenckii ve

Zigomisetlere kars1 aktivitesinin olmadigi belirlenmistir (Kiigiikoglu 2008).

Bir¢ok c¢alismada, kaspofunginin hem amfoterisin B hem de azollere direngli
Candida’ lara ve Aspergillus’a kars: etkili oldugu gosterilmistir (Dalgi¢ and ince 2005).
Kaspofungin ve amfoterisin B’ nin karsilastirildigi bir ¢alismada, invazif Candida

infeksiyonlarinin  tedavisinde ilaglarin  etkinlikleri esdeger bulunmus ancak

kaspofunginin daha iyi tolere edildigi saptanmistir (Kiigiikoglu 2008).

HoN
i _\—NH §OH

CHs CHj

Sekil 1.4. Kaspofungin’ in kimyasal formiilii
1.9.4. Azoller

Azol grubu antifungal ajanlar azol halkasinda iki ya da ii¢ nitrojen bulunmasina
gore; imidazoller (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol, ekonazol) ve triazoller
(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, ravukonazol) olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Imidazol grubunda bulunan ketokonazol sadece sistemik etkili iken,

triazol grubunun timii sistemik etki gostermektedir (Sheehan ve ark. 1999).
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Sistemik uygulamalarda, triazol tiirevleri imidazol tiirevlerine ii¢ noktada

tistlinliik gosterirler:

a- Daha yavas metabolize edildikleri i¢in etkileri daha uzun siirer ve doz araliklari
daha uzundur.

b- Insan hiicrelerindeki sterol sentezi iizerinde daha az etkili olduklar1 igin direkt
toksik etkileri azdir.

c- Sistemik uygulamada imidazol tiirevi ilaglarin gosterdigi endokrin yan etkilerini

gostermezler (ilkit 2000).

Azollerin etki mekanizmasi, mantar hiicre membraninin asil sterolii olan
ergosterol sentezini hedef almaktadir. Azoller; sitokrom p-450 bagimli enzim sistemine
baglanarak lanosteroliin C-140 demetilasyonunu bloke ederler. Bu enzim lanosterolii
ergosterole doniistiirdiigii icin, ergosterol sentezinin bozulmasiyla fungal hiicrelerdeki
membran sentezi inhibe olmaktadir. Azol grubu ilaglar, fungustatik (fungal hiicre
gelisimini engelleyerek) veya fungusidal (fungal hiicreyi oOldiirerek) etki gosterirler
(Arikan ve Rex 2009).

1.9.4.1. Flukonazol

Birinci kusak triazol tiirevi olan flukonazol, gastrointestinal sistemden emilimi
Iyi olan diisiik toksisiteli bir ajandir. Oral ve intravenéz formlari bulunmaktadir. Suda
¢oziilebilir olmasindan dolay1 beyin omurilik s1visina rahatca gegebilmektedir. Iyi tolere

edilir ve yan etkisi oldukga disiiktiir (Sekil 1.5) (Arikan ve Rex 2009).

Flukonazoliin sudaki ¢Oziiniirliigliniin ¢ok iyi olmasi; intravendz kullanimina
olanak sagladigi gibi oral alimindan sonra emiliminin iyl olmasina, miikemmel doku
dagilimma ve ila¢ etkilesiminin diger azollerden daha az olmasina da olanak
saglamaktadir. Bu avantajlariyla birlikte bazi mantar tiirlerinde direng gelismesi etki

alanini sinirlamaktadir (Como ve Dismukes 1994; Viviani ve ark. 1998).

Flukonazoliin etki spektrumu olduke¢a genistir. Candida tiirleri ve Cryptococcus
neoformans gibi mantar tiirlerine etkilidir. Bununla birlikte flukonazol C. krusei’ ye
kars1 intirinsik direng, C. glabrata tiiriine ise azalmis duyarlilik gostermektedir (Arikan
ve Rex 2009).
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Flukonazol vajinal kandidozun tedavisinde de ¢ok etkilidir. Kandidozlu
notropenik olmayan hastalarda amfoterisin B kadar etkili olmaktadir (Wingard 1994).
Immunsuprese hastalarda orofarinks ve 6zefagus kandidozu tedavisinde oldukca
etkindir (Dalgic ve Ince 2005).
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Sekil 1.5. Flukonazol’ un kimyasal formiilii

1.9.4.2. Vorikonazol

Ikinci kusak triazol olan vorikonazol, 2002 yilinda FDA tarafindan onay almis
bir antifungaldir. Flukonazoliin sentetik bir tiirevidir. Flukonazolde bulunan triazol
kismi floropirimidin grubu ile degistirilmis ve propanol zincirine bir metil grubu
eklenerek vorikonazol elde edilmistir (Sekil 1.6) (Girmenia ve ark. 1998; Kiigiikoglu
2008).

Vorikonazol, oral ve parenteral kullanima uygundur. Yiiksek biyoyararlanim ve
yiiksek dagilim hacmine sahip oldugu i¢in, intravendz ve oral kullanim arasinda gecis
yapma imkani saglamaktadir (FDA 2001). Calismalarda, ergosterol sentezini doza
bagimli inhibe etmesinden dolay1 flukonazolden daha etkin oldugu ileri siirtilmiistiir

(Yildiran 2001).

Flukonazole oranla daha genis antifungal spektruma sahiptir. Candida tiirleri
(baz1 flukonazole direngli izolatlar), Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp.,
Blastoschizomyces capitatus, Aspergillus spp. (itrakonazol direngli A. fumigatus ve
amfoterisin B direngli A. terreus), Fusarium spp., Scedosporium apiospermum,

Scedosporium prolificans, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
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Coccidioides immitis, Penicillium marneffei ve dermatofitlere kars: etkilidir (Arikan ve
Rex 2009).

Yapilan ¢alismalarda Zygomycetes grubu mantarlarin genel olarak vorikonazole
kars1 direngli oldugu ileri stiriilmistiir. Yapilan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda ise;
C. krusei ve C.guillermondii gibi direngli suslara ve flukonazole duyarliligi azalmis
veya flukonazole direngli C. albicans suslarina karsi vorikonazoliin etkili oldugu

saptanmustir (Yiicesoy 2000).

F

Sekil 1.6. Vorikonazol’ un kimyasal formiilii
1.9.5. Alilaminler

Alilamin grubunda; terbinafin ve naftifin yer almaktadir. Terbinafinin oral ve
topikal, naftifinin ise sadece topikal formu bulunmaktadir. Alilaminler, skualen
epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol sentezini engellemektedirler (Arikan ve
Rex 2009). Bu etki sonucunda; ergosterol eksikligi ve skualen birikmesiyle, membran

permeabilitesi artarak mantar hiicresinin 6liimii gergeklesmektedir (Sugar ve ark. 1998).

Dar etki spektrumuna sahiptirler ve dermatofit infeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Dermatofitlere karst diger kullanilan ilaglardan farkli olarak

fungisid etki gostermektedirler (Ilkit 2000).
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1.10. Antifungal ilaglara Diren¢

Mantar infeksiyonlarinin sayisinda onemli artis, antifungal ajanlarin siklikla
kullanilmaya baslanmasimna sebep olmustur. Son yillarda antifungallerin tedavi ve
profilaksi amacl olarak yaygin kullanimi antifungal direng sorununun ortaya ¢ikmasina
ve artisina neden olmustur. Antifungal direng gelisimi bir¢cok faktdre bagli olarak
degismektedir. Bu sebeple bu durumun klinik, in vitro (mikrobiyolojik) ve molekiiler

acidan incelenmesi gerekmektedir (Yegenoglu 2012).

Klinik olarak antifungal direng, uygulanan antifungal tedavide basarisizlik
olarak tanimlanmaktadir. Direng, genellikle primer (intrensek) ve sekonder (kazanilmas)
olarak iki tipte siniflandirilmaktadir. Primer direng; bir tiir veya kdkenin antifungallere
maruz kalmadan kalitimla gelen 6zelliktir, sekonder diren¢ ise antifungaller ile uzun
siireli tedavi sonucu sabit veya gegici genotipik degisimlerle ortaya g¢ikmaktadir.
Antifungal direngte {igiincii bir tip olarak tanimlanan klinik direng, tekrarlayan veya

ilerleyen mantar infeksiyonlari olarak bilinmektedir (Kontoyiannis ve Lewis 2002).
Direng gelisiminde bir¢ok etken rol oynamaktadir:

1- Klinik faktorler: Antifungalin tedavi veya profilaksi amaciyla uzun siire

kullanilmasi1 direncin olugsmasina neden olmaktadir.

2- Hiicresel faktorler: Kisinin dogal direnci olan suslarla enfekte olmasi direng igin
onemlidir. Cilinkii direngli susun duyarli sus ile yer degistirerek veya cesitli

mutasyonlara neden olmasi direng gelisimi kazandirmaktadir.

3- Molekiiler faktorler: Direngli suslar; a) Membranin sterol komponentinde
degisiklik yaparak ila¢ girisini azaltirlar ve boylelikle amfoterisin B’ye de direng
goriilmektedir. b) 14 a-demetilaz enzimini kodlayan ERG 16 geninde spesifik
nokta mutasyonlartyla enzimin yapisin1 degistirerek ilacin enzimi taniyamaz hale
getirebilirler. Ayrica enzim sentezleyen gende amplifikasyon ve ekspresyon
artmasina yol acarak, enzimin asir1 miktarda salgilanip inhibe edilmesini
engellerler. c) ilag atim pompalarinda ilaclarin ve kiiciik molekiillerin hiicre igi

konsantrasyonlarini1 azaltmaya yonelik ¢aligirlar. Atim islevindeki sistemlere ait
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gen ekspresyonundaki artis sonucu ilaglarin disar1 atilma miktart ve hizi artarak

direng gelisimi goriilmektedir (White 1997).

Giliniimilizde kullanilan antifungal ilaglar i¢in dogal direngli olan mantar tiirleri
bulunmaktadir. Candida tiirlerinden C. krusei azollere dogal olarak direnglidir. Ayrica,
bircok C. glabrata izolatlar1 dogal olarak direngli veya doza bagimli duyarli
olabilmektedir. Profilaksi veya tedavi amaciyla azol grubu ilaglarin kullanimi diger
mantar tlrlerine de diren¢ kazandirmaktadir. Kazanilmis azol direnci AIDS
hastalarindaki C. albicans izolatlarinda 6nemli bir sorun haline gelmektedir. Ciinkii oral
kandidoz HIV ile enfekteli hastalarda en sik gozlenen firsat¢i infeksiyon olup, tim
hastalarin = %90° 1ndan fazlasinda gozlenmektedir. Son yillarda tanimlanan
C. albicans’ tan ayrilmasi olduk¢a zor olan C. dubliniensis’ te azollere kars1 direng

gelistirme yetenegine sahiptir (White 2009).

Sterol sentezini bloke eden azol grubu ilaglarin veya sitotoksik kemoterapinin
amfoterisin B’ nin hedef yapisim1 ortadan kaldirarak diren¢ olusuma neden oldugu
goriilmektedir. Amfoterisin B’ ye direng genellikle tedavi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.
C. lusitaniae, C. guilliermondii, Trichosporon beigelii, Pseudallescheria boydii,
Scopulariopsis spp., Fusarium spp. tiirlerinde amfoterisin B’ ye karst primer direng
goriilebilmektedir. Kanser hastalarinda infeksiyona neden olan mayalarda amfoterisin

B’ ye sekonder direng olusturdugu gézlemlenmistir (White ve ark. 1998).

Flusitosine direng gelisimi ilacin tek basina kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.
Sitozin deaminaz enzim yapisindaki degisiklige bagli olarak, primer direncin en sik
gorildigi ilagtir (Wingard 1994). Candida tiirleri ve C. neoformans’ in flusitozin
direnci ¢ogunlukla monoterapi esnasinda gelismektedir. Flusitozin ve amfoterisin B
kombinasyonunun uygulanmasi  diren¢ olusumunu engellemektedir.  Yapilan
calismalarda Candida tiirlerinin % 7-8 i, C.neoformans’ in % 1-2 sinin flusitozine

direncli oldugu gosterilmistir (Yegenoglu 2012).

Ekinokandinler klinik kullanima yeni girdiklerinden diren¢ gelisimi nadir
goriilmektedir. Diger antifungallerle ¢apraz direnci heniiz belirlenememistir. Yapilan
calismalarda ekinokandinlerin birgok Candida ve Aspergillus tiiriine kars1 etkili oldugu;
Zygomycetes sinifi mantarlar, Cryptococcus neoformans, Fusarium ve Trichosporon

tirlerine ise etkisiz oldugu ileri siiriilmistir. Calismalarda; ekinokandinlerden
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kaspofungin kullanimimimn Candida infeksiyonlarini arttirdigi, C. albicans, C. glabrata,
C. krusei ve C. parapsilosis tiirlerine karsi direncinin tedavi sirasinda gelistigi

gosterilmistir (Yegenoglu 2012).
1.11. Antifungal Duyarhhk Testleri

Son yillarda antifungal ilaglarin kullanim sikliklar1 artmis olup, bir¢ok yeni
antifungal ila¢ klinik kullanima girmektedir. Antifungal duyarlilik testleri yeni
gelistirilen ilaglarin in vitro etki spektrumunu belirlemek ve klinik izolatlarin invitro
duyarliliklarinin saptanabilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu testlerin gelistirilmesi ve
standardizasyonu klinik mikoloji alaninda ¢ok 6nemli bir yer olusturmaktadir. Bu
amagcla eski adiyla NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards)
yeni adiyla CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) tarafindan standart
yontemler gelistirilmektedir (Arikan 2002; Kog 2012).

ideal olarak in vitro duyarlilik testleri;
- iki ya da daha fazla ilacin aktivitesini giivenilir olarak belirleyebilir,

- Tlaglarin in vivo aktiviteleri ile uyumlu ve tedavi sonuglarini takip edebilir,

- Normal olarak duyarli organizma toplulugu igindeki direncin gelismesinin
izlenmesini saglayabilir,

- Yeni gelistirilen antifungal ilaglarin terapotik potansiyelini belirleyebilir
ozellikte olmalidir (Kustimur 1999).

Duyarlilik testleri bu o6zelliklerin yami sira; kolay, hizli, tekrarlanabilir ve
ekonomik olmalidir. Ayrica bu testlerin sonuglari, klinik agidan anlamli bilgi

saglamahidir (Konntoyiannis ve Lewis 2002).

Antifungal duyarlilik testleri; mikrodiliisyon, makrodiliisyon, difiizyon temeline

dayali ve flovsitometrik yontemler olarak one siiriilmistiir (Rex ve ark. 2001).

1.11.1. Makrodiliisyon yontemi

Makrodiliisyon testi, mantar izolatlarina karsi tiim antifungal ajanlar test etmek
icin uygun bir yontemdir. Bu yontem yalnmizca Candida tiirleri ve Cryptococcus

neoformans igin standardize edilmistir. Dimorfik mantarlarin maya sekillerine ve
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filamantéz (kiif) mantarlarina uygulanmamustir. Ornek sayilar1 az olan laboratuvarlar

icin uygundur (Espinel- Ingroff ve Phaller 2009).

Yontemde besiyeri olarak, RPMI 1640 besiyeri (glutamin ve pH indikatori
igeren, bikarbonatsiz) kullanilir. Antifungal ilaglar 6nce kendilerine uygun ¢ozeltiler
icerisinde sulandirilir. Mayalarin bulanikliklart 0,5 McFarland bulanikliga gore
ayarlanarak 1-5x10° hiicre olacak sekilde steril serum fizyolojik icerisinde siispanse
edilir. Bir deney tiipline hazirlanan antifungal c¢ozeltisinden 0,1 ml, maya
stispansiyonundan 0,9 ml eklenerek karistirilir ve 35°C” de 46-50 saatlik inkiibasyon
sonucunda ilag igeren besiyeri tiipleri, iireme kontrol tiipleri ile kiyaslanarak gorsel

olarak degerlendirilir (CLSI M27-A3, 2008).
1.11.2. Mikrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon yontemi sonuglarinin makrodiliisyon sonuglariyla uyumlu
olmasindan dolayr CLSI tarafindan referans yontem olarak kabul edilmistir.
Makrodiliisyon yontemi hem zaman alicidir hem de fazla malzeme kullanilmaktadir.
Mikrodiliisyon yontemi ise, yapilmasi kolay, daha hizli, ekonomik ve otomatize

edilebilir olmasindan dolay1 tercih edilmistir (Rex ve ark. 2001).

CLSI tarafindan yayinlanan; “M27-A3 Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard” mayalarin ve “M38-
A2 Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Filamentous Fungi; Approved Standard” ise kiif mantarlarinin antifungal ilaglara
duyarliliklarini belirlemek i¢in gelistirilmis mikrodiliisyon yontemidir (CLSI M27-A3
2008; CLSI M38-A2 2008)

Bu yontemde de makrodiliisyon yonteminde oldugu gibi dnce ilaglarin ve maya
mantarlarinin uygun sulandirimlart hazirlanir. Deneyler U tabanli 96 kuyucuklu steril
mikroplaklarda caligilir. Kuyucuklara 100’ er pl antifungal ¢ozeltisi ve 100’ er ul maya
soliisyonu eklenerek, plaklar 35°C’ de 24- 48 saat inkiibe edilir. Test ¢ukurlar1 tireme
kontrol cukuru ile gorsel olarak degerlendirilir ve elde edilen bulaniklik 0’ dan 4’ e

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

1: Hafif bulanik (kontrole gore % 0-25 bulaniklik olmasi)

2: Bulaniklikta belirgin azalma (kontrole gore %25-50 bulaniklik)
3: Bulaniklikta hafif azalma (kontrole gore %75-100 bulaniklik)
4: Bulaniklikta azalma yok (kontrole gére %100 bulaniklik)

Bu kriterler goz oniine almarak MIK degerleri amfoterisin B igin hig

bulanikligin olmadigi 0 degeridir. Azoller igin ise 2 degeridir (CLSI M27-S3 2008).

Tablo 1.1. CLSI Antifungal ila¢ MIK degerleri (ug/ml)

Doza Bagimh

Antifungal Duyarh Duyarh Orta Duyarh Direncli
Anidulafungin <2 - - -

Caspofungin <2

Flukonazol <8 16-32 - > 64
Flusitosin <4 - 8-16 >32

itrakonazol <0,125 0,25-0,5 - >1
Micafungin <2

Vorikonazol <1 2 - >4

Kaynak: CLSI M27-S3, 2008
1.11.3. Agar diliisyon yontemi

Xu ve arkadasglarinin (1998) agar diliisyon temeline dayali gelistirdikleri
yontemdir. Yontemle ilgili bir standart bulunmadigindan sonuglar farkl
yorumlanabilmektedir. Agar diliisyon testi hem mayalar hem kiifler i¢in uygulanabilse
de, mayalardan ziyade kiifler i¢in uygun bir yontem olarak onerilmektedir. Bu testin;
basit, hizli, ucuz ve ek alet gerektirmeyen referans yonteme uygun sonug verdigi

bildirilmistir (Xu ve ark. 1998).

Bu yontemde ila¢ dillisyonlar1 agar besiyeri hazirlanirken igerisine 1/10
oraninda ilave edilir. Ureme kontroliiniin yapilabilmesi igin de ilagsiz besiyeri
hazirlanir. Maya soliisyonu diger yontemlerdeki gibi hazirlanir. Bu soliisyonlardan
besiyerine 1-3 ul ekim yapilir. Yapilan ekimler 30°C” de 24 saat inkiibe edildikten sonra

degerlendirme yapilir.  Koloniler, ilag icermeyen besiyerlerindeki ortalama ile
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karsilastirilir ve kontrole gore koloni ¢evresinde onemli miktarda azalma saptanan
en diisiik ila¢ konsantrasyonu MIK olarak belirlenir (Espinel- Ingroff ve Phaller
2009).

1.11.4. Disk difiizyon yontemi

Bu yontemde antifungal ajanlarla doyurulmus diskler kullanilmaktadir. Kolay
uygulanabilir ve basit olan bu yontemin 6zellikle 24 saat sonraki degerlendirmelerde
referans yontem ile ¢ok iyi korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Bu yontemin tek
dezavantaj1 olarak doza bagimli duyarl suslar ile ger¢ek direncli suslar ayirt edemedigi
belirtilerek bu acidan kantitatif testlere gerek duyuldugu vurgulanmistir (Kirkpatrick ve
ark. 1998).

Disk difiizyon yontemi standart dokiimanlari; Candida i¢in “M44-A2 Method
for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline” ,
dermatofit dis1 kiif mantarlar1 i¢in ise “M51-A Method for Antifungal Disk Diffusion
Susceptibility Testing of Nondermatophyte Filamentous Fungi; Approved Guideline”
olarak yaymlanmislardir (CLSI M44-A2 2009; CLSI M51-A 2010).

Yontemde besiyeri olarak Miiller Hinton Agar (% 2 dektroz ve 0,6 pug metilen
mavisi eklenmis) kullanilmaktadir. Besiyeri tizerine, bulanikligi spektrofotometrede 530
nm dalga boyu (%75-77 transmittans) ya da McFarland 0,5 No’ Iu bulaniklik tiipiine
gore 1-5x10° hiicre olacak sekilde ayarlanan maya siispansiyonundan ekim yapildiktan
sonra {lizerine yerlestirilen antifungal disklerin 24 saat sonra zon ¢aplarinin

degerlendirilmesiyle sonug elde edilir (Kirkpatrick ve ark. 1998).
1.11.5. Flovsitometrik yontemler

Flovsitometrik yontemlerin temelini, DNA’ ya baglanan vital boyalar ile 6lii ve
canli hiicrelerin ayrilmasi olusturmaktadir. Propidyum iyodiiriin DNA’ ya baglanmasin
takiben FA Scan Flow Cytometer cihazinda floresans Ol¢iimii yapilarak sonug¢ elde
edilmektedir. Hiicrelerde ilaca bagli membran hasar1 olustugunda ortama eklenen
floresanli boyalar hiicre icine girer ve antifungal ilaglarm etkinligi arastirilarak MIK

degerleri belirlenir. Bu yoOntemin avantaji; kisa silirede sonu¢ vermesi, ¢ok hiicre
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incelenmesi nedeniyle hata paymnin azaltmasi ve antifungallerin etki mekanizmalarinin

ayrimina olanak vermesi olarak sayilabilir (Ramani ve Chaturvedi 2000).

1.11.6. Kolorimetrik yontemler

Bu yéntemlerin esasini, MIK’ in daha kolay okunmasi i¢in ortama oksidasyon-
rediiksiyon indikatorii eklenmesi olusturmaktadir. Indikatdr 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 bromiir) gibi
tetrazolium tuzlar1 ve son zamanlarda sodyum resazurin kullanilmaktadir. Besiyerine
indikator eklenip diger basamaklar mikrodiliisyon yontemine benzer sekilde yapilir.
Bir¢ok arastirici indikator olarak ticari Alamar mavisini kullanmistir. Alamar mavisi
normalde mavi olan bir aywractir ve iireme oldugunda pembe-kirmiziya
doniismektedir. MIK degeri kirmizi rengin olusmasmi onleyen en diisiik ilag

konsantrasyonudur (Kustimur 1999).

1.11.7. Spektrofotometrik yontemler

Antifungal iceren kuyucuklarm MIK degerlendirilmesinin yapilmasi icin
spektrofotometrede absorbanslart alimir ve kontrol kuyucuguyla karsilastirilir.
Amfoterisin B i¢in 630 nm, 5-FC ve flukonazol i¢in ise 405 nm dalga boyu esas alinir.
Amfoterisin B i¢in optik dansitenin 0,1’ in altinda oldugu (liremenin izlenmedigi) en
diisiik ilag konsantrasyonu; 5-FC ve flukonazol igin ise optik dansitenin kontrol
kutucuguna gore % 80 veya daha fazla azalma gosterdigi en diisiik ila¢ konsantrasyonu

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

1.11.8. Ticari olarak gelistirilen antifungal duyarhhk testleri

Antifungal duyarlilik testlerini gelistirilen ticari sistemlerle de bulunmaktadir.
Bu sistemler referans yontemlere alternatif olabilecek daha kolay, tekrarlanabilir,
kulanilabilirligi yiiksek, ucuz ve uygun yontemlerdir. Bunlar i¢inde en sik kullanilan
ticari yontemler; 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 ayrica aragtirmacilarin standart yontemleri modifiye ettigi sistemler

olup, yeni yontemler ile ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir (Kog 2012).
1.11.8.1. VITEK 2 antifungal testi (AST-YS kart)

VITEK 2 antifungal duyarlilik testi; otomatize, standart ve hizli bir testtir.
Duyarlik testi i¢in gelistirilmis AST kartlar1 kullanilmaktadir. Tamamen otomatik olan
VITEK 2 sistem ile antifungal duyarlilik testleri i¢in, inokulum hazirhgi, kartlarin
doldurulmasi, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi, MIK noktasmin belirlenmesi gibi kritik

parametrelerin standardizasyonu saglanmistir (Pfaller ve ark. 2007).

Antifungal duyarlilik kartlarinda, bir dizi ¢ift diliisyonda antifungal doldurulmus
kuyular ve her bir antifungalin raporlanabilir araligi bulunmaktadir. VITEK 2
okuyucusu spektrofotometrik olarak dl¢iim saglamaktadir. Inkiibasyon siiresince her bir
kuyudaki tiremeye gore gegen 1s1k miktarini dlgerek sonu¢ vermektedir. Kuyulardaki
ireme 15181in daha az gecmesine sebep olur, her bir degisiklik hafizaya alinarak
inkiibasyon sonunda MIK sonuglar1 saptanmaktadir. VITEK 2 sistemi MIK degerlerini

CLSI’ e gore yorumlamaktadir.

48



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Calismada kullanilan besiyerleri

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

Kazeinin Pankreatik Dijesti 59
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti 59
Dekstroz 409
Agar 15¢
Distile Su 1000 ml
pH:5,6+0,2

Yukarida igerigi verilen hazir toz besiyerinden 65 g tartilarak distile suda
¢ozdiriliip 121°C” de 15 dakika 1,5 atm basingta otoklavlanarak steril edildikten sonra

maya kiiltiirlerinin gelismesinde kullanilmstir.

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

Misir Unlu 29
Agar 15¢g
Tween 80 10 ml
Distile Su 1000 ml
pH: 6.0+ 0.2

Yukarida icerigi verilen hazir toz besiyerinden 17 g tartilarak distile suda
¢ozdiiriiliip 121°C” de 15 dakika 1,5 atm basingta otoklavlanarak steril edildikten sonra
mayalarin identifikasyonunda kullanilmistir (McGinnis 1980).
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2.1.1.3. CHROMagar Candida besiyeri (BD BBL- 254093)

Kromopepton 109
Glukoz 20 ¢
Kromojen Karisimi 24
Kloramfenikol 059
Agar 159
Distile Su 1000 ml

Yukarida igerigi verilen kromojenik besiyeri olan CHROMagar Candida besiyeri

hazir plak seklinde alinarak, mayalarin identifikasyonunda kullanilmistir (Odds ve

Bernaerts 1994).
2.1.1.4. Candida Ident agar (Sigma Aldrich- 94382)

Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti 59

Yeast Ekstrakt 30
Malt Ekstrakt 30
Glukoz 10¢
Kloramfenikol 0.05¢
Kromojenik Karigim 30
Agar 189
Distile Su 1000 ml
pH: 7.2 +0.2

Yukarida igerigi verilen kromojenik hazir toz besiyerinden 42.1 g tartilarak 100
mg Gentamisin eklendikten sonra, distile suda ¢ozdiiriiliip 121°C” de 15 dakika 1,5 atm
basingta otoklavlanarak steril edildikten sonra mayalarin identifikasyonunda

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

Yeast Ekstrakt 1g
Glisin 10g
Dekstroz 109
Bismuth Amonyum Sitrat 59
Sodyum Siilfit 30
Agar 169
Distile Su 1000 ml
pH: 6.8 + 0.2

Yukarida igerigi verilen kromojenik hazir toz besiyerinden 45 g tartilarak distile
suda ¢ozdiiriiliip, yavas¢a kaynatilip tamamen ¢ozlinmesi saglanarak, 45°C’ ye kadar
sogutularak  steril  petrilere  dagitilmistir.  Hazirlanan  besiyeri  mayalarin

identifikasyonunda kullanilmistir.

2.1.1.6. Brillance Candida agar (Oxoid- CM1002)

Pepton 49
Kromojenik Karigim 13649
Agar 13.6¢
Distile Su 1000 ml
pH 6.0 + 0.2

Yukarida igerigi verilen kromojenik hazir toz besiyerinden 31,2 g tartilarak,
500 mg Kkloramfenikol eklendikten sonra distile suda ¢ozdiiriiliip, yavasca kaynatilip
tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Besiyeri 45°C” ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri mayalarin identifikasyonunda kullanilmigtir.
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2.1.1.7. Yeast Ekstrakt Pepton Dekstroz (YPD) agar (Difco BD- 242720)

Yeast Ekstract 10g

Pepton 209
Dekstroz 20 ¢
Agar 159

Distile Su 1000 ml

Yukarida icerigi verilen hazir toz besiyerinden 65 g tartilarak distile suda
¢Ozdiirtliip 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basingta otoklavlanarak steril edildikten sonra

DNA izolasyonu i¢in maya kiiltiirlerinin gelismesinde kullanilmistir.
2.1.1.8. Yeast Ekstrakt Pepton Dekstroz (YPD) broth (Difco BD- 242820)
Yeast Ekstract 10 g
Pepton 209
Dekstroz 20 ¢
Distile Su 1000 mi

Yukarida igerigi verilen hazir toz besiyerinden 50 g tartilarak distile suda
¢ozdiiriiliip 121°C’ de 15 dakika 1,5 atm basingta otoklavlanarak steril edildikten sonra
5 er ml falkon tiiplere dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri DNA izolasyonu i¢in maya

kiltlirlerinin gelismesinde kullanilmistir.
2.1.1.9. RPMI 1640 besiyerinin hazirlanist
RPMI 1640 1049
MOPS 34,53 g

L-glutaminli ve bikarbonatsiz RPMI 1640 besiyeri distile suda ¢oziilerek tampon
olarak kullanilan MOPS eklenmis distile su igerisinde 1000 ml olacak sekilde
¢cozilmistir ( pH 7,0). Besiyeri filtrasyon yontemi ile sterilize edilerek 100 ml’ lik
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steril kapakli siselere dagitilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’ de saklanmistir (Pfaller ve

ark. 1996).
2.1.2. Calismada kullanilan cozeltiler
2.1.2.1. Yag asidi analizi ¢ozeltileri
Reagent I (Saponifikasyon ayiraci)
Sodyum Hidroksit (ACS)
Metanol (HPLC saflikta)
Deionize Distile Su
Reagent II (Metilasyon aytract)
6.00 N Hidroklorik Asit
Metanol (HPLC saflikta)
Reagent 11 (Ekstraksiyon ayiract)
Heksan (HPLC saflikta)
Metiltert-butyl eter (HPLC saflikta)
Reagent IV (Yikama)
Sodyum Hidroksit (ACS)

Metanol (HPLC saflikta)

459
150 ml

150 ml

325 mi

275 ml

200 ml

200 ml

10,89

900 ml

Reagentlerin hepsi hazirlanarak oda sicakliginda saklanmigtir. 40 g NaCl 100 ml

distile suda ¢6ziilmiis, yeterli ¢6kelme olamayan durumlarda kullanilmistir (Telefoncu

ve ark. 2003).
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2.1.2.2. Molekiiler identifikasyon i¢in kullanilan ¢ozeltiler
1. 2 M’ ik Sorbitol hazirlanis:

Sorbitol 21,869

Distile Su 100 ml

Distile suyla karistirilarak ¢ozilir, 121°C° de 15 dakika 1,5 atm basingta

otoklavlanarak steril edildikten sonra oda sicakliginda saklanmustir.
10 mM’ ik Kalsiyum Kloviir (CaCl,) hazirlanist

CaCl, 0,11¢g

Distile Su 100 mi

Distile suyla karigtirilarak ¢oziiliir, 121°C° de 15 dakika 1,5 atm basingta

otoklavlanarak steril edildikten sonra oda sicakliginda saklanmustir.
0.1 M’ Iik Tris-HCI hazirlanist

Tris-HCI 1.57¢

Distile Su 100 ml

Distile suyla karistirilarak ¢oziiliir ve pH’ 1 7,5 olarak ayarlanir. 121°C’ de 15
dakika 1,5 atm basingta otoklavlanarak steril edildikten sonra oda sicakliginda

saklanmustir.

Sorbitol tampon hazirlanisi: Yukarida hazirlanan ti¢ ¢6zeltiden (1,2 M’ lik Sorbitol, 10
mM” ik CaCly, 0,1 M’ lik Tris-HCI) esit hacimlerde alinip, 35 mM [-merkaptoetanol

ile karistirilarak hazirlanmistir.

10 mM’ ik EDTA hazirlanist
EDTA 0,379
Distile Su 100 ml

Distile suyla karistirilarak ¢oziiliir ve pH’ 1 8.0 olarak ayarlandiktan sonra oda

sicakliginda saklanmistir.
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50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu stok soliisyon hazirlanist
Tris Base 242 g
Glasial Asetik asit 57,1 ml
EDTA (0.5MpH:8)  100ml

Cozelti distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmis ve 1:49 oraninda distile su ile
karigtirllarak 1X TAE olarak elektroforez islemlerinde kullanilmistir. Hazirlanan

soliisyon oda 1sisinda saklanmistir (Sambrook ve Russell 2001).

5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu stok soliisyon hazirlanist
Tris Base 549
Borik Asit 27,5¢
EDTA (0.5 M, pH: 8.0) 20 ml

Cozelti distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmis ve pH 8,0’ e ayarlanarak oda
isisinda saklanmistir. 5X TBE stok tampon soliisyonu 1:9 oraninda distile su ile
karistirilarak 0,5X TBE olarak REA elektroforez islemlerinde kullanilmistir. Hazirlanan

sollisyon oda 1s1sinda saklanmistir (Sambrook ve Russell 2001).

2.1.3. Antifungal duyarhlik testi icin hazirlanan antifungal maddeler
Antifungal ilag miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Agirlik (mg) = [Hacim (ml) x Konsantrasyon (ug/ml)] / Potens (ug/mg)

Amfoterisin B (AMB)

Potensi: %80 Stok Soliisyon Konsantrasyonu: 1600 pg/ml
AMB 40 mg
DMSO 20 mi
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Flusitosin (5FC)
Potensi: %100 Stok Soliisyon Konsantrasyonu: 5120 pg/ml
SFC 102,4 mg
Distile Su 20 ml

Kaspofungin (CAS)
Potensi: %97 Stok Soliisyon Konsantrasyonu: 5120 pg/ml
CAS 105,5 mg
Distile Su 20 ml

Flukonazol (FLU)
Potensi: %98 Stok Soliisyon Konsantrasyonu: 5120 pg/ml
FLU 104,4 mg
Distile Su 20 ml

Vorikonazol (VOR)

Potensi: %98 Stok Soliisyon Konsantrasyonu: 1600 pg/ml
VOR 32,6 mg
DMSO 20 ml

Antifungallerin stok soliisyonlart hazirlanarak ependorf tiiplere bdliinerek

kullanilincaya kadar -80° C” de saklanmistir (CLSTI M27-A3).
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2.2. Metod
2.2.1. Orneklerin toplanmasi

Calismaya; Namik Kemal Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’ nda Agustos 2010- Agustos 2011 tarihleri arasinda vajinal
siriintii ve idrar Orneklerinden soyutlanan 100 maya izolat1 ile alti referans susu
(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 edilmistir. Maya kolonileri ayr1 ayr1 SDA
iceren tiliplere transfer edilip +4°C’ de muhafaza edilmistir. Ayrica izolatlar %15’ lik
gliserol igerisinde -80°C’ de stoklanmustir. Stok besiyerlerinden SDA’ ya iki kez

pasajlanan suslar 37°C’ de 24- 48 saat inkiibe edilerek {iretilmistir.
2.2.2. Geleneksel yontemlerle identifikasyon
2.2.2.1. Germ Tiip testi

Germ tiip testi uygulanacak maya kolonisi, 0,5-1 ml insan serumu bulunan tiip
igerisine eklenerek karistirilmistir. 37°C’ de 2 saat inkiibe edildikten sonra, direkt
preparat hazirlanarak 151k mikroskobunda 40x objektifle incelenmistir. Blastospordan
koken alan, baslangi¢ noktasinda bogumlanma gostermeyen ve maya hiicresinin 3-4 kati
uzunlugundaki hif benzeri yapilar, germ tiip olarak kabul edilmistir. Ana hiicreden
bogumlanma gostererek olusan yapilar, pseudogerm tiip olusumu olarak
degerlendirilmistir. Germ tiip lireten maya kokenleri C. albicans olarak tanimlanmigtir

(Ttimbay 1999).
2.2.2.2. Misir unlu-tween 80 Agar ’da morfolojik ozelliklerin belirlenmesi

SDA’ daki saf maya kolonilerinden igne u¢lu 6ze ile alinarak misir unlu agar
besiyerine, birbirine paralel 3-4 ¢izgi seklinde ekim yapilmistir. Ekim ¢izgilerinin
tizerini kaplayacak sekilde steril lamel kapatilip ve 25-27°C’ de 72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim maya izolatlar; 151k mikroskobunda 40x objektif ile
klamidospor, blastospor, artrospor, psddohif ve hif olusturma o6zelligi yoniinden
incelenmistir. Sitoplazma icerisinde globiillerin bulundugu, ¢ok fazla kiime yapmamis
ve kalin duvarli klamidosporlara sahip mayalar C. albicans olarak tanimlanmistir
(Larone 2011).
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2.2.2.3. Kromojenik besiyerleriyle identifikasyon
2.2.2.3.1. CHROMagar Candida

Test edilecek kokenin SDA’ daki saf kiiltiirlinden steril bir 6ze ile alinan
koloniler CHROMagar Candida besiyerine ekilerek, 35+2°C’ de 48 saat inkiibe
edildikten sonra koloni renkleri degerlendirilmistir. Sari-yesil ile mavi-yesil koloniler
C. albicans, soluk pembe giil rengindeki koloniler C. krusei, koyu mavi ile mavimsi
yesil veya metalik mavi koloniler C. tropicalis olarak yorumlanmistir (Odds ve
Bernaerts 1994; Pfaller ve ark. 1996).

2.2.2.3.2. Candida Ident agar (Candida ID)

Izolatlarin SDA’ daki saf kiiltiiriinden steril bir dze ile alian koloniler Candida
Ident agara ekilerek, 30°C’ de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra koloni renkleri
degerlendirilmistir. Agik yesil renkte diiz koloniler C. albicans, mavi ile metalik mavi
renkte koloniler C. tropicalis, mor renkte kabarik koloniler C. krusei, krem-beyaz renkte

koloniler ise C. glabrata olarak tanimlanmistir (Rousselle ve ark. 1994).
2.2.2.3.3. BIGGY agar

SDA besiyerindeki taze kiiltlirden BIGGY agara ekimi yapilan 6rnekler 30°C’
de 48-72 saat inkiibasyon sonucunda; siyah-kahverengi mat koloniler C. albicans, koyu
kahverengi ve siyah merkezli koloniler C. tropicalis, giimiisii-kahverengi-siyah
merkezli koloniler C. krusei olarak degerlendirilmistir (Kalkanci ve ark. 1999; Aktas ve
ark. 2001).

2.2.2.3.4. Brillance Candida agar

Hazirlanan besiyerine taze kiiltiirden ekim yapilan izolatlar 30°C’ de 24-48-72
saat inkiibasyon sonucunda renklerine gore yorumlamistir. Koyu mavi renkteki
koloniler C. tropicalis, yesil renkteki koloniler C. albicans ve C. dubliniensis, kuru
pembe-kahverengi renkteki koloniler C. krusei, bej, sari, kahverengi renkteki koloniler
C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis ve C. lusitaniae olarak degerlendirilmistir
(Baixench ve ark. 2006).
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2.2.3. Hizh identifikasyon testi ile tanéimlama

2.2.3.1. VITEK 2 ID-YST Sistem

[zolatlarin SDA’ daki 18-24 saatlik taze kiiltiirleri kullanilmistir. Uretici firma
onerileri dogrultusunda hazirliklar yapilmistir. VITEK 2 Compact System igin
inokulum siispansiyonu i¢in polisitren tek kullanimlik test tiipleri kullanilmistir. Bu
tiiplere konulan 3 ml steril serum fizyolojik i¢inde 2,0 McFarland (1,80- 2,20 araligi)
olacak sekilde bioMérieux DensiChek ile Olgiilerek hazirlanmistir. Hazirlanan
siispansiyonlar kartuglara ve VITEK YST kartlarinin sirasiyla barkodlari okutularak
cihaza yerlestirilmistir. Cihaz otomatik olarak vakumla kartlara dolum yapmakta ve
inkiibasyona baslamaktadir. Inkiibasyon sonunda cihazdan sonuclar alinarak

degerlendirilmistir (BioMerieux Diagnostics) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. YST kart test substratlari

Kuyucuk Test Klsa} Miktar/ Kuyucuk
Ismi (mg)
3 L-Lizin-Arilamidaz LysA 0,0228
4 L-Malat asimilasyonu IMLTa 0,1500
5 Losin-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/ Siikroz asimilasyonu SACa 0,3000
45 Ureaz 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 Eskiilin 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 ClTa 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 arasindaki belirtilmeyen diger kuyucuklar bostur. Kaynak: Pincus 2006.
2.2.4. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) analizi

Biitiin izolatlar yag asidi metil esterlerinin (FAME) analizi i¢in isleme alinmistir.
Analiz edilecek mayalar Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’ da 2 giin 28°C’ de inkiibe
edilmistir. Her bir izolat yaklasik 80 mg olacak sekilde steril kapakli cam tiiplere
tartilarak, izolatlara; saponifikasyon, metilasyon ve ekstraksiyon basamaklarindan sonra
yag asitleri elde edilerek standart suslar ile kiyaslanarak identifikasyonlar1 yapilmistir

(Schutter ve Dick 2000). Bu basamaklarin yapilis1 agsagida verilmistir:

1- Saponifikasyon: 1 ml Reagent I’ den aktarilip 5-10 saniye vortekslenip 5
dakika 100°C’ de bekletilmis bekletilmis tekrar 5-10 saniye vortekslenerek 100°C’ de
25 dakika bekletilerek hemen soguk suya konularak sogutulmustur.

2- Metilasyon: 2 ml Reagent Il ilave edilerek 5-10 saniye vortekslenip 80°C’ de
10 dakika bekletilmis ve hemen sogutulmustur.

3- Ekstraksiyon: 1,25 ml Reagent Il ilave edilerek 5 dakika yatay karistiricida

karigtirilarak cam pipet yardimiyla alt faz atilmistir.

4- Yikama: 3 ml Reagent IV ilave edilerek yatay karistiricida 5 dakika

karistirtlmis ve tist faz viallere alinmistir (Shutter ve Dick 2000).

Yag asidi identifikasyonlari, Sherlock Mikrobial Identifikasyon Sistemi ile cihaz
sartlarna  uygun olarak yapilacaktir. Sonuglar YEAST28 Kkiitliphanesinde

degerlendirilmistir.
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2.2.5. Molekiiler yontemlerle identifikasyon
2.2.5.1. DNA izolasyonu

Yeast ekstrakt pepton dekstroz (YPD) agar’ da 37°C’ de 48 saat inkiibasyon
sonucu iretilen suglardan alinan bir koloni, Sml’lik YPD buyyon igeren tiiplere
aktarilarak 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. YPD buyyon i¢inde inkiibe edilmis olan
suslar Nucleospin Tissue Kit (Macherey- Nagel, Almanya) kullanilarak, iretici firma

Onerileri dogrultusunda ekstraksiyona alinmustir.

5 ml’ lik YPD buyyonda inkiibe edilmis suslar 5.000xg’ de 10 dakika
santrifiijlenerek stipernatanlari atilmistir. Cokeltiye 10 mM EDTA’ dan 1000 pl eklenip,
5.000xg’ de 10 dakika santrifiijlenerek siipernatanti atilmistir. Santrifiij islemi sonrasi
elde edilen ¢okelti 6n-lizis islemine alinmis ve bu islemde 600 ml sorbitol tampon ve
50U litikaz ile siispanse edilen ¢okelti 1,5 ml’ lik ependorf tiiplerine alinmistir. Elde
edilen karisim 30°C’ de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 2.000xg’ de 10 dakika
santrifiijlenip, slipernatant1 atilmistir. Elde edilen ¢okeltiye 180 ml kit igeriginde
bulunan T1 tampon ve 25 ml proteinaz K soliisyonu ilave edilip, vortekslenmistir.
Ornekler, 56°C’° de su banyosunda 2 saat inkiibe edildikten sonra sonra lizis islemine
gecilmistir. Lizis isleminde su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler vortekslendikten sonra
200 ml B3 tampon eklenerek vorteks islemi tekrar edilmistir. Daha sonra 70°C’ de 10
dakika inkiibe edilen 6rneklerin lizis islemi tamamlandiktan sonra 6rneklere 210 ml
%96-100’liik etanol eklenip ve vortekslenmistir. Ornekler 2 ml’ lik toplama tiiplerine
yerlestirilmis olan Nucleospin Tissue kolonlara alinarak ve 11.000xg’ de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Sivinin toplandigi toplama tiipleri atilip ve kolonlar yeni toplama
tiipleri icine yerlestirilmistir. Bu islem ile DNA’nin silika membrana baglanmasi
saglanmistir. Silika membranin yikanmasi amaciyla 500 ml BW tampon eklenip ve
11.000xg> de 1 dakika santrifiijlenmistir. Sivinin toplandig1 toplama tiipleri atilip ve
kolonlar yeni toplama tiipleri i¢ine alinmistir. Kolonlara 600 ml B5 tamponu eklenerek,
11.000%g” de 1 dakika santrifiijlenip ve yine sivinin toplandigi toplama tiipleri atilarak
kolonlar yeni toplama tiipleri i¢ine yerlestirilmistir. Silika membranin kurutulmasi igin
11.000xg> de 1 dakika santrifiij uygulanmigtir. Bu islem ile artakalan etanol
kalintilarinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Kolonlar 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine
yerlestirilmistir. DNA eldesi i¢in silika membran {izerine dnceden 70°C’ ye 1sitilmig

100 ml eliisyon tampon BE eklenip, oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edilerek, 11.000xg” de
61



1 dakika santrifiijlenmistir. Boylece DNA eldesi 100 ml hacimde tamamlanmistir. Elde
edilen DNA o6rnegi 1 kb marker esliginde, 6X yiikleme boyast ile 3 pl hacminde
% 1’ lik agaroz jele yiiklenerek, 1X TAE tamponunda 90V’ da 50 dk yiiriitme
isleminden sonra UV transilluminatérde (Uvitec) incelenmistir. DNA 6rnekleri -20 °C’

de muhafaza edilmistir.

2.2.5.2. Gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonu

Izolatlarin 1TS1-5.8S-1TS4 bolgesi amplifikasyonu 1TS-1 (Forward) ve ITS-4
(Reverse) evrensel primerleri kullanilarak yapilmistir. LSU alt {initesindeki D1/D2
bolgesi ise NL-1 (Forward) ve NL-4 (Reverse) primerleri kullanilarak g¢ogaltilmistir
(Tablo 2.2, Sekil 2.1). Bu amagla; 2,5 ul 10X PCR tamponu, 1,5 ul 25 mM MgCl,, 0,5
ul 10 mM deoksiniikleotidtrifosfatlar karisimi (ANTP Mix; dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
2,5 uM primerler, 1,25 pl Taq polimeraz (1 unit/ul), 16,25 pl niikleaz igermeyen distile
su ve 1 pl kalip DNA olmak iizere toplam 25 pl hacimlik reaksiyon kullanilmistir.
Reaksiyonlar i¢in Bio-Rad i-cycler, Techne Thecgene ve Techne TV-5000 Thermal

Cyclelar kullanilmustir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan primerler

Primerler Primerlerin Dizileri (5°-3") Kaynak
ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
White ve ark.
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 1990
NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
O’Donnell
NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ 1993
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(https://www.studyblue.com/notes/note/n/yeast-molecular-taxonomy/deck/9823159)

ITS ve D1/D2 bolgesi igin kullanilan reaksiyon kosullart agagida belirtilmistir:

»
T TSN

Large Subunit (LSU)

Primer [T51
M
Pri

S HH H -

PRIMERS

NL1 NLA
s EER ol
185 RNA 51-5.85 265 RNA
Lal%e Subunit (LSU)

NL1

D1/D2 Domain (600 nt) NL4
L -

Sekil 2.1. Hedef genlere primerlerin baglanma bolgeleri

ITS1-5.85-1TS4 D1/D2
95 °C 2 dakika (Denatiirasyon) 95 °C 2 dakika (Denatiirasyon)
95°C 1 dakika 95°C 1 dakika
55°C 45 saniye 35 Dongii 64 °C 45 saniye
72 °C 1,30 dakika 72 °C 1,30 dakika
72 °C 5 dakika 72 °C 5 dakika
4 °C Siiresiz 4 °C Siiresiz

Elde edilen PCR friinleri % 1’ lik agaroz jele 6X’lik yiikleme boyasi
kullanilarak yiiklenmis ve 1X TAE tamponunda 90V 50 dk boyunca ylriitillerek UV

transillumitatorde (Uvitec) incelenmistir.
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2.2.5.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

ITS1-5.8S-ITS2 ve D1/D2 bolgesi i¢in elde edilen PCR iirlinlerinin restriksiyon

enzim analizleri i¢in Hinf I, Hae Il1, Dde | ve Bfa | enzimleri kullanilmustir.

Hinf 1, Hae 111, ve Dde I enzimleri i¢in reaksiyon: 20 ul’ lik hacimde; 2 pl 10X’
lik buffer, 0,2 ul BSA (10 pg/ ul), 7.5 ul niikleaz igermeyen steril distile su, 10 ul PCR

tirtinii ve 0,5 ul enzim seklinde kurulmustur.

Bfa | enzimi (Fermantas) igin reaksiyonu

Tango Buffer, 7 pl niikleaz igermeyen steril distile su, 10 pl PCR iriini ve 1 pl enzim

seklinde kurulmustur.

59
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57

37

Restriksiyon enzim analizi i¢in kurulan reaksiyonlar 37°C’ de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen kesim fiiriinleri 1kb ve 100 bp marker esliginde
6X yikleme boyasi ile %2’ lik agaroz jele yiiklenerek 70V’ da 210 dakika
yiiriitiildiikten sonra UV transilluminatérde goriintiillenmistir. REA sonucuna gére PCR

tirlinlerinin farkli profilleri belirlenerek, dizi analizi i¢in her bir profile ait ornekler

Hinf |

...GYANT C..

...C TNA,G..

Dde |

..CYTNA G..

...G ANT,C..

secilmistir.

3’

RN

3

RN

64

5.

3.

5.

3.

Hae 111

.GG Ycc..

.CC aGG..

Bfal

C TAYG...

.G,AT C..

: 20 pl’ lik hacimde; 2 pl 10X’lik

3’

S

3’

5’



2.2.5.4. PCR iiriinlerinin saflastirilmast

Jelden kesilen PCR iiriinlerinin saflastirilmasinda, saflagtirma kiti (Promega
Wizard SV and PCR Clean-Up System A9280, A9281, A9282) kullanilmistir. Jelden
kesilen bandlarin her 10 mg’ 1 i¢in lizerine 10 pul membran baglayici soliisyon eklenmis
ve vortekslenerek jelin erimesi i¢in 55°C’ lik su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.
Eritilen 6rnek; toplama tiipii lizerine konulmus minikolona aktarilmistir. Bir dakika oda
sicakliginda inkiibe edilip, 16.000 rcf (relatif santrifiij kuvveti)’ de bir dakika santrifiij
edilmistir. Minikolon baska bir toplama tiipiiniin {izerine konularak, 700 ul membran
yikama sollisyonu eklenmistir. Tekrar bir dakika 16.000 rcf® de santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiinde bulunan sivi dokiiliip, minikolon iizerine tekar 500 pl membran
yikama sollisyonu konulmustur ve 16.000 rct” de 5 dakika santrifiij edilmistir. Toplama
tiiptindeki sivi dokiillip tekrar bir dakika 16.000 rcf” de santrifilij edilmistir. Toplama
tiipii lizerinden alinan minikolona temiz bir ependorfa konulup, minikolon 50 pl niikleaz
icermeyen su eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibe edilmis
ormek 16.000 rcf” de 1 dakika santrifiij edilip jelden saflagtirilmig {irlinler elde

edilmistir.

Elde edilen PCR iiriinleri 1 kb marker esliginde 6X yiikleme boyasi ile %1’ lik
agaroz jele yiiklenerek 1X TAE tamponunda 90V’ da 50 dk yiiriitme isleminden sonra

UV transilluminatorde (Uvitec) incelenmistir.
2.2.5.5. PCR iiriinlerinden dizi analizi

Saf olarak elde edilen PCR firiinleri; ITS1-5.8S-1TS2 rRNA ve D1/D2 gen
bolgelerinin dizi analizleri i¢in, Nanmik Kemal Universitesi Bilimsel ve Teknolojik

Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (NABILTEM) ne gonderilmistir.
2.2.5.6. Gen dizilerinin analizi

Dizi analizi sonrasi elde edilen tiim izolatlara ait ITS ve D1/D2 gen bolgelerine
ait dizi bilgileri; National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasindaki verilerle Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (Altschul ve ark. 1997) programi ile filogenetik benzerlikleri incelenmistir.
Veriler MEGA v. 6.0 (Tamura ve ark. 2013) programindaki ClustalW kullanilarak

hizalanmistir. Incelenen izolatlar ve NCBI gen bankasindaki en yakin karsiliklarina ait
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evrimsel gelisim siireci Tamura-Nei modeline (Tamura ve Nei 1993) dayali olarak
Neighbor Joining (NJ) (Satiou ve Nei 1987) yontemi ile 1000 tekrarli (Bootstrap 1000)
olarak incelenmis ve dendogramlar olusturulmustur. Dendogramlarda benzerlik
oranlarinin belirlenmesi i¢in her tiire ait tip tiir (T) kullanilmis ve dizi analizi sonucunda

tanimlanan tirler www.indexfungorum.org sitesinden kontrol edilerek isimlendirilerek,

telemorf ve anamorf isimleri belirtilmistir.
2.2.6. Calisilan antifungal duyarhhik testleri
2.2.6.1. Mikrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon yontemi CLSI M27-S3 o6nerileri dogrultusunda hazirlanarak ve
uygulanmistir. Onceden hazirlanmis antifungal stok siispansiyonlar1 kullanilarak CAS,
S5FC, FLU icin 0,0625-64 pg/ml, VOR ve AMB i¢in 0,0313-16 pg/ml arasindaki iki
katlik ilag konsantrasyonlarini igeren tiipler hazirlanmistir. Her antifungal son
konsantrasyonlarinin iki kati olacak sekilde diliisyonlart yapilmistir (Tablo 2.3, 2.4).
Ureme kontrol kuyucuklar1 igin ilag igermeyen bir tiip ¢alismaya eklenmistir (CLSI

M27-S3).

Tablo 2.3. CAS, 5FC, FLU diliisyonlarinin hazirlanma semasi

Ara Son
g | Konsantrasyon Hacim+Besiyeri | Konsantrasyon [ Konsantrasyon | «,
3 (ng/ml) Kaynak (m + ml) (ng/ml) (ng/ml) §>
1 5120 Stok 1 7 640 64 6
2 640 1. adim 1 1 320 32 5
3 640 1. adim 1 3 160 16 4
4 160 3. adim 1 1 80 8 3
5 160 3. adim 0,5 15 40 4 2
6 160 3. adim 0,5 3,5 20 2 1
7 20 6. adim 1 1 10 1 0
8 20 6. adim 0,5 1,5 5 0,5 -1
9 20 6. adim 0,5 3,5 25 0,25 -2
10 2,5 9. adim 1 1 1,25 0,125 -3
11 2,5 9. adim 0,5 15 0,625 0,0625 -4
12 2,5 9. adim 0,5 3,5 0,3125 0,03125 -5

Kaynak: CLSI M27-S3, 2008.
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Tablo 2.4. VOR ve AMB diliisyonlarinin hazirlanma semasi

Hacim+Coziicii Ara Son
g | Konsantrasyon DMSO Konsantrasyon | Konsantrasyon |
E (ng/ml) Kaynak (ml + ml) (ng/ml) (ng/ml) §’
1 1600 Stok - 1600 16 4
2 1600 Stok 0,5 0,5 800 8 3
3 1600 Stok 0,5 15 400 4 2
4 1600 Stok 0,5 35 200 2 1
5 200 4. adim 0,5 0,5 100 1 0
6 200 4. adim 0,5 1,5 50 0,5 -1
7 200 4. adim 0,5 35 25 0,25 -2
8 25 7. adim 0,5 0,5 12,5 0,125 -3
9 25 7. adim 0,5 1,5 6,25 0,0625 -4
10 25 7. adim 0,5 35 3,13 0,0313 -5

Kaynak: CLSI M27-S3, 2008.

Antifungal duyarlilik testinde maya silispansiyonlarinin hazirlanmasinda tim
izolatlarin SDA besiyerindeki 24 saatlik taze kiiltiirleri kullanilmistir. Kiiltiirlerden
yaklagik 1 mm capli bes koloni alinarak 5 ml steril serum fizyolojik i¢inde standart
maya siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Siispansiyonlar yaklagik 15 saniye vortekslenerek
homojen hale getirildikten, sonra spektrofotometrik olarak 0,5 McFarland standardinin
bulanikligina gore ayarlanmistir. Bu islemle her mililitresinde 1-5x10° hiicre igeren stok
maya siispansiyonlari elde edilmistir. Stok maya siispansiyonu; RPMI 1640 besiyeri ile
once 1/50 ve ardindan 1/20 oranlarinda seyreltilerek, testte kullanilacak olan 1-5x10°

hiicre/m1’lik son konsantrasyona ulasilmistir.

Bu test i¢in, steril U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmigtir. Tiim
etiketlemeler yapildiktan sonra mikroplagin yatay siradaki ilk kuyucugu sterilite kontrol
kuyucugu olarak, son kuyucugu ise iireme kontrol kuyucugu olarak belirlenmistir.
Sterilite kontrolii olan kuyucuga 200 ul RPMI, iireme kontrol kuyucuguna ise 100 pl
RPMI konulmustur. Mikroplagin her bir slitununa bir ilag konsantrasyonu olacak
sekilde yapilan diliisyonlar 100° er ul dagitilmistir. En yiiksek ilag konsantrasyonu 2.
kuyucukta, en diisiik konsantrasyon ise 11. kuyucukta olacak sekilde pipetle dagitim
yapilmistir (Schwalbe ve ark. 2007).
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Mikroplaklar hazirlandiktan sonra her bir sirada bir izolat olacak sekilde
hazirlanan maya siispansiyonlarindan 100’ er pl eklenmistir. Sadece sterilite kontrolii
olan kuyucuga maya siispansiyonu konulmamistir. Bu islem sonunda hem maya hem
ilag konsantrasyonlar1 %2 oraninda seyreltilerek ¢alisma konsantrasyonuna ulagilmistir.
Mikroplaklarin tizeri kapatililip, 35°C’ de 48 saat inkiibasyonun ardindan duyarlilik
sonuglari gorsel olarak degerlendirilmistir. (Schwalbe ve ark. 2007).

2.2.6.2. VITEK 2 Sistem ile antifungal duyarlilik (AST-YS06 kart)

Izolatlarin saf ve taze kiiltiirlerinden inokulum siispansiyonu hazirlanmistir.
Uretici firma oOnerileri dogrultusunda antifungal duyarlilik testi icin hazirliklar
yapilmistir. VITEK 2 Compact System i¢in inokulum siispansiyonu i¢in polisitren tek
kullanimlik test tiipleri kullanilmistir. Bu tiiplere konulan 3 ml steril serum fizyolojik
icinde 2,0 McFarland (1,80- 2,20 aralig1) olacak sekilde bioMérieux DensiChek ile
Olgiilerek hazirlanmigtir.  Antifungal duyarlilik testi i¢in hazirlanan inokulum
siispansiyonundan alinan 280 pl inokulum stispansiyonu diger tiipteki 3 pl sterile serum
fizyolojik i¢ine aktarilarak, bu tiiplere de VITEK 2 AST-YST antifungal duyarlilik
kartlar1 yerlestirilmistir. Hazirlanan silispansiyonlar kartlara doldurulup inkiibasyona
birakilmig ve otomatik olarak okuma yapilip degerlendirilmistir (BioMerieux

Diagnostics).

VITEK 2 Compact System antifungal duyarlilik kartlarin (AST-YSO06);
amfoterisin B 0,25-16 pg/ml, flusitozin 0,25-4 pg/ml, flukonazol 1-64 pg/ml,
vorikonazol 1-64 pg/ml ve kaspofungin 0,12-8 pg/ml araliklarinda ilag diliisyonlarini
igermektedir. Cihaza yiiklenen &rneklerin 18-27 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MIiK
sonuglar1 alinmaktadir. VITEK 2 sistemi MIK degerini CLSI kriterlerine gore

yorumlamaktadir.
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3. BULGULAR
3.1. Cahsmaya Alinan izolatlar

Calismaya toplam 100 maya izolat1 alimmustir. izolatlarin 63’ i vajen 37’ si idrar
orneklerinden soyutlanmistir. Bu Orneklerin %65° i Kadin Hastaliklart ve Dogum
Poliklinigi; %17’ si Uroloji Poliklinigi ve %18 i diger birimlere (I¢ Hastaliklari
Poliklinigi, Infeksiyon Poliklinigi, Hematoloji Poliklinigi, Dermatoloji Servisi, Genel
Yogun Bakim, Endokrinoloji Servisi, Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Servisi, Noroloji
Servisi) ¢esitli sikayetlerle bagvuran kadin hastalardan olusmaktadir. Stok
besiyerlerinde bulunan maya kolonilerinden SDA’ ya pasajlanan izolatlar ¢alismalarda

kullanilmak tizere suslar 37°C’ de 24- 48 saat inkiibe edilerek tiretilmistir.
3.2. izolatlarin Geleneksel Yontemlerle Identifikasyonlar

Calismaya alinan 100 maya izolatinin identifikasyonlar1 i¢in kullanilan Kklasik
yontemlerden; germ tiip testi, misir unlu-tween 80 agar besiyerindeki morfolojileri,
kromojenik besiyerlerindeki (CHROMagar Candida, Candida Ident agar, BIGGY agar,
Brillance Candida agar) morfolojileri ve kolonilerin renk olusumlart degerlendirilmistir
(Tablo 3.1).

Tiim maya izolatlarinda germ tiip olusturma ozelligine bakilmistir. Germ tiip
olusumu pozitif olanlar C. albicans; negatif olanlar ise non- C. albicans olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.1). Bu teste gore; izolatlarin 49’ u C. albicans, 51° i ise non-

C. albicans olarak tanimlanmustir.

)

Sekil 3.1. Germ tiip olusumu
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Misir unlu-tween 80 agarda identifikasyon; ger¢ek ve yalanct hifler,
blastokonidyalar, klamidosporlarin yapt ve yerlesimlerine degerlendirilerek
yapilmaktadir. Hiflerin uglarindan genis, kalin duvarli, genellikle tekli terminal
klamidosporlar, ger¢ek ve yalanct hifler, yalanci hiflerin ¢evresinde kiimeler olusturmus
blastokonidyalar goriilen izolatlar C. albicans ve bu tiire olduk¢a benzeyen hiflerin
ucunda ¢oklu terminal klamidosporlar goriilen izolatlar C. dubliniensis olarak
isimlendirilmistir. Kii¢iik, oval ve uglarindan tomurcuklanan maya hiicreleri lireten
izolatlar C. glabrata; tipik olarak kiitiikler goriiniimii veren belirgin sekilde daginik,
dikdortgen seklinde uzamis blastokonidyalar ile yalanci hifler olusturan izolatlar C.
kefyr; capraz konulmus kibrit ¢opleri seklinde, aga¢ benzeri goriiniim veren uzun
blastokonidyalar ile yalanci hifler olusturan tiirler C. krusei; uzun, dallanmis ve kivrik
yalanci hiflerle birlikte kisa zincirler olusturan uzun blastokonidyalar goriilen izolatlar
C. lusitaniae olarak tanimlanmistir. Oval veya uzamis yuvarlak tomurcuklanan
hiicrelerin olustugu izolatlar ise Rhodotorula sp. olarak identifikasyonlar1 yapilmistir
(Tiimbay 1999; Larone 2011). izolatlarin misir unlu-tween 80 agardaki morfolojilerine
gore; 49° u C. albicans, 39’ u C. glabrata, 5’ i C. kefyr, 4’ ii C. krusei, 1’ i C. lusitaniae,

1’ 1 C. dubliniensis ve 1 izolat ise Rhodotorula sp. olarak tanimlanmaistir.

Sekil 3.2. Y-3 ve Y-16 izolatlarinin miswr unlu tween 80 agar’da goriintimii

70



Sekil 3.3. Y-49 ve Y-60 izolatlarinin misir unlu tween 80 agar’da goriiniimii

Sekil 3.4. Y-75 ve Y-85 izolatlarinin misir unlu tween 80 agar’da goriiniimii

BIGGY agar ile identifikasyon standart suslara ve literatiire bakilarak
yapilmistir. Koloni morfolojilerine ve renklerine gore; siyah-kahverengi S tipi koloniler
C. albicans, koyu kahverengi piirtiiklii R tipi koloniler C. krusei, koyu kirmizi-kahve
parlak renkte koloniler C. kefyr, kahverengi S tipi koloniler C. tropicalis ve agik
kahverengi-krem renkli kolonileri bulunan izolatlar ise C. glabrata olarak
degerlendirilmistir (Yiicesoy ve Marol 2003; ilkit ve ark. 2007; Messeir ve ark. 2012).
Bu besiyerinde izolatlarin 50° si C. albicans, 37° si C. glabrata, 6’ s1 C. kefyr, 4’ i C.

krusei, 3’ i C. tropicalis olarak tanimlanmuistir.
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Sekil 3.6. Y-49 ve Y-71 izolatlarimin Biggy Agar koloni morfolojisi ve rengi

Brillance Candida Agar’ da; C. tropicalis koyu mavi, C. albicans ve C.
dubliniensis yesil renkte, C. krusei kuru pembe renkte, C. glabrata. C. kefyr. C.
parapsilosis ve C. lusitaniae ise bej, sar1, kahverengi renkte koloniler olusturmaktadirlar
(Baixench ve ark. 2006; Messeir ve ark. 2012). Koloni renk ve morfolojilerine gére; 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 tanimlanmis; 1 izolat ise renk

farkliligindan dolay1 koloni morfolojisine gére tanimlama yapilamamustir.
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Sekil 3.7. Y-25, Y-38 ve Y-91 (altta) izolatimin Brillance Candida Agar koloni
morfolojisi ve rengi

Candida Ident Agar besiyerine ekilen izolatlar. literatiire ve standart
mikroorganizmalara gore yorumlanmistir. Buna gore; acik yesil renkte diiz koloniler C.
albicans, mavi ile metalik mavi renkte koloniler C. tropicalis, mor renkte kabarik
koloniler C. krusei, krem-beyaz ve ¢ok hafif pempe renkteki koloniler ise C. glabrata
olarak degerlendirilmistir (Messeir ve ark. 2012). Toplam 100 izolatin; 50° si
C. albicans, 45’ i C. glabrata, 4’ i C. krusei olarak tanimlanmis; renk farkliligindan

dolay1 bir izolatin koloni morfolojisine gore tanimlamasi yapilamamistir.
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Sekil 3.8. Y-20, Y-58 ve Y-79 (altta) izolatlarimin Candida Ident Agar koloni
morfolojisi ve rengi

CHROMagar’ da; hafif veya orta yesil koloniler C. albicans, koyu yesil
koloniler ise C. dubliniensis, beyazimsi simirlari olan. agik giil rengi veya pembe
koloniler C. krusei, koyu mavi ile mavimsi yesil veya metalik mavi koloniler C.
tropicalis ve acik pembe veya eflatun koloniler C. glabrata olarak yorumlanmistir
(Odds ve Bernaerts 1994; Peng ve ark. 2007; Ozcan ve ark. 2010; Messeir ve ark.
2012). Bu besiyerinde izolatlarin 49’ u C. albicans, 45’ i C. glabrata, 4’ i C. krusei, 1’ i
C. dubliniensis olarak tanimlanmistir. Bir izolat ise koloni morfolojisine gore

tanimlanamamustir.
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Sekil 3.9. Y-85 (sag iist), Y-86 (sol iist), Y-87 (sol alt). ve Y-88 (sag alt)
izolatlarimin CHROMagar koloni morfolojisi ve rengi

Calismamizda kullanilan CHROMagar’ da koloni rengine gére C. albicans, C.
krusei ve C. dubliniensis tiirleri kolaylikla tanimlanmistir. Kullanilan standart suslarin
koloni morfolojisi ve renklerine gore C. glabrata izolatlariin identifikasyonu
yapilmigtir. Ancak C. lusitaniae, C. kefyr ve Rhodotorula sp. olarak isimlendirilen

izolatlar CHROMagar’ da tanimlanamamustir.

Brillance Candida Agar ile yapilan identifikasyonda bazi tiirlerin koloni rengine
gore ayrimi yapilamamistir. Bu besiyerinde spesifik koloni rengi géstermeyen 43 izolat
igin diger besiyerlerine bakilarak isimlendirilmeye ¢alisilmistir. Ayrica iki C. glabrata
Brillance Candida Agar’ da C. albicans olarak yanlis tanimlanmis, bir Rhodotorula sp.

izolat1 ise koloni rengine gore identifiye edilememistir.

Kromojenik besiyerlerinden BIGGY Agar ile yapilan identifikasyonda; tiirlerin
ayrimui i¢in koloni renklerinin birbirine ¢ok yakin veya ayni olmasindan dolayr farklh
Candida tiirlerinin ayrimi yapilamamistir. Bu sebeple; ii¢ C. glabrata susu bu
besiyerinde C. tropicalis olarak degerlendirilmis, bir C. lusitaniae izolat1 C. albicans,
bir Rhodotorula sp. izolat1 C. kefyr, bir C. dublinensis susu C. glabrata, bir C. glabrata
izolat1 C. albicans, bir C. albicans izolat1 ise C. glabrata olarak yanlis identifikasyonlari

yapilmustir.
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Candida Ident Agar ile yapilan degerlendirmede baz1 izolatlar koloni
morfolojisine gore yanlis tamimlanmistir. Bes C. kefyr ve bir C. lusitaniae izolat1 C.
glabrata, C. dubliniensis izolat1 C. albicans olarak yanlis degerlendirilmis ve bir

Rhodotorula sp. ise isimlendirilememistir.

Geleneksel yontemlerle yapilan tiim identifikasyon sonuglarma gore
Rhodotorula glutis/mucilaginosa olarak tanimlanan tiir ¢alismadan g¢ikarilmistir. Bu

sebeple diger yontemlerde toplam 99 izolatla caligilmistir.

Izolatlarn hizli identifikasyon testlerinden olan VITEK 2 ID-YST Kart
kullanilarak yapilan tanmimlamalarinda; 49’ u C. albicans, 36’ s1 C. glabrata, 5’ i
C. kefyr, 4’ i C. krusei, 3’ i C. sphaerica, 1’ i C. dubliniensis, 1’ i C. lusitaniae ve 1
izolat ise Rhodotorula glutis/smucilaginosa (Cryptococcus laurentii) olarak

isimlendirilmistir.

Calismamizda germ tiip olusturma 6zelligi, kromojenik besiyerleri ve VITEK 2
ID-YST Kart ile kullanilarak yapilan tanimlamalarda yontemlere bagli olarak bazi
izolatlarin identifikasyonlarinda farkliliklar goriilmiistir. Kromojenik besiyerlerinde
tanimlama koloni rengine bagli oldugundan bazi tiirlerin identifikasyonu
yapilamamaktadir. Misir unlu-tween 80 agar ile VITEK tanimlamasi genellikle
uyumludur. Ancak misir unlu-tween 80 agarda C. glabrata olarak tanimlanan ii¢ izolat
VITEK 2 ID-YST Kkart ile C. sphaerica olarak tanimlanmistir. Bizim sonuglarimizla
uyumlu olarak; Aubertine ve arkadaslart (2006) CHROMagar ve VITEK 2 maya
identifikasyon kartin1 kullanarak yapmis olduklari caligmada, C. glabrata olarak
tanimlanan izolatlarin kart ile C. sphaerica olarak yanlis tanimlandigini ileri

siirmislerdir.
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Tablo 3.1. Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilastirilmasi

. Brillance VITEK 2 ID-YST
Izolat | Germ Cornmeal CHROMagar | i Agar Biggy Candida ID | Olasilik identifikasyon
Tiip Agar Candida Agar Agar (%)
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. (devamm) Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilastiriimast

VITEK 2 ID-YST

Izolat | Germ Cornmeal CHROMagar Cai(rjlil(ljin:z]ar Biggy Candida ID Olasihik identifikasyon
Tiip Agar Candida Agar Agar (%)

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. (devamm) Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilastirilmasi

VITEK 2 ID-YST

Izolat | Germ Cornmeal CHROMagar Cai(rjliiljzn,::ar Biggy Candida ID Olasiik identifikasyon
Tiip Agar Candida Agar Agar (%)

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. (devamm) Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilastirilmasi

VITEK 2 ID-YST

Izolat | Germ Cornmeal CHROMagar Cai(rjlil(lj:ln:;ar Biggy Candida ID Olasihk identifikasyon
Tiip Agar Candida Agar Agar (%)

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. (devamm) Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilastirilmasi

VITEK 2 ID-YST

Izolat | Germ Cornmeal CHROMagar Cai(rjli!:ln,:(;ar Biggy Candida ID Olasihk identifikasyon
Tiip Agar Candida Agar Agar (%)
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
Rhodotorula
Y-75 - Rhodotorula sp. *x *x C. kefyr ** 95 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. (devamm) Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilastiriimast

VITEK 2 ID-YST

Izolat | Germ Cornmeal CHROMagar Cai(rjlil(lj:ln:;ar Biggy Candida ID Olasilik identifikasyon
Tiip Agar Candida Agar Agar (%)

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. (devamm) Geleneksel yontemler ve VITEK 2 identifikasyonlarin karsilagtiriimast

. VITEK 2 ID-YST

iyl Brillance
zolat i i .

Germ Cornmeal CHROMagar Candida Agar Biggy Candida ID Olasilik identifikasyon

Tiip Agar Candida Agar Agar (%)
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

** Tanimlanmamis




3.3. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Klinik o6rneklerden soyutlanan 99 izolatin, MIS (Microbial Identification
System)’in icerdigi veri tabanma goére yag asitleri analizleri yapilmistir. FAME
sonuglarina gore; Y-3 hari¢ tiim izolatlarda, 16:1 Cis 9 (w 7) ve 16:00 yag asitleri
saptanmustir (Tablo 3.2).

Tiim izolatlarda en sik rastlanan diger yag asitleri sirastyla; 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. Izolatlarda tanimlanan ve az rastlanan diger yag asitleri, 20:5 Cis (w3), Sum In
Feature 11, 19:1 TRANS 7 (w 9), 16:0 I1SO, Sum In Feature 9, 18:0 2 OH, 11:0 I1SO
30H, 17:0 I1SO, 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 1SO, 10:00, 14:1 at 9 Position ve 13:0
ISO 3 OH’ dir (Cizelge 3.2).

Y-3 izolatinda belirlenen yag asitleri; 16:0 ISO (%30,46), Sum In Feature 9
(%4,82), diger izolatlardan farkli olarak ise 18:0 ISO (%60,23) ve Unknown 15.665
(%4,49) yag asitleri saptanmistir .
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Tablo 3.2. Izolatlarin FAME analizi sonuclar (%)

. 14:0 Sum In 17:1 Cis 9
fzolat 14:00 Aldehyde 16:1Cis9 (w7) Feature 5 16:00 (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




98

Tablo 3.2. (devamm) [zolatlarin FAME analizi sonuglar: (%)

. 14:0 Sum In 17:1 Cis 9

frolat 14:00 Aldehyde 16:1Cis9 (w7) Feature 5 16:00 (w8) 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. (devam) Izolatlarin FAME analizi sonuclart (%)

. 14:0 Sum In 17:1Cis 9

fzolat 14:00 Aldehyde 16:1Cis9 (w7) Feature 5 16:00 (w8) 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-43 151 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-48 111 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 1,31 191 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. (devamm) [zolatlarin FAME analizi sonuglart (%)

. 14:0 Sum In 17:1Cis 9

fzolat 14:00 Aldehyde 16:1Cis9 (w7) Feature 5 16:00 (w8) 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 57,22 571 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




Tablo 3.2. (devamm) [zolatlarin FAME analizi sonuglart (%)
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. 14:0 Sum In 17:1Cis 9

fzolat 14:00 Aldehyde 16:1Cis9 (w7) Feature 5 16:00 (w8) 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 27,59 571
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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Sekil 3.10. Yag asitleri profillerine gére izolatlar ve standart suslar arasindaki

benzerlik dendrogrami
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Sekil 3.10. (devamm) Yag asitleri profillerine gore izolatlar ve standart suglar

arasindaki benzerlik dendrogrami
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Izolatlarm FAME profilleri gore akrabalik iliskileri cluster analizi ile
belirlenmistir. Olusan dendrograma gore, izolatlar arasindaki Euclidian mesafesi 10 ve
daha altinda olan izolatlarin ayni tiire ait olabilecegi, 6 ve daha altinda olan izolatlarin
tipik olarak ayni alttiir veya biyotip; 2,5 ve daha altinda olan izolatlarin ise ayni strain
olabilecegi seklinde yorumlanmistir (MIDI 2002). Dendrograma karsilagtirma igin
standart suslarinda FAME profilleri eklenmistir. Yapilan diger identifikasyon
yontemlerinde ayni tiir olarak isimlendirilen bazi izolatlar farkli Euclian mesafesine
sahiptir. FAME profillerine gore; diger yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan; Y-6,
Y-28, Y-23 ve Y-62 izolatlar1 dendrograma olduk¢a farklt mesafelerde baglanmistir.
Ayrica ayni grupta bulunan C. albicans suslarina gore Y-48, Y-90, Y-95 ve Y-96
izolatlar1 da farklilik gostermektedir. Diger yontemlerle C. glabrata olarak tanimlanan
tiirlerin cogu yakin Euclidian mesafesinde (10 ve alt1) dendrograma baglanmistir. Ancak
bazi izolatlar Y-18, Y-56 ve Y-34’lin dendrograma olduk¢a uzak mesafede bagli oldugu
goriilmektedir. Y-3 izolati diger C. kefyr ve tiim izolatlardan oldukga uzak mesafede en

dista dendrograma baglanmstir (Sekil 3.10).
3.4. Molekiiler Yontemlerle Identifikasyon
3.4.1. DNA izolasyonu

Izolatlarin DNA izolasyonu yapilmistir. Izole edilen DNA’larin agaroz jelde
varligim gozlemek icin; 3 pul DNA o6rnegi ve 1 pl 6rnek ylikleme boyasi karistirilip
%1°lik agaroz jelde 90 voltta yiiriitilmiistiir. Jel UV transilluminatorde incelenmis ve

goriintiilenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. [zolatlarin DNA izolasyonuna ait jel gériintiisii (M:1 kb Marker)

3.4.2. Gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonu

Izole edilen DNA’ lardan ITS-1 ve ITS-4 primer ¢ifti kullanilarak 1TS1-5.8S-
ITS2 bolgesi yaklasik 500-850 bp boyutunda, NL-1 ve NL-4 primerleri kullanilarak
D1/D2 bolgesi yaklasik 600 bp boyutunda amplifiye edilmistir. PCR’ dan sonra PCR

tiriinlerinin varligin1 gézlemek i¢in her bir 6rnek tiiptinden 5 pl alinmig ve 1ul 6rnek
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yiikkleme boyasi ile karistirilip, %1°lik agaroz jelde 90 voltta yiiriitilmiistiir. Jel UV

transilluminatorde incelenmis ve goriintiilenmistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13).

2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

M 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 A4

2 53 54 55 56 57 58 50 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 T0 Tl

01 92 93 94 95 96 97 938 99 100 M

Sekil 3.12. Izolatlarin ITS1-5.85-ITS2 bolgesinin amplifikasyon iiriinlerine ait jel
gortintiisti (M:1 kb Marker)

94



10 11 12 13 1415 16 17 1819 20 2

M 26 27 28 4 7 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S50 M
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= e e D W S e W

83 84 35 86 87 83 80 00 01 92 93 04 05 06 07 93 99 100 M

Sekil 3.13. [zolatlarin D1/D2 bélgesinin amplifikasyon iiriinlerine ait jel goriintiisii
(M:1 kb Marker)
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3.4.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

ITS1-5.8S-ITS2 ve D1/D2 bolgesi i¢in elde edilen PCR iirtinlerinin restriksiyon

enzim analizleri i¢in Hinf I, Hae 11, Dde | ve Bfal enzimleri kullanilmistir.

Restriksiyon kesimleri sonrasi ornekler %2 lik agaroz jele yiiklenerek
yiritilmistir. Toplam 99 izolatin PCR driinleri restriksiyon enzimleri ile kesilerek
olusan farkli profiller belirlenip gruplandirilmistir. Buna gore farkli profiller gosteren

izolatlarin hangileri oldugu belirlenerek dizi analizi yapilacak izolatlar secilmistir.

Izolatlarin restriksiyon enzim kesimlerine gore bant patternleri; ITS bélgesi igin
Hinf | enzimi 4, Hae 11l enzimi 8, Dde | enzimi 5 ve Bfa | enzimi ile 7 profil elde
edilmistir. D1/D2 bolgesi enzim kesimlerine gore; Hinf | enzimi 10, Hae 11l enzimi 8,

Dde | enzimi 6 ve Bfa | enzimi ile 9 profil belirlenmistir.

Calismamizda ITS ve D1/D2 bolgesi kesimleri sonucunda belirlenen bant
paternlerinde, bazi izolatlarin PCR bant biiyiikliigiinden daha farkli olmasi (=1.650 bp)
genomik DNA’ nin kontaminasyonundan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ayrica
sekillerde kare icine alinan farkli bantlar goézardi edildiginde, belirlenen profil

gruplandirmasini degismemektedir.

Bant profillerine gore, 99 izolattan 18’ 1 dizi analizi yapilmak iizere ayrilmistir.
REA sonrast kesim haritalar1 ve farkli profillere ait jel goriintiileri asagida verilmistir
(Sekil 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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Sekil 3.14. [zolatlarin ITS bolgesi Hinf | enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin

restriksiyon kesim haritast

M 76 77 78 79 80 81 82 83 938 99 100 M

Sekil 3.15. Bazi izolatlarin ITS bélgesi Hinf'| enzim ile kesimi
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Sekil 3.16. Izolatlarin ITS bélgesi Hae W enzimi ile kesim sonrasi elde edilen

paternlerin restriksiyon kesim haritasi

Sekil 3.17. Bazi izolatlarin ITS bolgesi Hae 111 enzim ile kesimi
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Sekil 3.18. Izolatlarin ITS bélgesi Dde | enzimi ile kesim sonrast elde edilen paternlerin

restriksiyon kesim haritast
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Sekil 3.19. Bazi izolatlarin ITS bolgesi Dde | enzim ile kesimi
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Sekil 3.20. [zolatlarin ITS bélgesi Bfa | enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin

restriksiyon kesim haritast
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Sekil 3.21. Baz: izolatlarin ITS bolgesi Bfa | enzim ile kesimi
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Sekil 3.22. Izolatlarin D1/D2 bélgesi Hinf | enzimi ile kesim sonrast elde edilen

paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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Sekil 3.23. Bazi izolatlarin D1/D2 bélgesi Hinf | enzim ile kesimi
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Sekil 3.24. Izolatlarin D1/D2 bélgesi Hae | enzimi ile kesim sonrasi elde edilen

paternlerin restriksiyon kesim haritasi

Sekil 3.25. Bazi izolatlarin D1/D2 bélgesi Hae 111 enzim ile kesimi
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Sekil 3.26. Izolatlarin D1/D2 bélgesi Dde | enzimi ile kesim sonrasi elde edilen

paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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Sekil 3.27. Bazi izolatlarin D1/D2 bélgesi Dde | enzim ile kesimi ve profil numarasi
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Sekil 3.28. Izolatlarin DI1/D2 bélgesi Bfa | enzimi ile kesim sonrasi

paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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Sekil 3.29. Bazi izolatlarin D1/D2 bélgesi Bfa | enzim ile kesimi ve profil numarast
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3.4.4. PCR iiriinlerinden dizi analizi

Restiriksiyon enzim analizleri sonucunda bant profillerine gore toplam 18 izolat
dizi analizine alinmistir. Segilen 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 giftleri (ITS1/ITS4, NL1/NL4) kullanilarak amplifiye edilmis, saflastirma kiti ile
PCR iriinleri saf olarak elde edilmistir. Dizi analizi verileri Blast programi ile
degerlendirilerek her bir izolatin NCBI gen bankasinda benzerlik gosterdigi tiirler

belirlenmistir. Elde edilen dizi analizi bilgileri Tablo 3.3’ te verilmistir.

Tablo 3.3. [zolatlarin dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin NCBI gen bankasi
temsilcileri

Izolat | Dizi Elde Eslesen Baz | NCBI Gen Bankasindaki En Yakin
No Analizinde Edilen Sayisi Karsihg
Kullanilan Dizinin
Primerler Uzunlugu
ITS-1 572 557/570 % 98 KC422406 Candida albicans
ITS-4 781 463/512 %90 FJ697167 Candida albicans
v NL-1 558 557/558 %99 KJ534502 Candida albicans
NL-4 608 577/586 %98 CP017630 Candida albicans
ITS-1 809 651/654 %99 CP015058 Kluyveromyces marxianus
ITS-4 840 550/574 %97 CP015058 Kluyveromyces marxianus
CBS4857
v NL-1 476 4741476 %99 KP268081 Kluyveromyces
marxianus
NL-4 581 566/571 %99 JF715180 Kluyveromyces marxianus
ITS-1 856 844/849 %99 KP764979 Candida glabrata
ITS-4 872 767/795 %96 KP878250 Candida glabrata
Y-15 | NL-1 561 560/560 %100 KF214414 Candida glabrata
NL-4 611 598/603 %99 KP780469 Candida glabrata ATCC
64677
ITS-1 510 504/505 %99 KP675288 Candida albicans
ITS-4 722 491/498 %99 KT271769 Candida albicans
V2 NL-1 519 518/518 %100 KM013367 Candida albicans
NL-4 588 567/578 %98 KM103003 Candida albicans

105



Tablo 3.3. (devam) Izolatlarin dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin NCBI

gen bankasi temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen Baz | NCBI Gen Bankasindaki En Yakin
No Analizinde Edilen Sayis1 Karsihg
Kullanilan Dizinin
Primerler Uzunlugu
ITS-1 512 455/505 %90 KP674551 Candida albicans
ITS-4 432 402/430 %93 KY101888 Candida albicans
Y-32 CBS 2700
NL-1 587 575/576 %99 KJ624050 Candida albicans
NL-4 611 590/595 %99 CP017630 Candida albicans
ITS-1 727 664/673 %99 KP132330 Kluyveromyces
marxianus
ITS-4 697 647/695 %93 KP132330 Kluyveromyces
marxianus
Y-41
NL-1 532 532/532 %100 CP015058 Kluyveromyces
marxianus CBS4857
NL-4 522 522/522 %100 KJ641888 Kluyveromyces
marxianus
ITS-1 589 408/505 %81 KP675000 Candida albicans
ITS-4 504 461/499 %92 GQ280331 Candida albicans
Y-43 | NL-1 560 558/558 %100 KM102992 Candida albicans
NL-4 485 480/485 %99 KY106281 Candida albicans
CBS2689
ITS-1 769 755/769 %98 LT577612 Candida glabrata
ITS-4 549 547/549 %99 KP131705 Candida glabrata
Y-47 | NL-1 568 566/567 %99 KM103014 Candida glabrata
NL-4 598 583/590 %99 KY106479 Candida glabrata
CBS6633
ITS-1 820 811/815 %99 KP131703 Candida glabrata
ITS-4 834 754/769 %98 KY 102104 Candida glabrata
CBS6633
Y-52 | 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. (devam) Izolatlarin dizi analizleri sonras: belirlenen en yakin NCBI

gen bankasi temsilcileri

izolat | Dizi Elde Eslesen Baz | NCBI Gen Bankasindaki En Yakin
No Analizinde | Edilen Sayisi Karsihg:
Kullanilan Dizinin
Primerler Uzunlugu
ITS-1 514 509/513 %99 KP131669 Candida albicans
ITS-4 501 496/499 %99 KY101918 Candida albicans
v CBS6426
NL-4 514 504/514 %98 KF214323 Candida albicans
ITS-1 490 425/500 %85 KX426345 Clavispora lusitaniae
ITS-4 561 316/324 %98 KC254018 Clavispora lusitaniae
Y-63 | NL-1 484 478/484 %99 KY106936 Clavispora lusitaniae
CBS5094
NL-4 555 529/533 %99 DQ377645 Clavispora lusitaniae
ITS-1 782 7771782 %99 LC042132 Candida glabrata
ITS-4 599 596/600 %99 LC042132 Candida glabrata
Y-70 | NL-1 558 556/556 %100 EF690394 Candida glabrata
NL-4 558 558/558 %100 KY106479 Candida glabrata
CBS6633
ITS-1 613 607/612 %99 KJ706301 Pichia kudriavzevii
ITS-4 474 474474 %100 KY104587 Pichia kudriavzevii
CBS2053
v NL-1 551 550/551 %99 LC177056 Pichia kudriavzevii
NL-4 542 542/542 %100 KY108856 Pichia kudriavzevii
CBS7322
ITS-1 907 799/808 %99 AM492797 Candida glabrata
ITS-4 751 700/724 %97 KY102104 Candida glabrata
CBS6633
Y-81 | 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. (devam) Izolatlarin dizi analizleri

bankasi temsilcileri

sonrast belirlenen en yakin NCBI gen

izolat | Dizi Elde Eslesen Baz | NCBI Gen Bankasindaki En Yakin
No Analizinde | Edilen Sayisi Karsihg:
Kullanilan Dizinin
Primerler Uzunlugu
ITS-1 631 607/630 %96 GU199447 Candida glabrata
ITS-4 618 561/591 %95 GU199447 Candida glabrata
Y-88 | NL-1 569 568/568 %100 KM103026 Candida glabrata
NL-4 607 598/602 %99 KY106476 Candida glabrata
CBS863
ITS-4 532 484/505 %96 GQ280331 Candida albicans
Y-90 | NL-1 558 557/558 %99 KT718064 Candida albicans
NL-4 584 569/573 %98 KT718064 Candida albicans
ITS-1 655 631/661 % 95 KJ706301 Pichia kudriavzevii
ITS-4 486 460/486 %95 KX015901 Pichia kudriavzevii
v.o1 NL-1 545 545/545 %100 KY108855 Pichia kudriavzevii
CBS6799
NL-4 540 540/540 %99 KY 108856 Pichia kudriavzevii
CBS7322
ITS-1 828 807/826 %98 GQ376081 Candida glabrata
- ITS-4 686 659/674 %98 KP675674 Candida glabrata
NL-4 593 573/583 %98 KY 106477 Candida glabrata
CBS860

3.4.5. Gen dizilerinin filogenetik analizi

Secilen 18 izolatin ITS bolgesi ve D1/D2 bolgesine ait dizi bilgileri kullanilarak

elde edilen filogenetik agaclar1 Sekil 3.30 ve 3.31° de belirtilmistir.
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29p= Candida glabrata 1-94

kX Candida glabrata T-88

18} Condida glabrata 147

Candida glabrata CBS 138 T (K¥102103)
Candida glabrata J-81

Candida glabrata Y-15

76 25| Candida glabrata ¥-52

L Candida glabrata ¥-70

Kluyveromyees marxianus (C, kefyr) I-3

100

Klugyveromyees marxianus (C. kefyr) 141

Kluyveromyees marxianus CBS 712 T (NR_111251)

00 p= Candida albieans 42
_l-_ Candida albicans Y-90

Candida albicans Y-61

73
100

100

47 Candida albicans -23
Candida albicans ATCC 18804 T (HQ876043)
Candida albicans ¥-1

Candida albicans ¥-32
e [ 551K OFientalis (C. krusei) Y-91
™ Issatchenkin orientalis (C, kruset) Y-79
59 Issatchenkia orientalis ATCC 24210 T (AT939808)
81 VPichia kudriavievii ATCC 6258 T (NR_131313)
— Clavispora lusitaniae (C. lusitaniee) 1-63
100 | - Clavispora lusitanine CBS 6936 T (K1102562)

Schizosaccharomyces pombe ATCC 38366 (NR_121563)

——
0.05

Sekil 3.30. zolatlarin ITS bélgesi dizilerine dayali filogenetik iliskilerinin belirlenmesi:
Tamura-Nei modeline dayali Neighbor Joining yontemi, Bootstrap 1,000. Dis grup:

Schizosaccharomyces pompe (NR_121563).
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= Candida glabrata ¥-94
Candida glabrata Y-81
Candida glabrata J-70
Candida glabrata 1-32

Candida glabrata Y47
100

Candida glabrata I-15

. Candida glabrata 1-88

L. Candida glabrata ATCC 2001 T (1Q070154)

Kluyveromyces marxianus CBS 712 T (A¥497692)

54 _| Kluyveromyces marxianus (C. kefyr) -3
— 99 1 Kluyveromyces marxianus (C, kefyr) 141
8y Candida albieans 1-23

-I Candida albicans Y43

Candida albicans ATCC 18804 T (HQ876051)
100} candida albicans ¥-1

Candida albicans 1-32
45
Candida albicans I-90

Candida albicans J-61

Issatchenkia orientalis (C, krusel) I-79
|Issm'henkia orientalis (C. krusei) 1-91

100 | fssatchenkia orientalis CBS 373 T (4Y497684)

Pichia kudriavzevii ATCC 6238 T (KC601834)

[ Clasispora Lusitaniae (C: usitaniae) 1-63

100 k Clavispora lusitaniae CES 6936 T (41497690)
Schizosaccharomyces pombe NRRL 112706 T (EF550348)

0.02

Sekil 3.31. Izolatlarin DI/D2 bélgesi dizilerine dayali filogenetik iliskilerinin
belirlenmesi: Tamura-Nei modeline dayali Neighbor Joining ydntemi, Bootstrap
1,000. Dis grup: Schizosaccharomyces pompe (EF550348).
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3.5. Antifungal Duyarhlk Testleri Sonuclar:

Izolatlarin antifungal duyarliliklari, mikrodiliisyon ydntemi (MDY) ve VITEK
AST-YS06 antifungal duyarlilik karti kullanilarak belirlenmistir. Amfoterisin B,
flusitozin, kaspofungin, flukonazol ve vorikonazol’ iin MIK degerleri Tablo 3.4° te

verilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi ve VITEK ile izolatlarin antifungallere kars1 MIiK
degerleri belirlenmistir. Calismamizda amfoterisin B i¢gin MDY MIK aralig:
0,125-1 pg/ml VITEK MIK araligi: 0,5-1 pg/ml olarak saptanmustir. Sonuglarin
birbirleriyle uyumlu oldugu ve tiim izolatlarin MIiK degerlerinin goreceli olarak diisiik
oldugu tespit edilmistir. Flusitozin MIK araliklar1 sirastyla 0,125-4 pg/ml ve < 1- 4
pug/ml olarak belirlenmis ve CLSI M27-S3 kriterlerine gore tiim izolatlarin duyarl
oldugu goriilmiistiir. Kaspofungin MiK degerleri MDY ile 0,125-1 pg/ml, VITEK ile
tiim izolatlarin MIK degerleri < 0,25 pg/ml olarak saptanmistir ve CLSI” ya gore MIK
diren¢ smir1 < 2 pg/ml oldugundan izolatlarin hepsi duyarli bulunmustur. Azol grubu
antifungallerden flukonazol ve vorikonazole karsi MIK degerleri belirlenmistir.
Flukonazol icin sirastyla MIK arahigi: 0,125-64 pg/ml ve < 1- > 64 pg/ml oldugu
goriilmistiir. C. krusei suslarmin flukonazole dogal direngli olmalarindan dolay:r 4
izolatta (Y-49, Y-79, Y-86, Y-91) direng ve bir C. glabrata izolatinda (Y-97) direng
saptanmigtir. CLSI kriterlerine gore C. glabrata izolatlarinin flukonazol duyarliliginda
MIK < 32 ug/ml olan suslarda doza bagimli duyarhilik (S-DD)  bildirilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple ¢alismamizda 35 C. glabrata izolatinin duyarliligt S-DD
olarak belirlenmistir. Vorikonazol MIK araligt MDY igin 0,0313-1 pg/ml, VITEK i¢in
< 0,12- 1 pg/ml olarak saptanmis ve tiim izolatlarin duyarli oldugu goriilmiistiir.
Sonuglarimiza gore, Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yapilan antifungal duyarlilik
testi sonuglar1 ile otomatize sistemle yapilan antifungal duyarlilik (VITEK) sonuglari
karsilagtirildiginda antifungallerin duyarliliklari agisindan uyumlu bulunmustur, ancak

baz1 antifungallerde MDY MIK degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

111



AN}

Tablo 3.4. Antifungallere karsi izolatlarin MIK degerleri (ug/ml)

) Amfoterisin B Flusitozin Kaspofungin Flukonazol Vorikonazol
{zolatlar MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK2 | MDY | VITEK2 | 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 <l 0,0625 <0,12
Y-4 0,5 1 0,125 <1 0,125 <0,25 1 <l 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 <l 0,0313 <0,12
Y-7 0,125 0,5 0,125 <1 0,25 <0,25 1 <l 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 <l 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 <l 0,0625 <0,12
Y-13 0,25 0,5 0,125 <1 0,125 <0,25 1 <l 0,0625 <0,12
Y-14 0,25 0,5 0,125 <1 0,125 <0,25 1 <l 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 <l 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




Tablo 3.4. (devam) Antifungallere karsi izolatlarin MIK degerleri (ug/ml)

ETT

. Amfoterisin B Flusitozin Kaspofungin Flukonazol Vorikonazol
fzolatlar MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK2 | MDY VITEK 2 MDY VITEK 2
Y-21 1 1 0,125 <l 0,25 <0,25 1 <l 0,0313 <0,12
Y-22 0,5 0,5 1 <l 0,25 <0,25 1 <l 0,0313 <0,12
Y-23 0,25 0,5 0,125 <l 0,125 <0,25 0,25 <l 0,0625 <0,12
Y-24 0,25 0,5 0,125 <l 0,5 <0,25 4 4 0,25 <0,12
Y-25 0,25 0,5 0,125 <l 0,5 <0,25 8 4 0,25 <0,12
Y-26 0,5 1 0,125 <l 0,125 <0,25 0,25 <l 0,0313 <0,12
Y-27 0,5 1 0,125 <l 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 <l 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 <l 0,5 <0,25 4 4 0,125 <0,12
Y-34 0,5 1 0,125 <l 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 <l 0,5 <0,25 2 2 0,25 <0,12




Tablo 3.4. (devam) Antifungallere karsi izolatlarin MIK degerleri (ug/ml)

Vit

) Amfoterisin B Flusitozin Kaspofungin Flukonazol Vorikonazol
{zolatlar MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK2 | MDY | VITEK2 | 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 <l 0,25 <0,12
Y-43 0,25 0,5 0,25 <1 0,25 <0,25 0,5 <l 0,125 <0,12
Y-44 0,25 1 0,125 <1 0,25 <0,25 0,25 <l 0,0625 <0,12
Y-45 0,25 1 0,125 <1 0,25 <0,25 0,5 <l 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 <l 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 <l 0,0625 <0,12
Y-59 0,25 0,5 0,5 <1 0,125 <0,25 0,5 <l 0,0625 <0,12
Y-60 0,125 1 0,125 <1 0,125 <0,25 0,25 <1 0,0313 <0,12




qT1

Tablo 3.4. (devam) Antifungallere karsi izolatlarin MIK degerleri (ug/ml)

) Amfoterisin B Flusitozin Kaspofungin Flukonazol Vorikonazol
{zolatlar MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK2 | MDY | VITEK2 | MDY | VITEK?2
Y-61 0,25 1 0,125 <1 0,125 <0,25 0,25 <l 0,125 <0,12
Y-62 0,25 0,5 0,125 <1 0,125 <0,25 0,5 <l 0,0313 <0,12
Y-63 0,125 0,5 0,125 <1 0,5 <0,25 1 <l 0,0313 <0,12
Y-64 0,25 1 0,125 <1 0,125 <0,25 0,25 <l 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 0,5 <0,25 16 8 0,25 <0,12
Y-80 0,25 1 0,125 <1 0,25 <0,25 1 <l 0,125 <0,12
Y-81 0,25 1 0,125 <1 0,25 <0,25 4 4 0,25 <0,12




Tablo 3.4. (devam) Antifungallere karsi izolatlarin MIK degerleri (ug/ml)

oT1

) Amfoterisin B Flusitozin Kaspofungin Flukonazol Vorikonazol
{zolatlar MDY VITEK 2 MDY VITEK 2 MDY VITEK2 | MDY | VITEK2 | 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 <l 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 <l 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 <l 0,0313 <0,12




4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Mantar infeksiyonu etkeni olarak yaygin olarak tanimlanan Candida tiirleri,
yagsami1 olumsuz etkileyen mukokutanoz hastaliklara neden olmaktadir (Richards ve ark.
2000). Candida tiirleri deri, gastrointestinal ve tirogenital sistemde kolonize olabilmekte
olup, en fazla infeksiyona neden olan tiir C. albicans’ tir. non- C. albicans tiirleri de
mukokutandz yiizeylerde kolonize olarak firsat¢i patojen Ozellik gostermektedirler.
Candida infeksiyonlarnin patogenezi ve prognozu konak immiin durumundan
etkilenmekte ve hastalik olusumlarinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple
tan1 ve tedavi segenekleri hastaya gore degismektedir (Sobel 2006).

Mukokutandz kandidoz; tirogenital ve nongenital yiizeyel mantar infeksiyonlari
olarak smiflandirilabilir. Urogenital kandidozun en sik rastlanilan bulgulari; kandidiiri,
kadinlarda vulvovajinal kandidoz (VVK), erkeklerde balanit ve balanopostit olarak
goriilmektedir. Bu  hastaliklar;  bagisikligi  baskilanmis  hastalarin ~ yanisira
immiinokompetan gibi farkli populasyonlarda da oldukg¢a yaygindir. VVK ¢ogunlukla
saglikli kadinlar1 etkilemekle birlikte, kandidiiri genellikle bagisikligi baskilanmis
hastalarda veya yenidoganlarda karsimiza ¢ikmaktadir (Sobel ve ark. 1998).

Kadnlarda vulvovajinal kandidoz (VVK) olduk¢a yaygin oldugundan, tim
kadinlarin %75 inin  hayatlarmin  bir doneminde bu infeksiyonu gegirdikleri
saptanmigtir (McCormack ve ark. 1994). Kadmlarin ¢ogunda dogum sonrasinda en az
bir kere VVK tanisi konulmaktadir. Hastalarin biiyiik bir kismi uygun tedaviyle
iyilesmekte iken, hastalarin %5’ inde infeksiyon kronik bir hal alarak tekrarlayan vajinit
ataklar1 goriilmektedir. Bu durum tekrarlayan VVK olarak adlandirilmakta, son bir yil
icerisinde en az 4 kez mikolojik olarak ispatlanmis kandidal vajinit tablosunun

goriilmesi seklinde tanimlanmaktadir. (Trama ve ark. 2005; Moreira ve Paula 2006).

Candida’ larin normal vajen florasinda da bulunmalari nedeniyle patojen ve
nonpatojen ayiriminin yapilmasi gerekmektedir. Kiiltiirden izole edilen Candida’ larin
klinik olarak anlam ifade edebilmesi i¢in, hastada klinik bulgularin olmasi veya alinan
ornekten izole edilen Candida’ lar tiir diizeyinde tanimlanmalidir. Tiir diizeyindeki
tanimlama tedaviye yanitin izlenmesinde ve klinik relapslarin degerlendirilmesinde de

yararli olmaktadir (Murray ve ark. 2014).
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Geleneksel olarak Candida’ larin identifikasyonu makroskopik ve mikroskopik
Ozelliklerine gore yapilmaktadir. Ayrica tiir diizeyinde identifikasyon i¢in biyokimyasal
testlerde kullanilmaktadir. Morfolojik karakterleri olarak; hiicre biliytikligli ve sekli,
koloni rengi ve goriiniimii, hif ve/veya pseudohif liretimi, germ tiip veya klamidospor
olusturma yetenekleri gibi Ozelliklerine bakilmakta; biyokimyasal testlerde ise;
karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu, iire hidrolizi ve nitrat asimilasyonu

degerlendirilmektedir (Koneman ve ark. 1997).

Germ tiip testi; Candida’ larin identifikasyonunda kullanilan oldukga degerli ve
basit testlerden biridir. C. albicans’ in diger Candida’ lardan ayrilmasini saglayan, hizli
sonug¢ veren ve uygulamasi kolay olan bir testtir. Ancak C. albicans izolatlarinin
hepsinde pozitif olmayip yalanct pozitiflik de olusabilmektedir. ~ C. albicans
kokenlerinin %95-97’ si germ tiip olusturmaktadir (Helvaci ve ark. 1992).

Gelencksel yontemlerden olan; musir unlu (Corn meal) -tween 80 agar da
Candida’ larin hif, pseudohif, blastospor ve klamidospor iiretme 6zellikleri mikroskopik
olarak degerlendirilerek tamimlama yapilmaktadir (Koneman ve ark. 1997).
Calismamizda; 100 maya izolatinin germ tiip olusturma 6zelligi degerlendirildiginde;
49’ u C. albicans, 51’ i ise non- C. albicans olarak saptanmustir. Izolatlarin misir unlu-
tween 80 agardaki morfolojilerine gore; 49’ u C. albicans, 39’ u C. glabrata, 5’ i
C. kefyr, 4’ i C. krusei, 1’ i C. lusitaniae, 1’i C. dubliniensis ve 1’i Rhodotorula sp.

olarak tanimlanmustir.

Candida tiirlerinin ¢ogu SDA’ da krem rengi koloniler olusturmaktadir. Koloni
rengi konvansiyonel olarak kullanilan besiyerlerinde ayirt edilememektedir. Candida
tirlerinin farkli renkte koloniler olusturdugu besiyerleri bulunmaktadir: Albicans 1D
(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, Ingiltere),
Fluoroplate Candida (Merck, Almanya), Fungiscreen 4H (Sanofi Diagnostics Pasteur),
Murex Candida albicans (Murex Diagnostics, A.B.D.), Brillance Candida Agar (Oxoid,
Basingstoke, Ingiltere). Yapilan ¢alismalarda mayalarin identifikasyonunda kullanilan,

kromojenik besiyerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikklerinin yiiksek oldugu bildirilmektedir
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(Freydiere ve ark. 1997; Ellepola ve Morrison 2005). Besiyerlerinde olusan farkli renk
ve koloni morfolojileri sayesinde organizmalar tiir diizeyinde tanimlanabilmekte ve ayni
zamanda klinik 6rnekte bulunabilecek farkli tiirlerin belirlenmesinde de kolaylik
saglamaktadir. Giiniimiizde degisik kromojenik besiyerlerinin karsilastirilmasiyla ilgili

bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

Pfaller ve arkadaslar1 (1996) klinik 6rneklerden izole edilen toplam 316 izolat
Sabouraud glukoz agar (kloramfenikol ve gentamisinli) ve CHROMagar Candida
besiyerinde degerlendirmistir. C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei’ nin koloni rengi
ve morfolojisine gore %95 oraninda dogru olarak tanimlandigini, C. glabrata’ nmn

identifikasyonunda da giivenilir sonuglar elde ettiklerini ileri stirmiiglerdir.

Houang ve arkadaslart (1997), 1784 vajinal siiriintii 6rnegini ile yaptiklari
calismada; SDA besiyerinde 373 ve CHROMagar Candida’ da 368 ornekte pozitif
sonu¢ elde etmislerdir. Bu besiyerinin C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei
izolatlarinin hepsini, C. glabrata tirlerinin ise %82’ sini dogru tanimladigini

saptamislardir.

Candida ID ve CHROMagar Candida besiyerleri ile yapilan bir ¢aligmada, C.
albicans igin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda sirasiyla duyarliligi %96,8 ve %49,6; 48
saatlik inkiibasyondan sonra %99,7 ve %98.,9; 72 saatlik inkiibasyon sonrasi her ikKi
besiyerininde duyarlilifi %100 olarak belirlemislerdir. Ozellikle C. albicans
izolatlarinin Candida ID ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda tanimlanabildigini

vurgulamiglardir (Willinger ve ark. 2001).

Cooke ve arkadaslarinin (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada; C. tropicalis, C. kefyr,
C. lusitaniae, C. guilliermondii tiirlerinin tanimlanmasinda Candida ID agarin
duyarliligmm  %94,7, oOzgilligini %93,8 olarak tespit etmislerdir. Ayrica
CHROMagar’ a gore daha kisa inkiibasyon siiresinde (24 saat) koloni renklerinin ayrim

sagladigini belirtmislerdir.

Calismamizda Candida ID besiyerinde toplam 100 izolatin; 50° si C. albicans,

45’ i C. glabrata, 4’ ii C. krusei olarak tanimlanmis, renk farkliligindan dolay1 bir izolat

isimlendirilememistir. Candida Ident Agar ile yapilan degerlendirmede bazi izolatlar

koloni morfolojisine gore yanlis tanimlanmistir. Bes C. kefyr ve bir C. lusitaniae izolati
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C. glabrata; C. dubliniensis izolat1 C. albicans olarak yanlis degerlendirilmis ve bir
Rhodotorula sp. ise isimlendirilememistir. Sonuglarimiza gore Candida ID agarin C.
albicans izolatlarinin kisa inkiibasyon siiresi sonunda tanimlamada kullanilabilecegi,

yapilan diger ¢alismalarla benzerlik géstermektedir.

Yiicesoy ve Marol (2003) maya tiirlerini CHROMagar Candida ve BIGGY agar’
la tanimlamaya calismislardir. CHROMagar Candida besiyerinin C. albicans igin
duyarliligini %99,4, BIGGY agar’ in %87; ozgilligi ise sirasiyla %100 ve %75,2
olarak tespit etmislerdir. C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei izolatlar1 igin
CHROMagar Candida besiyerinde duyarliligi  %90,9-100, ozgilligii %100;
C. tropicalis ve C. krusei izolatlar i¢cin BIGGY agar duyarliligint %66.6-100, 6zgtlligii
ise %95,4-100 olarak bildirmiglerdirr. CHROMagar’ m o&zellikle C. albicans,
C. tropicalis ve C. krusei’ yi dogru tanimladigini, BIGGY agarin ise diisiik duyarlilik ve

ozgilligiinden dolay1 identifikasyonda kullaniminin sinirli oldugunu ileri siirmiislerdir.

Yiicesoy ve arkadasglar1 (2005) farkli kromojenik besiyerleri kullanarak Candida
izolatlarii tanimlamaya calismislardir. CHROMagar’ i C. albicans, C. tropicalis,
C. krusei ve C. glabrata’ y1 belirlemede, Albicans ID,’ nin ise C. albicans’ 1
tanimlamada giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini vurgulamislardir. BIGGY agarin
ise; koyu kahverengi koloniler olusturan C. krusei tiiriinii tanimlamada %100 duyarli
oldugunu saptamislardir. BIGGY agar ile yapilan diger c¢aligmalarda; bazi tiirlerin
tanimlanmasinda yetersiz oldugu; ancak C. albicans, C. glabrata’ nin koloni rengine
bakilarak ayirt edilebilecegini ve C. kefyr identifikasyonunda basarili oldugunu ileri
siirmiislerdir (Kalkanci ve ark. 1999; Aktas ve ark. 2001; ilkit ve ark. 2007).

Daef ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 bir calismada;, CHROMagar
Candida’ nin birgok Candida tiiriiniin (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis ve C. krusei) identifikasyonu i¢in kolay ve dogru bir yontem oldugunu
belirtmislerdir. BIGGY agarda; C. albicans ve C. tropicalis’ in koloni rengi ayriminin

oldukga zor oldugunu, C. glabrata suslarinin ayirt edilebildigini tespit etmislerdir.

Calismamizda BIGGY agardaki koloni renklerine gore; 50° si C. albicans, 37 si
C. glabrata, 6 s1 C. kefyr, 4’ i C. krusei, 3’ ii C. tropicalis olarak isimlendirilmistir.
Kromojenik besiyerlerinden BIGGY Agar ile yapilan identifikasyonda; tiirlerin ayrimi
icin koloni renklerinin birbirine ¢ok yakin veya ayni olmasindan dolayr farkli Candida
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tirlerinin ayrimi1 yapilamamistir. Bu sebeple; ti¢ C. glabrata susu bu besiyerinde C.
tropicalis olarak degerlendirilmis, bir C. lusitaniae izolat1 C. albicans, bir Rhodotorula
sp. izolat1 C. kefyr, bir C. dublinensis susu C. glabrata, bir C. glabrata izolati C.
albicans, bir C. albicans izolati ise C. glabrata olarak yanlis identifikasyonlari
yapilmistir. Sonuglarimizin literatiir sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmiis; C. albicans,
C. krusei, C. kefyr suslarinin identifikasyonunda basarili oldugu saptanmis ve BIGGY

agarin C. glabrata izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA) ve CHROMagar Candida Agar’ in
Candida tiirleri tanimlanmasinin karsilastirildigi bir ¢alismada; 48 saatlik inkiibasyon
sonunda C. albicans i¢in OCCA besiyerinin duyarliliginin %96,6 6zgilliigiiniin %100
oldugunu gostermislerdir. OCCA’ nin C. tropicalis ve C. krusei suslarini dogru
identifiye ettigini saptamislardir. OCCA besiyerinin, CHROMagar gibi Candida
gelismesinde  etkili  oldugunu sonucglarin  yorumlanmasimnin  kolay oldugunu

vurgulamislardir (Baixench ve ark. 2006).

Ghelardi ve arkadaslarinin (2008), Chromogenic Candida Agar (CCA-Oxoid)’da
kan kiilttirlerinden soyutlanan patojenik maya tiirlerinin primer kiiltiirlerdeki farkliligini
karsilastirmislardir. Bunun i¢in, kan kiiltiirleri hem SDA’ ya hem de CCA’ ya ekim
yapilmistir. SDA’ dan izole edilip CCA’ ya aktarilan ve direk CCA’ ya ekilen
orneklerin identifikasyonunda farklilik olmadigin1 ve CCA’ nin primer kiiltiir besiyeri
olarak kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. CCA’nin C. albicans, C. tropicalis, C.
krusei, C. guilliermondii, S. cerevisiae, T. mucoides ve G. capitatum tiirlerinin
identifikasyonu i¢in duyarlilik ve 6zgiilliigliniin %99,4 olmasina ragmen; kandidozda
yaygin olarak etken olan C. glabrata ve C. parapsilosis tiirlerinin ayrimini

yapamadigini belirtmislerdir.

CHROMagar Candida ve OCCA besiyerinin karsilastirildigi bir calisma da;
OCCA’ nin C. albicans ve birden fazla tiiriin bulundugu popiilasyonlarin ayrimida
daha etkili ve giivenilir oldugu; CHROMagar’ 1n ise C. krusei ve C. tropicalis

identifikasyonunda daha iyi oldugu vurgulanmislardir (Ozcan ve ark. 2010).

Arastirmamizda CHROM agar Candida besiyerinde izolatlarin 49” u C. albicans,

45’1 C. glabrata, 4’ i C. krusei, 1’ i C. dubliniensis olarak tanimlanmistir. Bir izolat

(Y-75) ise koloni morfolojisine gore isimlendirilememistir. Calismamizda kullanilan
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CHROMagar’ da koloni rengine gore C. albicans, C. krusei ve C. dubliniensis tiirleri
kolaylikla tanimlanmigtir. Kullanilan standart suslarin koloni morfolojisi ve renklerine
gore C. glabrata izolatlariin da identifikasyonu yapilmistir. Ancak C. lusitaniae, C.
kefyr ve Rhodotorula sp. olarak isimlendirilen izolatlar CHROMagar’ da identifiye
edilememistir. Calismamizda elde edilen verilerin, daha Once yapilan c¢alismalarin
sonuglariyla olduk¢a uyumlu oldugu ve literatiirde de belirtildigi gibi CHROMagar’ 1n

referans besiyeri olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda Brillance Candida Agar (OCCA)’ da koloni renk ve
morfolojilerine gore; 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
tanimlanmig, bir izolatin ise renk farklilifindan dolay1r koloni morfolojisine gore
tanimlamas1  yapilamamistir.  Brillance Candida Agar (OCCA) ile yapilan
identifikasyonda bazi tiirlerin koloni rengine gore ayrimi yapilamamistir. Bu
besiyerinde spesifik koloni rengi gostermeyen 43 izolat i¢in diger besiyerlerine
bakilarak isimlendirilmeye gidilmistir. Ayrica iki C. glabrata Brillance Candida Agar’
da C. albicans olarak yanlis tanimlanmis, bir Rhodotorula sp. izolat1 ise koloni rengine
gore identifiye edilememistir. Sonuglarimiz; Baixench ve ark. 2006; Ghelardi ve ark.
2008; Ozcan ve ark. 2010 yaptiklar1 caligmalarla karsilastirildiginda C. albicans, C.
dubliniensis ve C. krusei’ nin dogru sekilde identifikasyonunun yapilabildigini; C.

glabrata i¢in farkli besiyerlerinin de kullanilmasi gerektigini gostermistir.

Gilinlimiizde mikoloji laboratuarlarinda standart identifikasyon yontemlerinin
yerine, asimilasyon esasina dayanan, 4-72 saat gibi kisa siirelerde sonu¢ veren ve daha
kolay uygulanabilen maya identifikasyon Kitleri tercih edilmektedir. Bu kitler hem sik
bulunan hem de az rastlanan tiirlerin identifikasyonunda kullanilmaktadir. APl 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), APl ID 32C (Biomerieux-Fransa), Auxacolor (Biorad-
Fransa), APl Candida (Biomerieux-Fransa), RapID Yeast Plus (Innovative Diagnostic-
ABD) ve VITEK 2 ID-YST (Biomerieux-Fransa) bunlardan bazilaridir. Bu kitlerde
Candida tiirlerinin identifikasyonu asimilasyon/fermentasyon 6zelliklerine gore
yapilmaktadir. API ID 32C, VITEK YBC ve VITEK 2 ID-YST otomatize olarak
yorumlanan sistemlerdir (Pincus ve ark. 2007).
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Giliniimiizde VITEK 2 ve diger identifikasyon yontemlerini karsilastiran birgok
calisma yapilmistir. Aragtirmalarda; mayalar i¢in dogru tanimlama oran1 %84-94, yanls
identifikasyon orani ise %0,9-2,7 arasinda degismektedir. VITEK 2 ile o6zellikle
C. glabrata izolatlarinin yanlis tanimlanabilecegi ileri stiriilmustiir (Graf ve ark. 2000;
Loiez ve ark. 2006; Aubertine ve ark. 2006; Meurman ve ark. 2006; Hata ve ark. 2007).

Graf ve arkadaslar1 (2000), VITEK 2 ID-YST kart ve ID32C strip ile maya ve
maya benzeri organizmalarin tanimlanmasinda, VITEK 2 sisteminin %96,3 oraninda
dogru identifikasyon gerceklestirdigini one siirmiiglerdir. Ayrica C. guilliermondii ve
C. lusitaniae tiirlerini tanimlamada problemli oldugunu, mevcut veri tabani ile

C. inconspicua ve C. norvegensis’ i ayirramadigini belirtmislerdir.

Bagka bir ¢alismada, VITEK 2 YST ve ID-YST kart, CHROMagar ve APl 20C
testleri Candida tiirlerinin idendifikasyonunda Kkarsilastirilmistir. CHROMagar’ da
geligen izolatlardan Vitek 2 ID-YST kartla yapilan identifikasyonda dogruluk oraninin
(%99) daha yiiksek oldugunu saptamislardir. C. glabrata tiiriinii C. sphaerica olarak
yanlis isimlendirdigini ve ¢ok nadir izole edilen tiirlerin identifikasyonun dogrulanmasi

gerektigini vurgulamiglardir (Aubertine ve ark. 2006).

Meurman ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada baska testler yaparak da
dogruladiklar: izolatlarda; VITEK 2’ nin dogru olarak tanimlama oraninin %94 oldugu;
C. guillermondii susunu C. parapisilosis, C. zeylanoides susunu C. famata/ C. valida,
bir Trichosporon spp.” yi Cryptococcus humicolus olarak toplam ii¢ susu yanlig

tanimladigini (%1,8) ileri siirmiislerdir.

VITEK 2 sistemle yapilan baska bir ¢alisma da; YST kartin C. glabrata
izolatlarim1 %86,6, C. albicans izolatlarin1 %100 ve diger Candida spp.’ lerin %88,2
oraninda dogru identifikasyonunu yaptigim1 saptamislardir. Calismanin sonucunda;
Candida tiirlerinin VITEK 2 YST Kkart ile %91,1 dogrulukta tanimlandigini
belirtmislerdir (Vijgen ve ark. 2011).

CHROMagar ve VITEK 2’ nin karsilastirildig1 bir ¢alismada; patojen mayalarin
teshis icin erken tamimlanmasi gerektigi, CHROMagarin mayalarin hizli olarak
taranmasinda kullanilabilecegi ama identifikasyonun zaman alict1 (en az 48 saat)

oldugunu bildirmiglerdir. VITEK 2’ nin tamimlamada hizli oldugunu ancak
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konvansiyonel metodlarla birlikte ¢alisilmasi gerektigini belirtmiglerdir (Mathur ve ark.
2014).

Izolatlarimizin hizli identifikasyon testlerinden olan VITEK 2 ID-YST Kart
kullanilarak yapilan tamimlamalarinda; 49’ u C. albicans, 36° s1 C. glabrata, 5’ i
C. kefyr, 4’ i C. krusei, 3’ii C. sphaerica, 1’ i C. dubliniensis, 1’i C. lusitaniae ve 1
izolat ise Rhodotorula glutis/mucilaginosa (Cryptococcus laurentii) olarak

isimlendirilmistir.

Calismamizda germ tiip olusturma 6zelligi, hif, blastospor, klamidospor yapimi,
kromojenik besiyerleri ve VITEK 2 ID-YST Kkart ile kullanilarak yapilan
tanimlamalarda yoOntemlere bagli olarak bazi izolatlarin identifikasyonlarinda
farkliliklar goriilmiistiir. Kromojenik besiyerlerinde tanimlama koloni rengine bagl
oldugundan baz tiirlerin identifikasyonu yapilamamaktadir. Misir unlu-tween 80 agar
ile VITEK 2 tanimlamasi (%97) genellikle uyumludur. Besiyerleri ile C. glabrata
olarak tanimlanan tii¢ izolat VITEK 2 ID-YST Kkart ile C. sphaerica olarak
tanimlanmistir. Yapilan diger caligmalarla benzer olarak izolatlarimizin VITEK 2 ile

yanlig tanimlanabilecegi ve bu oranin %3 oldugu saptanmuistir.

Glinlimiizde mayalarin  identifikasyonu i¢cin  geleneksel  ydntemlerin
kullanilmasimin yanisira bunlarin eksikliklerine yonelik metodlarin gelistirilmesi i¢in
arastirmalar  yapilmaktadir.  Tirlerin  ayriminin  yapilmast i¢in  yag asidi
kompozisyonlarinin kullanimi iizerine yapilan c¢aligmalar mevcuttur (Kock ve ark.
1985; Viljoen ve ark. 1986). Yapilan ¢alismalarda hiicrenin gaz kromatografisiyle
cikarilan FAME profillerinin, klinik ve endiistri alanlarinda 6nemli maya tiirlerinin
identifikasyonu i¢in hizli ve giivenilir oldugu kanitlanmistir (Botha ve Koch 1993;
Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).

FAME analizinde kullanilan MIS (Microbial ldentification System) programu;
yag asitlerini, mikroorganizmalarin yag asiti metil esterlerini nicelendirme ve
identifikasyonunu analiz edebilmektedir. Kiitiiphanesinde bulunan veritabaniyla yag
asiti kompozisyonlar1 ve iyi karakterize edilmis suslarin FAME profillerini karsilastirip
aragtirmaktadir. Diger identifikasyon metodlartyla fiyat ve zaman agisindan
karsilastirildiginda FAME analizinin daha kullanish oldugu ileri siiriilmektedir
(Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).

124



Augustyn ve arkadaslarinin (1992) 16 standart maya tiirii ve 58 strainin yag asidi
analizi sonug¢larini karsilastirdiklar: ¢alismalarinda, Kluyveromyces spp. ve Torulaspora
spp. suslarinin hepsinde C17: 1 (8) yag asidi saptanmustir. Kluyveromyces marxianus
var. marxianus (n:5) suslarinda yiiksek oranlarda saptanan yag asitleri ortalamalari;
C18:1 %41.88, C16:1 %18.65, C18:2 %16,42 ve C16:0° in ise %15,31 olarak

belirlenmistir.

Menyavi ve arkadaslar1 (2000) c¢esitli klinik Orneklerden izole edilen
konvansiyonel yontemler, CHROMagar ve API ID 32C ile tanimlanan 1024 maya
izolatininda, yag asitleri karakterizasyonuna dayali tiire spesifik tanimlama yapmaya
caligmiglardir. Tim izolatlarda C16:0 (hekzadekanoik asit) yag asitinin belirlendigini
ve ortalamasinin  %14,45 oldugunu saptamiglardir. C. albicans (n:525) olarak
tanimlanan izolatlarda C16:0° in %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’ in
%3,31 (2,45-4,17) oraninda oldugunu belirlemislerdir. C. glabrata izolatlarinda (n:107);
sirastyla %8,99 (7,41-10,57), %50,45 (45,58-55,33), %30,1 (27,05-32,97), C18:2’ nin
tespit edilemedigi ve C18:0° in %4,69 (3,74-5,98) olarak saptamislardir. C. krusei
suglarinda (n:95) ise; sirasiyla %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) oraninda tespit edilmistir.
C. lusitaniae izolatinda (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) oraninda belirlenmistir.
C. kefyr (C. pseudotropicalis) (n:28) izolatlarinda; yag asitleri sirasiyla %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
yag asidini ise %1,94 (1,60-2,28) olarak bulunmustur. 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); tiim izolatlarda
belirlenemeyip ¢ok az miktarda bulunan yag asitleri olarak tespit edilmistir. Ayrica
C12:0 ve C14:0 yag asitlerinin C. albicans ve C. kefyr tiirlerinin ayriminda olduk¢a

onemli oldugunu vurgulamislardir.

Klinik o6rneklerden izole edilen C. glabrata ve Saccharomyces cerevisiae
tiirlerinin ayriminda MIS kullanilarak FAME analizi yapilan bir calismada; 6zellikle
trehaloz negatif C. glabrata suslarinin tanimlanmasinin zor oldugu ileri siiriilmistiir. Bu
tirler filogenetik olarak olduk¢a yakin oldugundan FAME profillerinin de benzer
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oldugu ve MIS ile yanlig tanimlanabildigi bildirilmistir. Ancak MIS identifikasyonunda
hiicre kiitlesinin 6nemli oldugu, C. glabrata izolatlari i¢in 30-45 mg ve S. cerevisiae
icin 90 mg alinarak yapilan analiz sonucunda identifikasyonun daha basarili oldugu

saptanmustir (Peltroche-Llacsahuanga ve ark. 2000).

Tarr (2004)’ 1n topraktan izole ettikleri mayalarin siniflandirilmasinda kullandigi
yag asitleri analizinde; Issatchenkia orientalis (C. krusei) ve Kluyveromyces lactis
izolatlarinin yag asiti dagiliminin benzer oldugunu, en yiiksek miktarda 18:1 yag
asitinin elde edildigini ileri siirmiiglerdir. Ayrica |. orientalis linolenik asit (18:3)” in

%14,6 oraninda saptandigini belirtmislerdir.

Calismamizda; klinik o6rneklerden soyutlanan 99 izolatin, MIS’in icerdigi
YEAST28 veri tabanina gore yag asitleri analizleri yapilmistir. FAME sonuglarina gore;
Y-3 harig tiim izolatlarda, 16:1 Cis 9 (w 7) ve 16:00 yag asitleri saptanmustir. izolatlarin
C16:0 yag asidi ortalamas1 %11,7, 16:1 Cis 9 (w7)’ un ise %25,82 olarak belirlenmis ve

diger calismalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Tiim izolatlarda en sik rastlanan diger yag asitleri sirasiyla; 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. izolatlarda tanimlanan ve az rastlanan diger yag asitleri, 20:5 Cis (w3), Sum
In Feature 11, 19:1 TRANS 7 (w 9), 16:0 ISO, Sum In Feature 9, 18:0 20H, 11:0 ISO
30H, 17:0 ISO, C20 N Alcohol, Sum In Feature 13, Sum In Feature 1, 15:0 30H,
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 120H, 15:0 ISO,
15:00, 18:1 (w 11), 16:0 20H, Sum In Feature 13, 14:1 at 7 Position, 18:1 (w ?)
Alcohol,16:0 20H, Unknown 18.197, 14:0 ISO, 10:00, 14:1 at 9 Position ve 13:0 1SO
30H’ dr.

C. albicans olarak tanimlanan izolatlarimiz da; C16:0 yag asidinin ortalamasi
%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’ 1n %33,91 (6,88-44,99) olarak belirlenmistir. C. glabrata’ nin ise sirasiyla
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 yag asidi ise sadece ii¢ susta belirlenmis ve %27,41 (24,24-
29,83) oraninda saptanmustir. Y-3 disinda diger dort C. kefyr izolatinda; 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 CIS 9,12/18:0 a ise %25,34 (20,55-
28,47) olarak tespit edilmistir. Calismamizda dort C. krusei izolatinda 18:1 Cis 9 yag
asitinin diger yag asitlerinden farkli olarak daha yiiksek oranda ve ortalamasinin
%44,31 (22,16-55,07) oldugu; C16:0 yag asidi %11,43 (10,39-12,58), 16:1 Cis9 (w7)
%7,09 (5,28-9,41), 18:0” n %3,06 (2,43-3,73), 18:2 Cis 9,12/18:0 a ise %19,67 (16,48-
24,9) oraninda belirlenmistir. Bulgularimizin diger c¢alismalarla uyumlu oldugu

gorilmiistiir.

Calismamizda izolatlarin igerdikleri yag asitleri oranlarina gore akrabalik
iligkileri cluster analizi ile belirlenmistir. Olusan dendrograma goére (Sekil 3.10),
izolatlar arasindaki Euclidian mesafesi 10 ve daha altinda olan izolatlarin ayni tiire ait
olabilecegi, Euclidian mesafesi 6 ve daha altinda olan izolatlarin tipik olarak ayn1 alttiir
veya biyotip; 2,5 ve daha altinda olan izolatlarin ise ayni strain olabilecegi seklinde
yorumlanmigtir (MIDI 2002). Dendrograma Kkarsilagtirma igin standart suslarinda
FAME profilleri eklenmistir. Buna gore, ayni gruplar igerisindeki bazi izolatlar
arasindaki mesafe 10 ve daha altinda oldugu i¢in bu izolatlarin aym tiire ait olabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Yapilan diger identifikasyon yontemlerinde ayni tiir olarak
isimlendirilen baz1 izolatlar farkli Euclian mesafesine sahiptir. FAME profillerine gore;
diger yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan; Y-6, Y-28, Y-23 ve Y-62 izolatlari
oldukca dendrograma oldukg¢a farkli mesafelerde baglanmistir. Ayrica aymi grupta
bulunan C. albicans suslarina gore Y-48, Y-90, Y-95 ve Y-96 izolatlarida farklilik
gostermektedir. Diger yontemlerle C. glabrata olarak tanimlanan tiirlerin ¢ogu yakin
Euclidian mesafesinde (10 ve alt1)) dendrograma baglanmistir. Ancak bazi izolatlar
Y-18, Y-56 ve Y-34’ iin dendrograma olduk¢ca uzak mesafede bagli oldugu
goriilmektedir. Y-3 izolat1 diger C. kefyr ve tiim izolatlardan olduk¢a uzak mesafede en

dista dendrograma baglanmustir.

Son zamanlarda mantarlarin identifikasyonunda molekiiler ydntemlerin
kullanim1 artis gostermektedir. Bu yontemlerin esas amaci, patojen mantarlarin klinik
ornekte kiiltiirii yapilmadan once kisa siirede saptanmasi veya klasik yontemler ile
kiiltiirde iiretilmis olan mantarin hizli tanimlanmasidir. Cins diizeyinde tanimlama
birgok kiif mantar1 i¢in yeterli olabilmektedir. Ancak antifungal ilaglara direngli olan
bazi mantarlar igin tlir diizeyinde tanimlama gerekmektedir. Bu nedenle Candida
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tirlerinin dogru ve hizli identifikasyonu, uygun antifungal tedaviye erken donemde

baslanmasi agisindan 6nem tagimaktadir (Sullivan ve Coleman 2002).

Molekiiler tam1  yontemleri; Candida’ larm cins ve tir diizeyinde
tanimlanmasinda, virulans faktorlerinin genotipik olarak saptanmasinda, epidemiyolojik
tiplendirmelerde, genom baz dizilerinin ortaya ¢ikarilmasinda, mutasyonlarin
belirlenmesinde ve filogenetik analizleri i¢in kullanilmaktadir (Saracli 2002). Bu
sebeple; genomik DNA’nin restriksiyon enzim analizi (REA), southern hibridizasyon
analizi, pulsed field jel elektroforezi, polimeraz zincir reaksiyonu gibi DNA bazli ve
immunoblot finger printing, hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi,

multilokus enzim elektroforezi gibi protein bazli yontemler gelistirilmistir.

Tanisal PCR’ da g¢ogaltim (amplifikasyon) icin uygun hedef dizisinin
belirlenmesi gerekmektedir. Ozgiilliik; farkli cinsler veya tiirlerin DNA dizileri ile hedef
dizi arasindaki homolojinin derecesi ile belirlenmektedir. Ornegin, infeksiyonun
bakteriyel veya mantar nedenli olup olmadigini anlamak igin tiim mantarlarda evrensel
olarak bulunan yiiksek oranda korunmus bir gen bolgesi uygun hedef dizi olacaktir.
Cins veya tiir diizeyinde tan1 fungal DNA identifikasyonu i¢in ¢esitli PCR ¢ogaltim

irlinli saptama metodu kullanilmaktadir (Hugnes ve ark. 1998).

PCR i¢in farkli birka¢ dizi olmasma ragmen, rRNA genleri tim DNA’ lan
cogaltabilen yliksek oranda korunmus bdlgeler igerdikleri i¢in en uygun hedef
bolgeleridir. Diger bir avantaji ise TRNA genlerinin PCR’ 1 hassasiyetini arttiran
yiiksek kopya sayisinin olmasidir (Hugnes ve ark. 1998). C. albicans’ da bu genin 50-
100 kopyast bulunmaktadir. Bu nedenle PCR yontemi tek kopyali genlere gore ¢ok
kopyali genlerin kullanimi1 i¢in daha hassastir. Tek kopyali genler tiire spesifik

olabilmektedir (Loeffler ve ark. 2000).

Infeksiyon etkeni olan mantarlarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda en yaygin
kullanilan DNA bdlgeleri; kiigiik (SSU-18S) ve biiyiik ribozomal alt {initeleri (LSU-
26S) arasinda yer alan tiire 6zgil internal transcribed spacer (ITS) ve biiyiik ribozomal
alt iinitesinin D1/D2 bolgeleridir. Bu bolgeler tiir diizeyinde farkliliklar gosteren yeterli
zincir heterojenitesi igermesinden dolayi, mantarlarin tiir diizeyinde tanimlamasinda ve
olast mutasyonel degisikliklerin saptanmasi i¢in olduk¢a uygundur (Susever ve
Yegenoglu 2011).
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PCR temelli birgok identifikasyon yontemi mevcuttur. Bunlardan Restriksiyon
Enzim Analizi (REA), rDNA amplifikasyon iiriinlerinin elde edilmesini gerektiren
yontemlerden birisidir. REA; Candida tiirlerinin genotiplerinin arastirilmasi amaciyla
ilk kullanilan yontem olup, Candida infeksiyonlarmin molekiiler epidemiyolojik

caligmalari i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Hazen ve Howell 2009).

Williams ve arkadaglart (1995) tarafindan yapilan, intergenic spacer regions
(ITS) bolgelerinin ¢ogaltilmasina yonelik olarak ITS1 ve ITS4 primerlerinin kullanildig:
bir ¢alismada; C. albicans, C. stellatoidea, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. kefyr,
C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata’ y1 igeren sekiz Candida tiiriiniin tanimlanmasi
amactyla suslara PCR ve REA uygulanmigtir. Hae 1ll, Bfa | ve Dde | restriksiyon
enzimlerinin kullanildigi ¢alismada, tiirlerin ayriminda Bfa | enzimi ile en iyi
sonuglarin elde edildigi ileri stiriilmistiir. C. glabrata, C. kefyr ve C. guilliermondii
tiirlerinin hizli tantmlanmasi i¢in ¢ogaltilan PCR iirlinlerinin elektroforezi yeterliyken,
diger bes tiirlin tanimlanmasi i¢in, izolatlarin ozellikle Dde | ve Bfa | enzimleriyle

kesiminin yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Williams ve ark. 1995).

Back ve arkadaglari (1998) onikomikoz etkeni olan mantarlarla yaptig
caligmalarinda; 18S-rRNA geni amplifiye edilmis ve Hae IIl enzimi ile kesim
yapilmistir. Sonuglara gore; dermatofitler, kiifler ve mayalarin ayriminda bu enzimin

kullanilabilecegini vurgulamislardir (Baek ve ark. 1998).

Restriksiyon enzimleriyle yapilan diger bir calismada, 137 klinik Candida
izolatinin ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bolgeleri ¢ogaltilarak; Msp 1 enzimi ile kesilmistir.
Kesim sonucunda C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei ve C. glabrata tiirleri gibi klinik 6rneklerden siklikla soyutlanan alti adet
Candida tiirii tanimlanabilmis, ancak C. albicans ve C. dubliniensis igin ayrim

saglayacak bant paternleri elde edilememistir (Mirhendi ve ark. 2006).

Fujita ve Hashimoto’ nun yaptigi bir calismada (2000), Candida tiirleri
arasindaki farkliligt Hinf I enzimiyle kesim yaparak ortaya koymuslardir. 337 maya
izolatin; 111” i C. albicans, 4’ i C. krusei, 35 tanesi C. glabrata, 11’ i C. dubliniensis,
48 tanesi C. tropicalis, 41° i C. guilliermondii ve 49 u C. parapsilosis olarak
tanimlanmistir. Bu sonuglara gére Hinf 1 enzimin maya tiirlerini ayirt etmede
kullanilabilecegi 6nerilmektedir (Fujita ve Hashimoto 2000).

129



Bagka bir c¢alismada, fungemiye neden olan 60 etkenin (C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii
ve Histoplasma capsulatum) REA ile identifikasyonlar1 degerlendirilmistir. izolatlar
ITS1/ ITS4, NL4/ ITS5 ve primerl/ primer3 (Trost ve ark. tarafindan tasarlanan)
onciilleriyle amplifiye edilerek; Hae Il1l, Dde | ve Bfa I enzimleriyle kesim yapilmistir.
Calismalarinda, bu enzimlerle kesim sonucu ¢ok sayida izolatin basarili bir sekilde

tanimlanabildigini ileri siirmiislerdir (Santos ve ark. 2010)

Ulkemizde; Yis’ in yaptig1 bir ¢calismada (2007), cesitli Candida tiilerinin ITS1-
5.8S-ITS2 bolgeleri amplifiye edildikten sonra Mwo | ve Bsl I enzimleri kullanilarak
REA uygulamiglardir. Caligsmalari sonucunda bu enzimlerin Candida tiirleri arasinda

bazi farkliliklari ortaya koyabildigini ileri stirmiislerdir.

EL-Mashad ve arkadaslart (2013) onikomikoz etkeni olan Candida’ larin
karakterizasyonunda Hae IlI, Dde | ve Bfa | enzimleri ile ITS1 ve ITS2 bolgesinde
yaptig1 restriksiyon enzim analizinde; Hae Il enziminin C. albicans ve Non- C.
albicans tiirlerinin ayriminda en iyi farkliligi gésterdigini 6ne stirmiislerdir. Ayrica Bfa |
enziminin Non- C. albicans tiirlerinin ayrimini saglayabildigini ve Dde | ile kesim

yapilarak C. albicans identifikasyonlarinin dogrulandigi belirtilmistir.

Elena ve ark. (2015) C. albicans ve C. krusei tiirleri olmak iizere toplam 8
izolatin REA ile bant profillerini belirlemeye c¢aligmiglardir. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi
Dde | enzim kesimi ile C. albicans’ larm, Cfo | enzimiyle ise C. krusei tiirlerinin

oldukca 1yi tanimlanabildigini gostermislerdir.

Calismamizda; toplam 99 izolatin PCR iriinleri restriksiyon enzimleri ile
kesilerek olusan farkli profiller belirlenip gruplandirilmistir. izolatlarin restriksiyon
enzim kesimlerine gore bant patternleri; ITS bolgesi icin Hinf | enzimi 4, Hae Il
enzimi 8, Dde | enzimi 5 ve Bfa I enzimi ile 7 profil elde edilmistir. D1/D2 bdlgesi
enzim kesimlerine gore; Hinf | enzimi 10, Hae Ill enzimi 8, Dde | enzimi 6 ve Bfa |

enzimi ile 9 profil belirlenmistir.

ITS bolgesi Hinf | enzim kesimi bant paternlerine bakildiginda; C. albicans, C.
glabrata, C. krusei izolatlarinin ayr1 profillerde gruplandigi ve tiirler arasi ayrim

yapilabildigi gorilmistiir. Hae 111 ve Dde | enzim kesimleri sonucunda; C. albicans ve
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C. glabrata tiirlerinin ayirt edilebildigi saptanmistir. Ayrica Bfa | REA ile C. albicans,
C. glabrata, C. krusei ve C. kefyr izolatlarinin olduk¢a iyi tanimlanabilecegi
gbzlemlenmistir. D1/D2 bolgesi REA analizinde; Hinf I enzimi oldukga farkli paternler
olusturmus; ancak sadece C. krusei izolatlar1 tanimlanabilmis ve ayrica diger izolatlar
arasinda farkli varyeteler olmasi nedeniyle farkli kesim paternleri elde edilmistir.
Hae 111 kesimi ile C. albicans ve C. glabrata’ larin profillere gore tanimlanabilecegi ve
C. albicans varyetelerinin belirlenebilecegi goriilmiistiir. Dde | enziminde C. kefyr
izolatlar1 ayni profilde belirlenmistir. Bfa I REA sonucu 9 profil tespit edilmis,
C. albicans ve C. glabrata izolatlarinin her ikiside farkli iki profil olusturmustur.
Calismamizda ITS ve D1/D2 bolgesi kesimleri sonucunda belirlenen bant paternlerinde,
baz1 izolatlarin PCR bant biiyiikliiglinden daha farkli olmasi (=1.650 bp) genomik
DNA’ nin kontaminasyonundan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ayrica farkh
bantlar gozardi edildiginde, belirlenen profil gruplandirmasini degismemektedir.
Literatlirlere bakildiginda, calismamizda yapilan restriksiyon enzim analizleri
sonuclarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir. REA sonrasi elde edilen verilerle birlikte;

farkli bant profillerine gore 99 izolatin, 18’ i dizi analizi yapilmak iizere ayrilmistir.

PCR temelli identifikasyon yontemlerinden biri olan DNA dizi analizi, mantarlar
i¢in alternatif bir tamimlama yontemidir. Gen dizi bilgileri; kan, doku gibi 6rneklerde
etken mantarlarin gosterilmesi veya kiiltiirde tiremis mantarlarin tanimlanmasi amaciyla
kullanim1 gittikce 6nem kazanmaktadir. Ayrica dizi verilerinin bilinmesi giiniimiizde
invitro tan1 yontemlerinin gelistirilmesi i¢in oldukca gereklidir. Dizi analizi verileri ile
mantarlarin  tanimlanmas1  ve diger mantarlarla olan filogenetik  iliskisi
belirlenebilmektedir. Bu yontem ile mayalarin identifikasyonu icin gegen siire 24-36

saattir (McGinnis 2006).

Son on yilda maya veritabaninda bulunan verilerin iki kat artis gosterdigi ileri
stiriilmektedir (Kurtzman ve ark. 2011). Giiniimiizde; DNA dizi verilerinin olduk¢a
artmasina ragmen 740.000 - 6 milyon fungal tiirden yalnizca 100.000° nin tanimlandigi
tahmin edilmekte, ayrica tanimlanan fungal tiirlerin %50’ sinin DNA dizi bilgilerinin
veritabanlarinda ~ bulunmadigi diistintilmektedir (Xu 2016). Ozellikle,
Saccharomycetaceae ve Basidiomycota aileleri i¢in ITS ve D1/D2 bolgesi sekans
verileri belirlenmeye calisilmaktadir. D1/D2 ve ITS sekanslar1 genellikle benzer ayrim

giicli gostermekle birlikte, bazi taksonlara spesifik varyasyonlar goriilmekte ve her iki
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sekansin  kullanilmasinin  yararli olacagi diistiniilmektedir. ~Ascomycetes ve
Basidiomycetes’ lerde bulunan bir tiiriin strainlerinde ITS ve D1/D2 sekanslarinda %1’
den daha az farklilik oldugu tahmin edilmektedir (Kurtzman ve Robnett 1998; Fell ve
ark. 2000; Scorzetti ve ark. 2002; Sugita ve ark. 2002; Kurtzman 2014).

Dizi analizlerinde ITS bdlgesinin kullanimi; morfolojik agidan farkli olan tiirler
arasinda degisken olabilmesinden dolayr da tir diizeyinde identifikasyonu
kolaylastirmaktadir (Abact ve Haliki 2005). Son zamanlarda Yasam Barkot
Konsorsiyumu (Consortium for the Barcode of Life) tarafindan ITS bolgesi sekansinin
bir primer mantar barkot markir1 oldugu o6ne siirtilmiistiir (Schoch ve ark. 2012).
Mayalarin tanimlanmasinda D1/D2 bdlgesinin sekansinin kullanimi gittikge artmaktadir
ve Frutos ve arkadaslar1 bu bolgenin maya taksonomisinde evrensel kabul edilecegini
ileri stirmektedir (Scorzetti ve ark. 2002; Frutos ve ark. 2004). Yapilan ¢alismalarda;
D1/D2 sekanslartyla olusturulan genis kapsamli veritabaniyla, daha kolay, pratik ve
giivenilir identifikasyonun yapilabilecegi belirtilmistir (Kurtzman 2001; Abliz ve ark.
2004). Ayrica D1/D2 ve ITS veritabanlarinin hizli tanimlamada ve soylar1 bilinmeyen

tiirlerin saptanmasi icin giiglii bir arag olabilecegi belirtilmistir (Kurtzman 2014).

Dizi analizi sonuclarina dayali filogenetik analizler, hangi 6zelliklerin
mantarlardan geldigini anlamamiza yardimci olmaktadir. Bu o6zellikler mantari
tanimamizt ve filogenetik iligkiyli yansitan simiflama semasini  olusturmamizi
saglayabilmektedir. Mantarlarin filogenetik iligkileri tibbi mikolojinin 6nemli uygulama
alanlar i¢in yarar saglamaktadir. Filogeni; daha once karsilasiimayan veya nadiren
patojen olarak karsimiza ¢ikan mantarlara bagl gelisen firsatgr mikozlarin tedavisi i¢in
antifungal secimiminde olduk¢a Onemlidir. McGinnis ve arkadaslari yaptiklar: bir
calismada filogeni ile antifungal ilaglara duyarlilik arasinda yakin bir iliski oldugunu
ileri siirmiislerdir (McGinnis ve ark. 1998; McGinnis ve ark. 2006). Dizi analiziyle ilgili

calismalar stirmektedir.

Leaw ve arkadaslar1 (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada; 299 referans izolat, 74
klinik izolat olmak {izere toplam 373 (86 tiir) maya izolatint API ID32 sistem ve dizi
analizi ile tanimlamglardir. Izolatlarin ITS1 ve ITS2 bélgelerini; ayrica bazi tiirlerin
dogrulanmasi i¢in D1/D2 bolgesini sekanslamislardir. Referans izolatlarin ITS1 ve ITS2

bolgesinin dogru tanimlama oranini sirasiyla %97 ve %99,7; Kklinik izolatlar da ise
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%95,9 ve %100 olarak saptamiglardir. Ozellikle ITS2 bdlgesinin patojen mayalarin

tanimlanmasinda giivenilir bir yontem oldugunu vurgulamislardir.

Linton ve arkadaslar1 (2007), 2004-2006 yillar1 arasinda klinik o6rneklerden
soyutlanan 3.033 maya izolatin1 germ tiip testi, AUXACOLOR?2 sistem ve API 20C Kiti
ile tanmimlamaya calismiglardir. Konvansiyonel metotlarla tanimlanamayan 153 izolat
icin LSU D1/D2 bdlgesini sekans analizi yaparak identifiye etmislerdir. Caligmalarinda,
klinik olarak 6nemli maya tiirlerinin isimlendirilmesinde D1/D2 bdélgesinin oldukga

giivenilir oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Yapilan diger bir calismada; 750 klinik izolat konvansiyonel yotemler, VITEK 2
ve RapID Yeast Plus sistem ile tanimlanmis, ayrica izolatlarin ITS bolgesi
sekanslanarak referans yontem olarak kullanilmistir. VITEK 2 ile 737 (%98,2) izolatin,
Rap ID Yeast Plus sistemin ise 716 (%95,5) izolat1 dogru tanimladigini saptamislardir.
Tanimlanamayan veya yanlis tanimlanan 24 izolat1 dizi analizi yontemiyle; 14’
C. dubliniensis, 2> si C. albicans, 2’si C. krusei ve digerleri C. glabrata,
C. guillermondii, C. lipolytica, C. parapsilosis, S. cerevisiae, Geotrichum klebahnii

olarak identifiye etmislerdir (Sanguinetti ve ark 2007).

Garner ve arkadaglari (2010); hayvan patojeni Candida’ larin (n:109)
identifikasyonunda substrat asimilasyonu, yag asidi profil analizi, D1/D2 ve ITS2
bolgelerinin sekans analizlerinin sonuglarini karsilagtirmiglardir. Sonuglarina gore;
asimilasyon testleriyle izolatlarin %54’ {iniin, FAME ile %47’ sinin ve sekans analiziyle
%87 sinin tir diizeyinde tanimlandigini belirtmislerdir. Ayrica FAME analiziyle
identifikasyonun diger yontemlere gore ucuz oldugunu ve asimilasyon testlerinden daha
az zaman gerektirdigini vurgulamiglardir. Sekanslamanin ise en giivenilir metod
oldugunu; gerekli uygun ekipmanlarin maliyetinin yiiksek olmasmin yanisira, D1/D2
bolgesinin hayvan patojeni mayalarin tanimlanmasinda iyi bir metod olarak

kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Taverna ve ark. 2013 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢calismada; 18 referans sus,
fenotipik olarak tanimlanmis 69 izolat ve kesin olarak tanimlanamayan 20 izolatin ITS
ve D1/D2 bolgeleri sekanslanarak tanimlamaya calismislardir. Tiim izolatlarin %88’ 1

(94/107) ITS bolgesi, %12’ si (13/107) ise D1/D2 bolgesi ile tanimlanmistir. Fenotipik
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olarak isimlendirilen izolatlarin %10’ unun (7/69) yanlis identifiye edildigini
belirtmislerdir. Caligmalarinda, fenotipik olarak tanimlanamayan izolatlarin hepsi hedef
gen bolgeleri dizilenerek identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. ITS bolgesi verileriyle
olusturulan filogenetik agaca C. glabrata ve C. kefyr suslarinin %59 bootstrap degeriyle
baglandigimi ve bu kiimeye Grup A (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis,
C. orthopsilosis, C. parapsilosis)’ nin ise %86 bootstrap degeriyle baglandigin
belirtmislerdir. Ayrica, izolatlarin ITS sekanslar1 kullanilarak genetik yakinliklar
degerlendirilmis, ancak tek gen bolgesinin filogenetik analizde yeterli bilgi

saglayamadigin1 vurgulamiglardir.

Yapilan baska bir ¢alismada; son zamanlarda nadir olarak kandidoza neden olan,
geleneksel identifikasyon sistemleriyle dogru tanimlanamayan Candida famata,
Meyerozyma guilliermondii ve C. auris izolatlariin (n:55) ¢esitli yontemlerle
identifikasyonlarint karsilastirmislardir. Calismalarinda, 55 izolatin 38° 1 VITEK 2
sistemle C. famata; ayni izolatlarin ITS bolgesi sekanslanmasi sonucunda 20’ si C.
tropicalis, 7° si C. albicans, 4° i C. parapsilosis, 2’ si M. guillermondii, 2’ si C. auris
ve diger 3 izolat C. lusitaniae, C. krusei, Pichia fabianii olarak tanimlanmigtir. Ayrica,
C. auris izolatlar1 D1/D2 bolgesi sekanslanarak dogrulanmistir. VITEK 2 ile C.
lusitaniae olarak isimlendirilen 12 izolat ITS bolgesi dizi analizi sonuglarina gore; 6’ st
C. lusitaniae, 3° i C. tropicalis, 2’ si C. albicans ve 1’ i C. krusei olarak
tanimlanmustir. M. guilliermondii olarak tanimlanan 5 izolat (VITEK 2); ITS bolgesi ile
2’ si M. guilliermondii, 2° si C. glabrata ve 1’ i C. parapsilosis olarak identifiye
edilmistir. Sonu¢ olarak daha az siklikta etken olabilen Candida tiirlerinin
laboratuvarlarda kullanilan birgok sistemle yanlis tanimlanabilecegini vurgulamislardir

(Kim ve ark. 2016).

Calismamizda; secilen 18 izolatin ITS1-5.8S-ITS2 ve rDNA’ nin biiyiikk alt
tinitesinin (LSU) yiiksek degisken D1/D2 bolgesine ait dizi bilgilerinin blast analizleri
sonucu iki dendogram olusturulmustur. Dendogramlarda Schizosaccharomyces pompe
dis grup olarak eklenmis, benzerlik oranlarinin belirlenmesi i¢in her tiire ait tip tiir (T)
kullanilmis ve 1000 tekrarli (bootstrap) olarak karsilastirma yapilmistir. Dizi analizi

sonucunda tanimlanan tirler www.indexfungorum.org sitesinden kontrol edilerek

isimlendirilmis, telemorf ve anamorf isimleri belirtilmistir.
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Filogenetik agaglarda birbirleriyle yakin iligkili olan tiirlerin benzer topolojiye
sahip olduklar1 ve ayn1 zamanda birbirlerini dogruladiklar1 goriilmiistiir. Ayrica ayni
tiirlere ait izolatlarin ayn1 kiimede yer aldig1 ve yiiksek bootstrap degerlerine (%99 veya
%100) sahip olduklar1 belirlenmistir. C. glabrata ve Kluyveromyces marxianus
(C. kefyr) izolatlar1 %76 (ITS), %59 (D1/D2) bootstrap degerleriyle baglanarak kiimeler
olusturmus, C. albicans’ lar ise farkli dallanma yaparak %73 (ITS), %33 (D1/D2)
bootstrap degerleriyle filogenetik agagta yer almis, fakli kiime olusturan Issatchenkia
orientalis (C. krusei) izolatlar1 ise %47 (ITS), %34 (D1/D2) bootstrap degerleriyle
baglanmistir. Agaclarda ayni tiirlere ait izolatlarin kiime igerisinde farkli bootstrap
degerleriyle  baglanmasi, strainler arasinda genetik  farkliliklar  oldugunu
diisiindiirmektedir. Calismamizdaki verilerin literatiirlerle uyumlu oldugu goriilmiis ve
geleneksel yontemlerle yanlis tanimlanmis izolatlar ig¢in molekiiler teknikler

kullanilarak giiclii veriler elde edilmistir.

Son zamanlarda mantarlar i¢in barkot markiri kavrami tartisilmaktadir. Genis
mantar ¢esitleri i¢in ITS bolgesi kullaniminin basarili identifikasyon sagladigi, bununla
birlikte tiir i¢i ve tiirler arasindaki varyasyonlar i¢in en net tanimlanan barkod aralig
oldugu gosterilmistir (Schoch ve ark. 2012). Daha 6nce bitkiler i¢in benimsenen iki
markirli barkotlama sistemi, Ozellikle Ascomycetes’ ler icin ITS ve 26S rDNA
sekanslarini birlestiren barkotlama sistemi mikologlar tarafindan tartisiimaktadir.
Literatiirlerde de belirtildigi gibi ¢calismamizda; ITS gibi evrensel korunmusluga sahip
temel gen bolgesinin yanisira, 26S rDNA DI1/D2 bélgesinin kullanilmasi sonucunda
birbirleriyle tutarli verilerle birlikte, filogenetik yakinlik iliskilerinin yansitilmasinda

destekleyici veriler elde edilmistir.

Son yillarda, immiin sistemi baskilanmis hastalarda ortaya ¢ikan firsat¢i mantar
infeksiyonlarindaki artig, yeni antifungal ilaglara olan gereksinimi de arttirmigtir.
Antifungal ajanlar mantar infeksiyonlarina kars1 etkili olan; topikal, oral veya parenteral
yoldan uygulanabilen bilesiklerdir. Mantar hiicrelerinin memeli hiicrelerine benzer
sekilde 0karyotik yapida olmasindan dolay1, protein, DNA ve RNA biyosentezini inhibe
eden antifungal ilaclarin insanlar igin toksik etkileri bulunmakta, bu sebeple yeni

antifungal ajanlarla ilgili ¢alismalar da yavas ilerlemektedir (Arikan ve Rex 2009).
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Giliniimiizde antifungallerin tedavi ve profilaksi amagli olarak yaygin kullanimi
antifungal diren¢ sorununun ortaya ¢ikmasina ve artigina sebep olmaktadir. Antifungal
direng bir¢ok faktére bagli olarak gelisebilmektedir (Yegenoglu 2012). Antifungal
ajanlara direncin artmasiyla birlikte, bircok yeni antifungal ila¢ da klinik kullanima
girmektedir. Yeni gelistirilen ilaglar i¢in antifungal duyarlilik testleri, in vitro etki
spektrumunu belirlemek ve klinik izolatlarin invitro duyarliliklarinin saptanabilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Bu testlerin gelistirilmesi ve standardizasyonu klinik
mikoloji i¢in olduk¢a onemlidir Bu amagla, CLSI (Clinical and Laboratory Standard
Institute) tarafindan standart yontemler gelistirilmektedir (Arikan 2002; Kog 2012).

Candida’ larin antifungal duyarliligini belirlemek i¢in bircok ydntem
bulunmaktadir. Bunlar makrodiliisyon, mikrodiliisyon, agar difiizyon, disk difiizyon, E-
test yontemi ve ticari sistemler (Fungitest, Candifast, ATB fungus, Sensititre YeastOne,
VITEK 2 sistem vb.)’ dir (Ghannoum ve ark. 1996; Morace ve ark. 2002).
Calismamizda izolatlarm MIK degerleri; CLSI tarafindan ©Onerilen standart
mikrodiliisyon yontemi ve VITEK 2 antifungal duyarlilik sistemi ile belirlenerek

karsilastirilmistir.

Brezilya’da 1995-2003 yillar1 arasinda kan Kkiiltiirlerinden izole edilen 1000
Candida izolatinda yapilan ¢alismada; izolatlarin antifungal duyarhiliklari
mikrodiliisyon ydntemi ile belirlenmistir. Izolatlarin %97 si flusitozin’e, %97,9> u
flukonazol’e, %99,7°si vorikonazol’e ve %100’ i Amfoterisin B’ye duyarh
bulunmustur. MIK araliklar1 Amfoterisin B i¢in 0,06- 1 pg/ml, flusitozin ve flukonazol
icin 0,125- 64 ng/ml, vorikonazol i¢in 0,03- 4 pg/ml olarak tespit edilmistir (Matta ve
ark. 2007).

Zepelin ve ark. Almanya’ da Temmuz 2004-Agustos 2005 arasinda klinik
orneklerden soyutlanan toplam 561 maya izolatinin mikrodiliisyon ydntemiyle
antifungal ajanlarin duyarhiliklar1 belirlemislerdir. Calismalarinda; flusitosin i¢in MIK
araligr < 0,125- > 16 pg/ml %4,5 direng ve %]1,8 oraninda doza bagimli duyarlilik;
flukonazol antifungalinde < 0,25 - > 64 pg/ml %3,7 direng %5,9 oraninda doza bagiml
duyarlilik; vorikonazol i¢in < 0,0313- 16 pg/ml %0,4 direng ve %0,5 doza bagimh
duyarlilik; amfoterisin B icin ise < 0,0313- 4 pg/ml MIK aralign ve sadece %0,5

oraninda diren¢ saptamiglardir (Zepelin ve ark. 2007).
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Ulkemizde yapilan VITEK 2 YST Kart ile toplam 129 Candida izolatinin
duyarhiliklarinin belirlendigi bir ¢alismada; flusitozin MiK araligi <1-8 pg/ml ve
%95,34 oraninda duyarlilik saptanmistir. Flukonazol MIK aralig1 1-64 pug/ml, izolatlarin
%91,47° sinin duyarli ve %3,87’ sinin direngli oldugu tespit edilmistir. Vorikonazol
MIK araligi 0,125-8 pg/ml (%99,22 duyarlilik), Amfoterisin B ise 0,25-16 pg/ml ve
%86,04 duyarli, %13,17 oraninda izolatlarda orta duyarlilik belirlemislerdir
(Rahmanali-Onur 2009).

Hazirolan ve arkadaslarinin 187 klinik Candida izolatinda VITEK 2 ile yapilan
antifungal duyarlilik testine gore; flukonazol i¢in %92,52, vorikonazol igin %98,85,
Amfoterisin B i¢in %95,97 flusitozin i¢in %91,95 ve kaspofungin i¢in %100 oraninda
duyarlilik saptamiglardir. Calismalarinda; amfoterisin B’ye kars1 bir izolat (C. kefyr),
vorikonazol’ ¢ bir izolat (C. glabrata) ve flusitozin’ e bir izolatta (C. albicans) direng
belirlenmistir. Ayrica C. glabrata ve C. krusei izolatlarinda flusitozine orta duyarlilik;
C. albicans, C. kefyr ve C. krusei izolatlarinda da amfoterisin B’ye orta duyarlilik

gbzlenmistir (Hazirolan ve ark. 2015).

Klinik 6rneklerinden soyutlanan maya izolatlarindan (614 Candida spp., 10
Cryptococcus neoformans, 1 Geotrichum capitatum) antifungal duyarlilik testlerinden
VITEK 2 ve CLSI mikrodiliisyon yonteminin karsilastirildigi bir ¢alismada; sonuglarin
amfoterisin B %99,5, flukonazol %92 ve vorikonazoliin %98,2 oraninda uyumlu oldugu
saptanmigtir. Flukonazol ajaninda bazi tiirlerde (C. glabrata ve C. krusei) diisiik oranda
uyumsuzluk goriilmistiir. Ayrica VITEK 2 sistemde Cryptococcus neoformans tiirleri
icin vorikonazol duyarlilig1 belirlenememistir. VITEK 2 sistemin antifungal duyarliligin
belirlenmesinde kullanilabilecegi, ancak sisteminde bulunmayan ekinokandinler ve
posakonazol gibi ilaglarin diger yontemlerle test edilmesi gerektigi vurgulanmistir

(Borghi ve ark. 2010).

Peterson ve arkadaslarinin VITEK 2 sistem ve mikrodiliisyon yontemini (CLSI)
karsilagtirdiklar1 bir calismada; kaspofungin (%99,8) ve mikafungin (%98,2) ve
posakonazol (%98,1) sonuglarmin olduk¢a uyumlu oldugu ileri siiriilmistiir.
Kaspofungin ve mikafunginin VITEK 2 ile belirlendigi MiK sonuglarmin oldukca
giivenilir oldugunu; 6zellikle C. albicans izolatlar1 igin posakonazol MIK degerlerinin

referans yontemle ¢ok iyi uyumluluk gosterdigi bildirilmistir (Peterson ve ark. 2011).
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Melhem ve ark. (2013) kan kiiltiiriinden elde ettikleri 32 Candida izolatinin
antifungal duyarliliklarin1 VITEK 2 sistem, CLSI ve EUCAST BMD referans yontemini
kullanarak karsilastirmisladir. Flukonazol igin; VITEK 2 sistemle MIK aralign <1- >64
pg/ml, CLSI’ da 0,12- > 64 ug/ml olarak belirlenmistir. Vorikonazol ajani i¢in sirasiyla
< 0,12-1 pg/ml ve 0,015- 4 pg/ml; flusitozin i¢in < 1- 16 pg/ml ve 0,12- 16 pg/ml;
amfoterisin B i¢in < 0,25- > 16 ug/ml olarak saptanmistir. Hastanelerde flukonazol
duyarliligr i¢in VITEK 2 sistemin tercih edilebilecegini ve vorikonazol direncinde
referans yontemlerin yerini tutabilecegi bildirmislerdir. Ayrica referans yontemlere gore
VITEK 2 sistemde MIK degerleri daha yiiksek belirlenmis, bunun nedeninin ise ilag
konsantrasyonlarinin ayni aralikta olmamasindan kaynaklandigini ileri siirmiiglerdir.
Calismalarinda VITEK 2 sistem ile referans sistemin duyarlilik sonuglarinda uyumun
yiiksek oldugunu (%88,5); C.albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. pelliculosa
(Pichia anomala) ve C. guilliermondii izolatlarinin duyarliliklarinin %100 uyumlu
oldugunu belirtmislerdir. C. parapsilosis ve C. glabrata izolatlarinda ise tiim
antifungallerde sirastyla % 97,5 ve % 87,5 uyumluluk tespit edilmistir. Caligsmalarinda;
VITEK 2 sisteminde C. lusitaniae, C. kefyr ve C. haemulonii i¢in amfoterisin B MIK
degerlerinin referans yontemlere gore daha yiiksek, nadir rastlanan mantar tiirlerinde ise

flukonazol ve vorikonazol MIK degerlerinin bes kat yiiksek oldugunu saptamislardir.

Antifungal duyarlilik i¢in VITEK 2 sistem ve CLSI referans yontemin
karsilastirildigi baska bir caligmada; 172 Candida izolatininin sirasiyla flukonazole
duyarlilik oranlart %92,4 ve %88,95; amfoterisin B duyarliligi %98,3 ve %97,7 olarak
tespit edilmistir. VITEK 2’ nin Candida tiirlerinin etken oldugu infeksiyonlarinda
duyarhilik testi i¢in alternatif bir yontem olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kaur ve ark.

2016).

Calismamizda mikrodilisyon yontemi (MDY) ve VITEK 2 ile izolatlarin
antifungallere karsi MIK degerleri belirlenmistir. Calismamizda amfoterisin B igin
MDY MIK aralign 0,125-1 pg/ml VITEK 2 MIK araligi 0,5-1 pg/ml olarak
saptanmistir. Amfoterisin B sonuglarin birbirleriyle uyumlu oldugu ve CLSI M27-S3
onerilerine gore duyarlilik yorumu yapilamadigindan, tiim izolatlarin MIK degerlerinin
goreceli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir. Flusitozin MIK araliklari sirastyla 0,125-
4 ng/ml ve < 1- 4 pg/ml olarak belirlenmis ve CLSI M27-S3 kriterlerine gore tiim

izolatlarin duyarli oldugu gériilmiistiir. Kaspofungin MIK degerleri MDY ile 0,125-1
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ng/ml, VITEK 2 ile tiim izolatlarin MIK degerleri < 0.25 pg/ml olarak saptanmustir ve
CLSI’ ya gére MIK diren¢ smir1 < 2 pg/ml oldugundan izolatlarin hepsi duyarl
bulunmustur. Azol grubu antifungallerden flukonazol ve vorikonazole kars1 MIK
degerleri belirlenmistir. Flukonazol i¢in sirasiyla MIK araligi: 0,125-64 pg/mlve < 1-
> 64 ug/ml oldugu goriilmistir. C. krusei suslarmin flukonazole dogal direngli
olmalarindan dolay1 4 izolatta (Y-49, Y-79, Y-86, Y-91) diren¢ ve bir C. glabrata
izolatinda (Y-97) direng saptanmustir. CLSI kriterlerine gore C. glabrata izolatlarinin
flukonazol duyarliliginda MIK < 32 pg/ml olan suslarda doza bagimli duyarlilik (S-DD)
bildirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple c¢alismamizda 35 C. glabrata izolatinin
duyarliligi  S-DD olarak belirlenmistir. Vorikonazol MIK araligt MDY icin 0,0313-1
ng/ml, VITEK 2 i¢in <0,12- 1 pg/ml olarak saptanmig ve tiim izolatlarin duyarli oldugu
goriilmiistiir. Sonuglarimiza gore, Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yapilan
antifungal duyarlilik testi sonuglart ile otomatize sistemle yapilan antifungal duyarlilik
(VITEK 2) sonuglart karsilastirildiginda antifungallerin duyarliliklart agisindan uyumlu
bulunmustur, ancak amfoterisin B haric diger antifungallerde diisiik MIK degerleri ilag
konsantrasyonlari VITEK 2 ile belirlenememistir. Flukonazol harig tiim antifungallerde
%100 duyarlilik tespit edilmis; literatiirlerle de uyumlu olarak flukonazol ajani i¢in
izolatlarin %94,9 oraninda duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica bazi antifungallerde

MDY MIK degerlerinin daha yiiksek oldugu gériilmiistiir.
Sonugc olarak;

Candida izolatlarinin prognostik, epidemiyolojik ve terapétik nedenlerle erken,
hizli ve dogru identifikasyonu kritik 6neme sahiptir. Gliniimiizde klasik yontemler,
identifikasyon icin halen altin standart kabul edilmekte, ancak nadir rastlanan tiirlerin
yanlis tanimlanmasina neden olabilmektedir. Bu sebeple; klasik yontemler ile
tanimlamada sorun yasanan Candida tiirlerinin identifikasyonunda molekiiler
yontemlerin kullanimina iligkin yonelme olusmustur. Ayrica molekiiler yontemlerin hiz

ve dogruluk agisindan identifikasyona ek kazanimlar getirebilecegi diisiiniilmektedir.

Arastirmamizda, vajinal siirlintii ve idrar Orneklerinden soyutlanan mayalarin
identifikasyonu yapilmistir. Germ tiip olusturma &zelligi, kromojenik besiyerleri ve
VITEK 2 ID-YST Kkart ile kullanilarak yapilan tanimlamalarda yontemlere bagl olarak

bazi izolatlarin  identifikasyonlarinda  farkliliklar  goriilmiistiir. ~ Kromojenik
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besiyerlerinde tanimlama koloni rengine bagli oldugundan baz: tiirlerin identifikasyonu
yapilamamaktadir. Misir unlu tween 80 agar ile VITEK 2 tanimlamasi genellikle
uyumludur. Ancak musir unlu tween 80 agarda C. glabrata olarak tanimlanan ii¢ izolat
VITEK 2 ID-YST Kart ile C. sphaerica olarak tanimlanmistir. Bu nedenle tanimlama
yapilirken VITEK 2, kromojenik besiyerleri ile identifikasyonun yaninda misir unlu-

tween 80 agarda morfolojilerinin de incelenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Klinik orneklerden soyutlanan izolatlarin, MIS’ in igerdigi YEAST28 veri
tabanina gore yag asitleri analizleri yapilmustir. Izolatlarin igerdikleri yag asitleri
oranlarina gore akrabalik iliskileri cluster analizi ile belirlenmistir. Dendograma gore
ayni tlir olarak tanimlanan bazi izolatlarin yag asidi igerigi bakimindan farkli oldugu ve

dendrograma olduk¢a uzak mesafede bagli oldugu goriilmiistiir.

Izolatlarm ITS ve D1/D2 bélgeleri PCR iiriinleri restriksiyon enzimleri ile
kesilerek olusan farkli profiller belirlenip gruplandirilmistir. Farkli bant profillerine
bakilarak, 18 izolat dizi analizi yapilmak iizere ayrilmistir. Dizi analizi verilerine gore;
ITS gibi evrensel korunmusluga sahip temel gen bdlgesinin yanisira, 26S rDNA D1/D2
bolgesinin kullanilmasi sonucunda birbirleriyle tutarli verilerle birlikte, filogenetik

yakinlik iliskileri belirlenmistir.

CLSI referans yontemi ve VITEK 2 sistemi kullanilarak antifungal duyarliliklar
saptanmis, flukonazol hari¢ tiim antifungallerde %100 duyarlilik tespit edilmis; ancak
flukonazol ajani i¢in izolatlarin %94,9 oraninda duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica
bazi antifungallerde MIiK degerlerinin kullanilan ydnteme gére daha yiiksek oldugu
goriilmis olup, baz1 ajanlarin duyarliliklarinin farkli yontemlerle dogrulanmasi gerektigi

distiniilmektedir.

Literatiir ve ¢alismamizda elde ettigimiz verilere gore; C. albicans en yaygin
patojen Candida tiirii olmasina ragmen, non- C. albicans tiirlerinin de firsatg1 infeksiyon
ajan1 olarak rolii gittikce artmaktadir. Ulkemizde Candida tiirlerinin etken oldugu
infeksiyonlarin epidemiyolojisi ve antifungal duyarlik profilleri ile ilgili calismalar

bulunmakta olup; veriler farkliliklar gostermektedir.

Farkli merkezlerde yapilan ¢alismalarda, klinik oOrneklerden izole edilen
Candida tiirlerinin dagilimi ¢alismanin yapildigi hasta grubunun 6zelliklerine ve cografi
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bolgeye gore degisiklik goriilmektedir. Konya’ da 2012-2013 yillar1 arasinda idrar
orneklerinden izole edilen 58 Candida izolati ile yapilan caligmada tiir dagilimlari
sirasiyla; C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr
olarak belirlenmistir (Ozer ve ark. 2016). Kayseri’ de yapilan bir ¢alismada; 50 idrar
kiiltirinden soyutlanan Candida’ larin 47’ si C. albicans, digerleri C. glabrata,
C. krusei ve C. tropicalis; vajinal 6rneklerden elde edilen 51 Candida sp.” nin 38 i C.
albicans, 11’ i C. glabrata, digerleri C. parapsilosis ve C. kefyr olarak tanimlanmistir
(Sav ve ark. 2013). Ankara’ da 2008-2009 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada; gesitli
klinik 6rneklerden en fazla izole edilen tiir C. albicans (%54,4), sirasiyla C.glabrata
(%14) ve C. tropicalis (%11,4) oldugu ileri sirilmistir (Erdem ve ark. 2012).
Diyarbakir’ da Mart 2015-Subat 2016 idrar (n:161) ve vajen (n:34) orneklerinden izole
edilen Candida tiirlerinin identifikasyonu yapilmistir. Iidrar orneklerin soyutlanan
Candida sp.’ lerin dagilimi; 100 @i C. albicans, 30’ u C. tropicalis, 11’ i C. glabrata, 9’
u C. kefyr, 8’ i C. parapsilosis, 3’ ii C. lusitaniae, vajen 6rneklerinden izole edilenlerin
ise; 26” s1 C. albicans, 5° i C. glabrata ve 3’ ii C. krusei olarak tanimlanmistir (Ozcan
ve ark. 2016). Aydin’ da 84 Candida izolat1 (vajinal 6rnekleri) ile yapilan bir ¢aligmada;
45°1 C. albicans, 29’ u C. glabrata, 7’ si C. krusei, 3’ ii C. kefyr olarak tanimlanmistir
(Giiltekin ve ark. 2005). Edirne’ de 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada; ¢esitli klinik
orneklerden elde edilen 65 Candida tiiriiniin %55’ inin C. albicans, ikinci en sik izole
edilen tiirin C. parapsilosis (%28,9) oldugu saptanmistir (Yenigiin Kogak ve ark.
2011).

Bizim ¢alismamiz ile, Tekirdag yoresinde yasayan hastalara ait bazi (vajinal ve
tiriner) Orneklerden izole edilen Candida tiirleri tanimlanmaya c¢alisgilmistir. Yapilan
arastirmalarla uyumlu olarak, en ¢ok izole edilen tiir C. albicans (n: 49) olarak
saptanmig, izolatlarimizin yaklagik yarisini non- C. albicans tiirlerinin (sirasiyla C.
glabrata (n:39), C. kefyr ve C. krusei) olusturdugu belirlenmistir. Ayrica
calismamizdaki veriler, antifungal duyarlilik oranlarinin %94- 100 arasinda degistigini
ve heniiz diren¢ problemi ile kars1 karsiya olmadigimiz1 gostermektedir. Ancak etken
olan non- C. albicans tiirlerinin artisi, bu suslarda direng varligi gibi nedenler
infeksiyon etkeni olarak soyutlanan suslarinin tanimlanmasinin ve antifungal duyarlilik
patternlerinin saptanmasinin énemini bir kez daha vurgulmaktadir. Bu tiir caligmalarin

devamlilig1 ve verilerin takibi, degisimin saptanmasi agisindan 6nemlidir. Elde edilecek
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veriler ampirik antifungal tedaviler icin de katki saglayacaktir. Bu ¢aligmalarin
gerceklesmesi ile, kaynaklarin etkin ve saglikli kullanilmas1 sonucu iilke ekonomisi ve

optimal antifungal kullanimina katkida bulunacagi ongoriilmektedir.

Oneriler ve gelecekte yapilmasi planlanan ¢calismalar:

Klinik orneklerden izole edilen maya tiirlerinin hizli ve dogru olarak
tanimlanmasi olduk¢a Onemlidir. Laboratuvarlarda tanimlama yapilirken tek yontem
tercih edilmemelidir. Identifikasyonda kromojenik besiyerleri yada sadece otomatize
sistem kullanildigi durumlarda misir-unlu teween 80 agar morfolojilerinin incelenmesi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Klasik yontemler ile tanimlamada sorun yasanmasi durumunda Candida’ lar igin
PCR-REA yonteminin kullanilabilecegi, ancak secilen restriksiyon enzimine bagl
olarak bant patternlerinde ayni tiir olan izolatlarda bazi farkliliklarin izlenebileceginin

g6zoniinde bulundurulmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Son zamanlarda gen dizi bilgileri etkenlerin tanimlanmasi amaciyla
kullanilmakta ve invitro tani ydntemlerinin gelistirilmesi ic¢in oldukca gereklidir.
Calismamizda 18 izolat icin yapilan dizi analizinde; ITS ve 26S rDNA DI1/D2
bolgesinin kullanilmasi sonucunda birbirleriyle tutarli verilerle birlikte, filogenetik
yakinlik iligkilerinin yansitilmasinda destekleyici veriler elde edilmistir. Gelecek
calismalarda fungal barkotlama ve karsilastirma igin bu bolgelere ilaveten intergenic
spacer (IGS) bolgesi kullanilarak, diger izolatlarin gen dizi analizlerinin yapilmasi

planlanmustir.

Son olarak, calismamizda flukonazole direncli veya doza bagimli duyarh
bulunan izolatlarin, azollere kars1 antifungal diren¢ten sorumlu ERGI11 geninin Real
Time PCR ekspresyon seviyeleri arastirilarak direng ile iliskili genotiplerin belirlenmesi

konusunda ¢alismalar yapilacaktir.
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