1. GİRİŞ
Mantarlar alemi; gözle görülebilen şapkalı mantarları, büyük bir amip gibi görünen çok çekirdekli yapışkan küfleri ve tek hücreli olup, ancak mikroskopta görülebilen mayaları da içine alan çok çeşitli türleri kapsamaktadır. Doğada 250.000 tür mantar bulunmasına karşılık, bunlardan sadece 150 türü insan ve hayvanlar için patojendir (Tümbay, 1999). Ökaryotik hücre yapısında, fotosentez yapamayan, aerobik ve hareketsiz olan mantarlar (Murray ve ark, 1990) insan ve hayvanların yanı sıra pek çok canlı üzerinde (bitki, balık, kerevit, algler, insektler) parazitik, simbiyotik veya kommensal olarak yaşayabilmektedirler. Konağın immunitesindeki olumsuz bir gelişme karşısında çoğalan floral mikroorganizma üyeleri fırsatçı enfeksiyon meydana getirebilirler. Bulundukları bölgeye, invazyonun durumuna, konağın immunitesine ve etkenin virülans özelliklerine göre lokal ya da generalize olarak değişen formlarda hastalık tablosu oluşturabilirler (Arda, 2000).
Fungal mastitis olarak da adlandırılan mantar kaynaklı meme bezi enfeksiyonları; meme travmasına bağlı olarak, bakteriyel enfeksiyon kaynaklı bir lezyondan köken alarak, meme içi lokal veya uzun süreli sistemik antibiyotik kullanımına bağlı olarak oluşabilir (Malinowski ve Klossowska, 2002). Yapılan bir çalışmada, hospitalize edilen fungemili çocuklarda enfeksiyon etkeninin kontamine süt olduğunun bildirilmesi üzerine, fungal mastitislerin halk sağlığı açısından önemli olduğu vurgulanmıştır (Koç, 2002)

Mastitisin bulaşma kaynaklarının araştırıldığı bir çalışmada asıl problemin hijyen eksikliği olduğu sonucuna varılmış ve muhtemel bulaşmanın sağım makinalarından, sağıcı ellerinden, antibiyotik kremlerinden veya daldırma kaplarından kaynaklanabileceği bildirilmiş ayrıca aynı çalışmada gerek hastayı tedavi ederken gerekse materyal alırken veteriner hekimlerin de hijyene dikkat etmediği vurgulanmıştır (Akdouche ve ark, 2014).
Fungal mastitise neden olan etiyolojik etkenlerden en sık olarak Candida türleri izole edilmekte olup; yapılan çalışmalarda Candida albicans, Candida krusei, Candida kefyr, Candida tropicalis, Candida parapsilosis gibi türlerin identifiye edildiği rapor edilmiştir (Lagneau ve ark, 1996; de Casia dos Santos ve Marin, 2005). 

Klinik mastitis olguları genel muayene ile teşhis edilebilirken, sütteki somatik hücre sayısının artmasıyla karakterize olan subklinik mastitis genellikle semptomsuz seyrettiği için süt üretimindeki azalmanın %70-%80’i bulduğu ve tanısının da California Mastitis Testi (CMT) uygulanarak yapıldığı bildirilmektedir (Philpot ve Nickerson, 1991). Bu yönüyle subklinik mastitisin hem üreticinin kazancını hem de ülke ekonomisini olumsuz etkilediği bilinmektedir. 

İneklerde daha çok mastitis etkeni olarak karşımıza çıkan maya enfeksiyonlarının insidensi zamanla artış göstermiştir. Özellikle non albicans türlerin neden olduğu enfeksiyonlarda önemli artış bildirilmektedir (Şeker, 2010; Türkyılmaz ve Kaynarca 2010; Zaragoza ve ark, 2011). Tedavide kullanılmak üzere antifungal ilaçların sayısı artmakta bu ilaçların da kullanımını takiben antifungal direnç gündeme gelmektedir. Dirençli türlerin neden olduğu enfeksiyonlarda sağaltım önem kazanmaktadır. Sağaltım seçeneğinin belirlenmesi için etkenin güvenilir ve hızlı identifikasyonunun yapılması önemlidir. Mantar etkenlerinin araştırılmasında kullanılan Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), bu etkenlerin izolasyonu amacı ile rutin olarak kullanılan bir besiyeri olup etkenlerin tür düzeyinde ayrımını sağlayamamaktadır. Candida türlerinin hızlı identifikasyonuna yardımcı olmak amacı ile geliştirilen kromojenik besiyerleri ise üreyen kolonilerdeki renk farklılıklarının değerlendirilmesiyle sınırlı sayıdaki türü belirleyerek tanıya yardımcı olabilmektedir. Kromojenik besiyerleri hedef mikroorganizmalar tarafından salgılanan enzimler ile reaksiyona giren substratlar içerirler. Bu substratların türe özgün enzimler ile hidrolizi sonucu farklı renk ve morfolojide koloniler oluşur. Son yıllarda özellikle Candida türlerinin identifikasyonu için birçok kromojenik besiyeri üretilmiştir. Bu besiyerlerinin, klinik önemi olan ve biyokimyasal testler ile zor identifikasyonları yapılan bazı non albicans türlerin hızlı identifikasyonuna destek olarak kullanılması faydalıdır. Günümüzde tür düzeyinde tanımlamayı hızlandırmak amacıyla geliştirilmiş ticari test kitleri de üretilmiştir. Son yıllarda ise daha kesin sonuçlar elde edilen moleküler yöntemler kullanılmaya başlanmıştır. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’na (PZR) dayalı metodların tercih edildiği moleküler yöntemlerden olan DNA amplifikasyonunun ardından sekanslama yöntemi ile güvenilir ve özgül sonuçların alındığı bildirilmiştir (White ve ark, 1990).
Dünyada olduğu kadar ülkemizde de sığır mastitislerine neden olan Candida türleri konusunda güncel sınırlı sayıda çalışma mevcuttur (Şeker, 2010; Türkyılmaz ve Kaynarca 2010). Bu çalışmada, hem halk sağlığı açısından hem de ekonomik açıdan önemli olan subklinik mastitis olgularında, Candida türü mayaların izolasyonunu ve bu izolatların geleneksel, kromojenik agar ve sekans analizi gibi farklı yöntemler kullanılarak identifikasyonlarının yapılması amaçlandı. Elde edilecek sonuçlar ise Candida türlerinin virulans faktörlerinin araştırılması ve çeşitli antifungal ilaçlara duyarlılıklarının belirlenmesi gibi daha sonra yapılacak araştırmalara katkı sağlayacaktır.

2. GENEL BİLGİLER
Mikroorganizmalar hücre yapıları bakımından asellüler (virüsler, viroidler, prionlar) ve sellüler (prokaryotlar, ökaryotlar) olmak üzere iki grupta incelenmektedirler. Sellüler özellikteki prokaryotik mikroorganizmalar ilkel çekirdek yapısına sahiptirler. Bu grupta; pozitif süper sarmal DNA’sı olan arkebakteriler, fotosentetik olan siyanobakteriler ve bakteriler bulunmaktadır. Çekirdekleri gelişmiş özellikte olan ökaryotik mikroorganizmalar grubu ise hücre sayıları temel alınarak tek hücreli ve çok hücreli olmak üzere ikiye ayrılmıştır. Helmintler ve küf mantarları çok hücreli ökaryotlar grubunda yer alırken, protozoonlar ve konumuz olan Candida türlerini kapsayan mayalar tek hücreli ökaryotlar grubuna dahildirler (Özgüven, 2007).

Tüm doğada yaygın olarak bulunan mantarlar, besin ihtiyaçlarını canlı veya ölü materyalden elde eden, doğadaki organik artık materyalin degradasyonunda ve fermentasyonda rol oynayan önemli mikroorganizmalardır. İnsanlarda ve hayvanlarda birçok dokunun normal flora elemanı olarak bulunurken insan sağlığı için önemli olan steroid hormon türevlerinin ve penisilin gibi antibiyotiklerin üretiminde de rol alırlar (Tümbay, 1999; Madigan ve Martinko, 2006).
Doğada tek hücreli veya çok hücreli olarak bulunan mantarlar genel olarak fungus başlığı altında toplanmıştır. Ökaryotik özelliklere sahip olan fungal hücreler, bakteri hücrelerine oranla oldukça büyük olmakla birlikte sitoplazmik organellerinin varlığıyla mikroskopta bakterilerden kolayca ayırt edilebilirler (Madigan ve Martinko, 2006).  Ayrıca klorofil içermedikleri için fotosentez yapamamaları da bitkilerden ayrılan diğer özellikleridir (İnci, 1999; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008).
Fungal hücre yapıları çekirdekçik, çekirdek, sitoplazma, hücre membranı ve hücre duvarından oluşmaktadır. Bazı maya tipi mantarlarda ise (Cryptococcus gibi) hücre duvarının dışında geniş polisakkarit yapıda bir kapsül bulunur. Çok kromozumlu ve lineer DNA’lı çekirdekleri 2-3 μm büyüklüğünde olup çekirdek zarı ile çevrilidir. Sitoplazmasında çeşitli granüller (glukojen, volütin, yağ vb.), mitokondrialar, golgi aygıtı, 80S yapısında ribozom ve endoplazmik retikulum vardır (Topçu ve ark, 2002). Hücrenin çevresiyle madde alışverişini sağlayan hücre membranı, içerdiği steroller ile hayvan hücresinden ayrılmaktadır. Hayvan hücresinde kolesterol olarak bulunan steroller, mantarlarda ergosterol ve zimosterol olarak bulunmaktadır. Membranda bulunan bu steroller pek çok antifungalin (Azoller, Amfoterisin B) etkili olduğu bölge, hücre duvarında bulunan kitin ise antibiyotiklerden etkilenmeyen bölgeleridir (Özgüven, 2007). Kalınlığı 0.06 μm olan çok katlı, kitinli hücre duvarı, antibiyotik direncini sağlamasının yanında değişen ozmotik basınca karşı hücrenin şeklini korumasını sağlayan, konak hücreleriyle ilişkide bulunan dinamik bir yapıdır (Topçu ve ark, 2002).  

Funguslar heterotrof mikroorganizmalar olup enerji kaynağı olarak karbon ve organik bileşikleri kullanırlar. Hidrolitik enzimlerini dış ortama salarak besinleri sindirirler ve sindirilmiş besin maddelerini absorbsiyon yoluyla hücre içine alırlar. Absorbsiyonla beslenme sıklıkla aktif transport yoluyla olur. Metabolize ettikleri karbonhidratlardan laktat, pirüvat, süksinat, asetat, formik asit ve etanol oluştururlar. Fakültatif anaerop ya da zorunlu aeropturlar (Murray ve ark, 1990;  İnci, 1999; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). 
Doğada toprakta, çürümüş meyve ve bitki artıklarında bulunan funguslardan özellikle tek hücreli olan maya formları, başta böcekler olmak üzere insan ve hayvanlarla simbiyotik yaşarlar. Sağlıklı bireylerin sindirim sisteminde, mukozalarında ve deri florasında kolonize olan maya mantarları bağışıklık sistemi bozulan konakta hastalık tablosu oluştururlar. Bu şekilde oluşan enfeksiyonlara fırsatçı mikozlar denmektedir. Fırsatçı mikozların çoğunluğundan Candida ve Aspergillus türleri ile Cryptococcus neoformans üyeleri sorumludur (Madigan ve Martinko, 2006). 

Fungusların çok hücreli yapıda olan küf formları filamentöz iplikçikler tarzında ürerler. Küf mantarlarında görülen bu filamentöz yapılara hif denir. Hifler mantar türlerine bağlı olarak bölmeli, taraksı, spiral, favus, şamdan gibi çeşitli şekillerde olabilirler. Tek hücreli fungus olan maya mantarlarının üremeleri ise genellikle tek hücreden tomurcuklanarak ve maya kokusunda, krem kıvamında, küremsi yapılar şeklindedir. Ancak Candida albicans gibi fırsatçı maya türleri filamantöz üreme de gösterebilirler. Bu fırsatçı türler için bahsedilen patojenite ve virülans özelliklerinin mikroorganizmanın filamentli formlarına ait olduğu bildirilmiştir  (Murray ve ark, 1990; Madigan ve Martinko, 2006).
Eşeyli ve eşeysiz olarak üreyebilen funguslar yaşamlarını sürdürebilmek için evrim geçirip iki türlü üremeyi de kapsayan bir kombinasyon oluşturmuşlardır. Bu tür funguslar “Fungi perfecti” olarak adlandırılırlar. Bazı fungusların yaşam siklusunda ise eşeysiz üreme yeterli ihtiyacı karşılamıştır ve eşeyli üremeye ihtiyaç duymamışlardır. Bu tür funguslara da “Fungi imperfecti” adı verilmiştir (Tümbay, 1999). Eşeysiz şekilde spor oluşturabilen imperfect funguslara tam olmayan ya da gerçek dışı mantarlar da denir (Topçu ve ark, 2002).

Fungusların doğada farklı formda ve özellikte bulunabilme yeteneklerine dimorfizm denmektedir. Maya formundan küf formuna veya küf formundan maya formuna dönüşüm saprofit yaşayan mikroorganizmanın parazit forma dönüşümü ile ilgilidir. Zenginleştirilmiş besiyerlerinde ve canlı dokuda, 37ºC’de maya benzeri hücreler olarak üreyen mikroorganizmalar, 26ºC’de ise küf mantarları şeklinde ürerler. Doğadaki normal formları küf olan bu mantar türlerine örnek olarak Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatiditis ve Sporothrix schenkiii verilebilir. İstisnai olarak Candida türleri doğada maya formunda ve saprofit olarak bulunurken dokuda küf olarak üreme gösterirler. Candida türlerinin 37ºC’deki küf formunda üremesi konak için fırsatçı patojen enfeksiyonun kanıtıdır. Farklı koşullarda farklı formlarda üreme gösteren böyle mantarlar, termal dimorfik mikroorganizmalar olarak adlandırılırlar (Tümbay, 1999; Özgüven, 2007). 

Mastitise yol açan etiyolojik ajanlar bakteriler, maya ve küf mantarı, algler ve virüsler şeklinde sıralanabilir (Costa ve ark, 2004). Klinik vakaların çoğunluğunun bakteri kökenli olduğunun bilinmesine karşın son yıllarda yapılan çalışmalarda maya ve maya tipi mantarların öneminin arttığı vurgulanmaktadır (Şeker, 2010). Bazı araştırmacılar, sık karşılaşılan bakteriyel mastitislerde dahi altta yatan bir fungal etiyolojinin olduğundan ve bu yüzden mevcut tablonun ağırlaştığından şüphelenmektedirler. Ayrıca yoğun ve uzun antimikrobiyal tedavilerin ardından gelişen fungal mastitlerinin oranının arttığı da bildirilmiştir (Chahota ve ark, 2001).
Mukozal membranlarda flora üyesi olarak yaşayan tek hücreli fırsatçı mikoz etkenleri sığırlarda sıklıkla meme dokusunun yangısına sebep olmaktadır. Memenin doğal savunma mekanizması bozulduğunda bu etkenler invazyon yaparak enfeksiyon oluştururlar (de Casia dos Santos ve Marin, 2005). Süt üreten işletmelerde çok yaygın olarak görülen mastitis, üretilen sütün kalitesini ve miktarını etkileyerek maddi kayıplara neden olmaktadır (Costa ve ark, 2004).

Fungal mastitisler daha çok subklinik olarak seyrederler. Klinik mastitislere göre daha yaygın olan subklinik mastitisler ekonomik açıdan da daha fazla kayba yol açmaktadır (Philpot ve Nickerson, 1991). Ülkemizde subklinik mastitislerin görülme oranları üzerine yapılan çalışmalarda bu oranın %15.78-%72.4 arasında değiştiği bildirilmektedir (Şahin ve ark, 1997; Kuyucuoğlu ve Uçar, 2001; Tel ve ark, 2009). 

Subklinik mastitislerden etken izolasyonu amacıyla yapılan çalışmalarda etiyolojik etkenin çoğunlukla bakteriyel orjinli olduğu bildirilmektedir (Türütoğlu ve ark, 1995). Bununla birlikte Marmara bölgesinde yapılan çalışmada %0.1 (Türütoğlu ve ark, 1995), Şanlıurfa’da %1.9 (Tel ve ark, 2009), Elazığ’da %2.1 (Muz ve ark, 1992), Konya’da %6.5 (Ateş ve ark, 1991), Kars’da %8.7 (Şahin ve ark, 1997) gibi oranlarda C. albicans identifiye edilerek fırsatçı mantarların neden olduğu mastitislerin önemi ortaya konulmuştur.

Subklinik fungal mastitisler üzerine dünyada farklı ülkelerde yapılan çalışmalarda farklı oranlar elde edilmiştir. Meksika’da klinik ve subklinik mastitisli sütlerin incelendiği bir çalışmada 20 farklı Candida türü belirlenmiştir. Sağlıklı ineklerde ve klinik mastitis grubuna dahil ineklerde en sık tespit edilen türlerin Candida glabrata ve Candida krusei olduğu tespit edilirken; subklinik mastitis grubunun örneklerinde çok farklı türlerde non albicans türlere (Candida zeylanoides, Candida norvegica, Candida viswanathii, Candida guilliermondii ve Candida tropicalis) rastlanmıştır. Candida albicans’ın, toplamda % 3,9 oranında olduğu ve sadece klinik ve subklinik mastitis gruplarından izole edildiği bildirilmiştir (Zaragoza ve ark, 2011). Hindistan’da yapılan bir araştırmada klinik mastitisli vakalarının %13’ünün fungal ajanlar bakımdan pozitif olduğu, bunların da %26,92’si C. tropicalis olarak identifiye edildiği bildirilmiştir (Sukumar ve James, 2012). Subklinik fungal mastitisler üzerine Çin’de yapılan bir araştırmada subklinik mastitisli sığırlardan %35,6 maya ve maya benzeri mantar olarak tanımlanmış ve mayaların da %79,4’ünün Candida spp. olduğu bildirilmiştir (Zhou ve Ren, 2013). 

2.1. Tarihçe

Mantarların tarihçesi çok eski zamanlara kadar uzanmaktadır. Bitkiler üzerinde üreyen mantarların bazı zararlara neden olduğuna ait ilk bilgiler Vedas (M.Ö. 1200) tarafından verilmiştir. Romalılar zamanında, Pliny (M.S. 23-79) depolarda saklanan tahıllarda mantarların ürediğini bildirmiştir. Yine bu dönemlerde mantarlara ait bazı resimlerin çizildiği, Pompei’deki kazılardan anlaşılmaktadır (Arda, 2000). 

M.Ö. 2000-1000 yıllarında Hindu kutsal yazıtında (Samhita) bulunan, bilinen en eski belge, insan ayaklarında oluşan misetomadan söz etmektedir (Yücel, 1999). Candida enfeksiyonunun ilk tanımlaması ise “altta yatan ağır hastalığı olan iki hastanın ağızlarındaki aft” olarak M.Ö.4. yüzyılda yapılmıştır. Bu tanımlamayı kapsayan eserler, Hipokrat (Hippocrates MÖ 460-337)’ın Epidemics adlı eseri (Merz ve ark, 2005) ile Celsus'un halen Vatikan Kütüphanesi’nde korunmakta olan sekiz ciltlik De Re Medicina'sı sayılabilir (Yücel, 1999). 

Galen ve Peppy 1665’de oral kandidiyazisi tanımladıktan sonra, Rosen von Rosenstein de (1771) oral kandidiyazisin özellikle yenidoğanın bir hastalığı olduğunu açıklamıştır (Akan, 1995; Erbakan, 1999). Underwood tarafından 1784 yılında pamukçuğun ilk tanımı yapılmış ve 1835 yılında Veron Candida enfeksiyonunun yenidoğanların doğum kanalından geçtiği sırada kaptığını ifade etmiştir. Lagenbeck 1839 yılında tifüslü bir hastanın ağzındaki pamukçuk lezyonlarından aldığı örnekte mantarın varlığına rastlamış, fakat mikroorganizmanın tifüs etkeni olduğunu düşünerek yanlış tanımlamada bulunmuştur (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve ark, 2005). 1841’de Berg pamukçuk etiyolojisini ilk kez ortaya koymuştur (Bennet, 2000). Pamukçuk etkeni olarak mantarın tarifi 1842 yılında Gruby tarafından yapılmış ve Sporotrichum türü olarak sınıflandırılmıştır. 1844 yılında Bennett tüberkülozlu bir hastanın balgamından, 1849’da Wilkinson vajinal kandidozdan, 1853’te Robin sistemik enfeksiyondan mantarı izole etmiş ve Zenker 1861 yılında bir hastanın ağzındaki afttan kan yoluyla dağılım sonucu beyin enfeksiyonunun geliştiğini bildirmiştir. Hausemann, 1875 yılında annelerinin vajinasından yenidoğanların ağız içine mantarın geçişini göstermiştir. 

20. yüzyılın başlarında kaynağı Candida spp. olan ek patolojik bulgular tanımlanmıştır. Dubendorfer 1904’te onikomikozisten, 1907’de Jacobi dermatitten, 1923’de Forbes kronik mukokutanöz kandidozdan, 1928’de Conner osteomiyelitten, 1940’ta Joachim ve Polayes endokarditten etken olarak maya mantarı izole ettiklerini bildirilmişlerdir (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve ark, 2005). Antibiyotiklerin yaygın kullanımına bağlı olarak 1940’lardan sonra kandida enfeksiyonlarında büyük artışlar görülmüş ve kandidaların fırsatçı patojenliği ortaya konmuştur (Bennet, 2000). 

Mikroorganizmanın adlandırılması yıllara göre değişiklik göstermiş ve 1843 yılında Robin tarafından ilk olarak Oidium albicans adı verilmiştir (Bennet, 2000). Quinquad 1868’de tarafından Syringospora robinii ve 1875 yılında da Rees tarafından Saccharomyces albicans olarak adlandırılmıştır. Zopf tarafından 1890 yılında önerilen Monilia albicans ismi geniş ölçüde kabul görmüş, oluşturduğu enfeksiyon da ‘Moniliyaz’ olarak anılmıştır. Berkhout,1923 yılında meyvaları çürüten, çürümüş meyva ve yapraklardan izole edilen Monilia türlerinin, klinik olgulardan izole edilenlerden farklı olduğunu saptayarak ilk kez Candida tanımlamasını yapmıştır. Paris’te 1954’te toplanan 8. Botanik Kongresi’nde Candida, cins adı olarak resmen kabul edilmiştir (Merz ve ark, 2005). Bugün Amerika Birleşik Devletleri’nde kandida enfeksiyonları için ‘Candidiasis’, Kanada ve birçok Avrupa ülkesinde ise ‘Candidosis’ söylemleri kullanılmaktadır (Bennet, 2000).

Dünyada mikolojinin tarihi gelişimi; 1835'de Bassi ile başlayan ilk çalışmalar dönemi, Sabouraud'nun 50 yıllık çalışmalarını kapsayan ve kendi ismiyle vurgulanacak olan Sabouraud dönemi ve son dönem olmak üzere üç dönem olarak incelenmektedir (Yücel, 1999). Sabouraud (1864-1938), Pasteur'ün saf kültürler elde edebilmek için bulduğu metodlardan çok önce, mantar kültürlerinin yapıldığını yazmıştır. Medikal mikoloji üzerinde çok değerli çalışmalar yapıp kitap yazan Sabouraud (1910), en iyi tanınan ve bu konuda en çok çalışma yapan mikologlardan biridir. Taksonomi, dermatofitozisin tedavisi ve kültür metodları üzerine önemli çalışmalar yapan Sabouraud’un onuruna mantarların üretilmesi için kullanılan besiyerleri Sabouraud glukoz (dekstroz) agar olarak isimlendirilmiştir (Yücel, 1999). 

Türkiye’de ise mikolojinin 100 yılı aşan bir geçmişi vardır. Celal Muhtar, Talad, Eyüp ve Englaender mikoloji üzerine çalışmalar yapmış, ancak daha çok dermatofitler üzerine yoğunlaşmışlardır (Ateş, 2007). Reşat Rıza ise 1911 yılında yaygın bir kandidoz olgusunu tanımlamıştır (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve ark, 2005). I. ve II. Dünya savaşı dönemlerinde ise büyük bir sessizlik yaşanmıştır. Prof. Dr. Ekrem Kadri Unat ülkemizde bulunan dermatofitlerin ilk listesini hazırlamış, hem Histoplasma capsulatum hem de Cryptococcus neoformans'ın doğal kaynağından izolasyonu ile ilgili ilk çalışmaları başlatmıştır. Ayrıca, madurumikoz, Pneumocystis carinii olgularını ve dünyada ilk kolon kriptokokkozunu bildirmiştir (Yücel, 1999; Ateş, 2007). Mikoloji konusunda çeşitli çalışma ve yayınlarda bulunmuş olan Prof. Dr. Emel Tümbay, Prof. Dr. Ekrem Kadri Unat, Prof. Dr. Nizamettin Erbakan, Prof. Dr. Lütfi Tat, Prof. Dr. Cemal Gezen, Prof. Dr. Reşat T. Kınacıgil, Prof. Dr. Nevzat Öke, Prof. Dr. Behiç Onul, Prof. Dr. Namık Aksoycan, Prof. Dr. Enver Tali Çetin, Prof. Dr. Özdem Anğ, Prof. Dr. Ömer Kasımoğlu, Prof. Dr. Ayhan Yücel, Prof. Dr. Nuran Yuluğ ve Prof. Dr. Mustafa Arda Türkiye'de mikolojinin tanınmasında ve yerleşmesinde büyük katkılarda bulunmuşlardır (Yücel, 1999).

Candida enfeksiyonları ile başedebilmek için 1950 yıllarında itibaren bir organizasyon oluşturulması gerektiğinin farkına varılmış fakat ilk komitelerin kurulması 1970’li yıllara kadar ertelenmiştir. Ocak 1970’de CDC (Center for Diseases Control and Prevention) ABD’deki ulusal hastane enfeksiyon verilerini prospektif olarak toplamak ve analiz etmek amacıyla NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance) sistemini kurmuştur (Back-Sague ve Jarvis, 1993) 

2.2. Candida Türlerinin Sınıflandırılması ve Genel Özellikleri 

Funguslar spor yapılarına, hif yapılarına ve eşey özelliklerine göre Oomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes ve Deuteromycetes (Fungi Imperfecti) olmak üzere 5 grupta sınıflandırılırlar. Son dört sınıfa dahil olanlar fırsatçı enfeksiyon etkenlerini içerir (İnci, 1999; Poyraz, 2006). Alexopulos (1979) tarafından yapılan sınıflamada doğadaki tüm mantarlar Mycetae alemine konulmaktadır (Tablo 1) (Anonim 1).

Tablo 1. Alexopulos tarafından 1979’da yapılan sınıflandırma
	Alem (Kingdom):  
	Mycetae (mantarlar)

	Divizyon:  
	Mycota

	Altdivizyon-1:  
	Myxomycota (hücre duvarı olmayan mantarlar)

	Altdivizyon-2:  
	Eumycota (hücre duvarı olan mantarlar)

	Sınıf-1:
	Mastigomycotina (Oomycetes)

	Sınıf-2:
	Zygomycotina (Zygomycetes)

	Sınıf-3:
	Ascomycotina (Ascomycetes)

	Sınıf-4:
	Basidiomycotina (Basidiomycetes)

	Sınıf-5:
	Deuteromycotina (Deuteromycetes, fungi imperfecti)


Berlin’de 1987 yılında gerçekleştirilen 14. Ulusal Botanik Kongresinde, fungus sınıflandırması esas alınmış ve tıbbi önemi olan funguslar sınıflandırma içindeki yerini almıştır. Buna göre Candida türlerinden; eşeyli üreme göstermeyen türler (anamorfik yapılı); Deuteromycotina (Fungi imperfecti) bölümünde, Blastomycetes sınıfının Cryptococcales takımında, Cryptococcoceae ailesi içinde sınıflandırılmışlardır. Bu takım içinde Candida cinsi ile birlikte Cryptococcus, Trichosporum ve Pitryrosporum cinsleri de bulunmaktadır. Eşeyli üreme gösteren Candida türleri (telemorfik yapılı) ise Ascomycotina bölümü, Ascomycetes sınıfı, Saccharomycetales takımı içinde sınıflandırılmışlardır (Koneman ve ark, 2006; Hazen ve Howell, 2009). Eşeyli spor oluşturan Candida türlerinden bazıları Pichia, Clavispora, Kuyveromyces, Debaryomyces, Issatchenkia gibi farklı türler olarak tanımlanmaktadır (Koç, 2002).

Eşeyli üreme göstermeyen, “Deuteromycetes” sınıfında yer alan Candida türleri yaygın görülen mayalar olup birçok bitki üzerinde, memelilerin sindirim kanalı normal florasında, mukoza ve derisinde bulunur (Tümbay, 2009). Sağlıklı bireylerin %25-50’sinin normal ağız florasının bir parçası olarak Candida türlerini taşıdıkları ve kökenlerinin %70-80’inin C. albicans olduğu tahmin edilmektedir (Tümbay, 2010). Deri, solunum, gastrointestinal ve dişi genital sistemlerinin flora elemanı olarak bulunan ve günümüzün çok önemli patojenlerinden olan Candida spp ile konakçı arasında, karşılıklı olarak, dinamik bir ilişki bulunmaktadır. Bu ilişkide immun yeterli konaklarda kandidaların çoğalması baskılanarak, kolonizasyon ve enfeksiyon önlenmektedir (Ghannoum ve Abu Elteen, 1990). 
Kandidaların çevresel saprofit olarak bulunan 150’den fazla türü mevcuttur. Bunların %65’inden fazlası 37ºC’de üreyememektedir. Bu nedenle kandidaların çok az bir kısmı canlılarda kommensal olarak bulunup enfeksiyona neden olmaktadır. C. albicans en sık izole edilenn tür olmakla birlikte C. tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, C. krusei, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, C. kefyr, Candida dubliniensis sıklıkla saptanan türlerdir. Nadiren soyutlananlar ise Candida famata, Candida utilis, Candida lipolytica, Candida rugosa, Candida norvegensis, Candida inconspicua, Candida viswanathi, Candida haemulonii, Candida catenulata, Candida intermedia, Candida lambica ve Candida zeylanoides’tir (Calderone, 2002). Bu patojenlere bağlı fırsatçı mantar enfeksiyonlarından en sık görülenler kanatlılarda ağız, özafagus, kursak lezyonları, taylarda midede ülseratif lezyonlar, atlarda genital enfeksiyonlar, buzağılarda pnömonik, enterik ve generalize enfeksiyonlar, sığırlarda mastitis, köpek ve kedi yavrularında stomatitis ve enteritis, köpeklerde genital sistem ve generalize enfeksiyonlar, kedilerde piyotorakstır (Cabanes, 2010).

Candida spp.’ler 1-3x4-6 μm boyutlarında olup ince duvarlı, oval, kapsülsüz, hareketsiz (Resim 1), Gram-pozitif özellikte boyanan, lateral tomurcuklanma (blastospor, blastokonidia) ile aseksüel olarak üreyen fakültatif anaerobik maya mantarlarıdır (Rinaldi, 2000; Calderone, 2002). Kandidalarda tomurcuklanma sırasında ana hücrenin bir bölümünün uzamasıyla oluşan yapıya blastospor denir. Tomurcuklanma esnasında hücre duvarının bir noktası lizise uğrar. Lizise uğrayan noktadan dışarıya doğru balonlaşan kısım şişerek genişler. Ana hücrede mitoz yoluyla çoğalan kromozomlar ve diğer hücre elemanları yeni hücreye taşınır. İki hücre arasında septa gelişerek hücre çoğalması gerçekleşir. Koloninin besiyerinin yüzeyinde kalan bölümünü blastosporlar oluştururken besiyeri yüzeyinin altında kalan bölümünü ise yalancı hifler (pseudohif) oluşturur (Bennet, 2000). Yalancı hif, blastosporların ana hücreden kopmadan uzayarak oluşturdukları hücre zinciridir. (Resim 1) Bunlar duvarları birbirine paralel olmayıp, hücreler arasında daralmalar nedeniyle boğumlu olarak görülen yapılardır. Yeni hücre ana hücreye bağlı kalarak uzar ve flamentöz görünümde bir yapı oluşturur. Aslında yalancı hif maya hücresinin çoğalma sırasında oluşturduğu bir ara formdur. C. glabrata hariç, diğer türlerin uygun koşullar altında üretebildiği yalancı hif, etkenin epitelde kolonizasyonunu takiben mayanın derin dokulara yayılımını kolaylaştıran bir formdur (İnci, 1999; Tümbay, 1999). Gerçek hifler ise maya hücresinden veya hifin bir dalından oluşabilirler. Boğumlanma göstermeden apikal uzantı tarzında, bölmeli ve düzgün kenarlı yapılardır. Duvarları birbirine paralel olup septa oluştururlar. (Resim 1) Candida türleri arasında sadece C. albicans ve çok seyrek izole edilen C. dubliniensis ve C. norvegensis türlerinin gerçek hif oluşturduğu bildirilmiştir (Rinaldi, 2000; Calderone, 2002; Koneman ve ark, 2006). 
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Resim 1. Maya hücresi, pseudohif ve gerçek hif
Candida cinsi içindeki mayaların koloni morfolojileri çok farklılık göstermez. Oda ısısında veya 37ºC’de 1-2 gün içinde SDA’da 2-3 mm çapında, opak, beyaz veya krem renginde, yumuşak, düzgün yüzeyli, tipik maya kokusu olan, S (Smooth) tipi koloniler oluştururlar (Bennet, 2000; Koneman ve ark, 2006; Tümbay, 2010). İnkübasyonun uzamasıyla koloniler kıvrımlı, pürüzlü ve mat hale gelir (İnci, 1999; Tümbay, 1999; Ener, 2008). Bu değişim koloninin R (Rought) tipine döndüğünü gösterir. R tipi kolonilerin oluşumu, daha çok misellerin (hif) miktarının artması ile ilgilidir. Candida kolonileri, S formundan R formuna kendiliğinden dönüşebilir. C. albicans bazen ilk izolasyonda SDA’da buruşuk koloniler oluşturabilir. Bunlar alt kültürlerde S tipi kolonilere dönüşebilmektedirler (Bennet, 2000; Koneman ve ark, 2006).
Uygun olmayan beslenme koşullarında (Mısır unlu Tween 80 Agar’da) 26ºC’de 72 saat inkubasyona bırakılan mantarlar hayatta kalmalarını sağlayacak yedek besinleri depolayan klamidospor (klamidokonidia) formuna geçerler. Klamidospor oluşurken hifin veya yalancı hifin bir yerinde, sitoplazma yoğunlaşır, burası hifin çapından daha geniş olacak tarzda şişer ve duvarı kalınlaşır (Erbakan, 1999; Merz ve Hay, 2005). Hacminin büyük oluşu, besin maddelerini muhafaza etmesine; kalın duvarlı oluşu ise uygun olmayan çevre koşullarından korunmasına yardım eder. 8-12 µm büyüklüğünde yuvarlak ve kalın duvarlı olan bu sporlar, hiflerin içinde (ara klamidospor), kenarında (yan klamidospor) veya uçlarında (uç klamidospor) oluşabilirler. Klamidospor oluşumunun 37ºC’de ihnibe olduğu bildirilmiştir (Topçu ve ark, 2002). Patojen türlerin izolasyonu için alınan örnekler hem 26ºC’de hem de 37ºC’de ayrı ayrı inkübe edilerek üreme durumları değerlendirilir. 37ºC’de üremenin olmaması etkenin saprofitliğini ortaya koyan bir özellik olup fırsatçı patojen Candida’ların çoğu hem 26ºC hem de 37ºC’de üreme gösterirler (Bennet, 2000; Koneman ve ark, 2006). Böyle mantarlar bifazik olarak adlandırılırlar (Kuştimur, 2004). Konağa girmeden önceki saprofit maya fazına Y fazı (Yeast phase, saprofit faz), konağa temas ettikten sonra dokuya girerek blastosporlarıyla üreyen ve hastalık yapan fazına M fazı (Mycelial phase, hifal faz) denilmektedir (Aydın, 2004). 

İnsan veya tavşan serumunda 35-37°C’de 2 saat inkübe edilen maya hücrelerine ait gerçek hif veya germ tüpü (çimlenme borusu) oluşumları rahatlıkla gözlenebilir. Bu yapılar maya hücresinden uzayan, ana hücrenin 3-4 katı uzunluğunda ve yarısı genişliğinde, fasülye filizlerine veya limona benzer (Aydın, 2004) özellikte olup boğum oluşturmaksızın uzarlar. Germ tüp testi C. albicans ile diğer Candida türlerinin ayrımında kullanılır (Hoog ve ark, 2000). Çimlenme boruları daha sonra gerçek hife dönüşür. Bu dönüşümde “kitin sentetaz” enziminin rolü vardır (Culter, 1991).

Mayaların üreyebilmesi için besiyeri ortamında glukoz, amonyum tuzu, fosfat, biotin, demir, çinko, kalsiyum gibi serbest metallerin bulunması gerekmektedir (Tümbay, 1999). Bu maddeleri içeren SDA’daki koloni morfolojisi ile Mısırunlu Tween 80 Agar’daki mikroskobik morfolojisi Candida türlerinin identifikasyonunda önemlidir. Tür düzeyinde tanımlama için mikroskobik değerlendirmenin yanısıra üreaz aktivitesi, karbonhidrat ve nitrat asimilasyon testleri gibi biyokimyasal özellikleri de değerlendirilmektedir (Koneman ve ark, 2006). Tüm Candida türleri glukozu fermente edebilirken nitratı asimile edemezler (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Bu türlerden C. guillermondii dulsitolü ve C. krusei laktozu asimile eder. Candida türleri genellikle üreaz üretmezler ve potasyum nitratı kullanamazlar, ancak bazı C. krusei izolatları üreaz pozitif olabilir (Hazen ve Howell, 2009).  Bu gruptaki maya benzeri mantarların kültürlerinde etanol, asetoin ve asetik asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, piruvik asit, suksinik asit gibi organik asitlerden zengin metabolik son ürünler oluşur (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002).
2.2.1. Tıbbi Önemi Olan Candida Türleri

2.2.1.1. Candida albicans 

C. albicans için optimal üreme ısısı 37ºC olup çoğalma hızları ortama göre değişmekle birlikte 1 saatten daha kısa bir süredir (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Üretildikleri ortamda %30-40 civarında neme ihtiyaç duyarlar. Üreyebilmeleri için en uygun pH 4,5-5 arasında olmasına rağmen pH 3-7,5 aralığında da üreme gösterirler. SDA’da, 25ºC’deki 2-3 günlük inkubasyon sonunda oluşan kolonileri maya kokusunda, hamur kıvamında ve krem rengindedir. Küremsi, hafif oval ve parlak olan bu koloniler S tipinde üremiş taze koloni olup, agar yüzeyindeki görünümü ile bakteri kolonilerini andırmaktadır. R tipine dönüşen eskimiş kültürlerde ise koloni yüzeyi pürüzlü olup besiyerinin yüzeyinden içine doğru uzanan blastosporlar vejattaif miçel görünümündedirler. Besin yetersizliğinden yalancı hiflerde kalın duvarlı, yuvarlak, ara ve uç klamidosporlar oluşur (Akan, 1995). 
Klamidospor oluşumu en iyi Mısırunlu Tween 80 Agar’da görülür. Klamidosporlar C. albicans’ın en belirgin özelliği olup diğer türlerden ayrımında yararlıdır. Diğer bir özelliği ise germ tüp oluşturmasıdır. C. albicans’ın çabuk tanısında kullanılan germ tüp testinde hiçbir Candida spp.’nin olumlu sonuç vermemesi son derece önemlidir (Hoog ve ark, 2000; Merz ve Hay, 2005). Ancak bazı C. dubliniensis suşları nadiren de olsa germ tüp meydana getirebilmektedirler. Bu iki türü birbirinden ayırmak için ise C. albicans suşlarının hem 37°C hem de 45°C’de üreyebilme özelliğinden ve iki türün kromojenik besiyerinde farklı renkte üreme özelliklerinden yararlanılır (Esen ve ark, 2004).

C. albicans’ın kanlı agarda, diğer besiyerlerine göre farklı koloni morfolojisi gösterdiği bildirilmiştir. Kolonilerin oluşturduğu yıldız şeklinde ayaksı çıkıntılar araştırmacıların dikkatini çekmiştir (Yücel, 1999; Hoog ve ark, 2000; Kiraz ve ark, 2002).

Gram yöntemi ile boyandığında hücrelerin Gram pozitif oldukları ve küremsi, oval şekilde birer ya da gruplar halinde dizildikleri görülür; bazen aside dirençli de boyanabilir. Üreaz negatif, nitrat redüksiyonu negatif, sitrat kullanımı pozitiftir. Şeker fermentasyonu glukoz pozitif, galaktoz değişken, sukroz negatif ya da yavaş pozitif, maltoz pozitif, laktoz negatif, trehaloz değişken reaksiyon verirler (Yücel, 1999; Hoog ve ark, 2000).
C. albicans’ta mannan dışında antijenler de saptanmış olup bunlar arasında önemli olanları salgısal aspartik proteinazlar (SAP), glikolitik enzimler, ısı şok proteinleridir. Enolaz, fosfogliseratkinaz, alkoldehidrogenaz, piruvatkinaz, aldolaz, lipaz, elastaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz glikolitik enzimlerdir. Bunlar arasında enolaz en önemlisidir. Enolaz hücre kültür filtratında olduğu gibi hücre duvarı iç tabakalarında glukan ile bağlı olarak bulunmuştur. Enolaz hem humoral hem de hücresel cevabı stimüle etmektedir. Kültür sonuçlarında fungus yokluğunda C. albicans enolazı derin doku invazyonlarında marker antijendir (Martinez ve ark, 1998; Kiraz ve ark, 2002). Ürettiği enzimlerin yanında maya ve hif dimorfizmi göstermesi, siklohekzimide dirençli olması nedeniyle de virülansı yüksek bir türdür. Bazı suşlarının flukanazole dirençli olduğu da belirlenmiştir (Rippon, 1999; Kiraz ve ark, 2002)
Son yıllarda yapılan moleküler çalışmalarla klamidospor negatif C. stellatoidea, C. langeronii ve germ tüp negatif C. claussenii gibi türlerin C. albicans'ın sinonimleri olduğu gösterilmiştir (Rinaldi, 2000). 
2.2.1.2. Candida tropicalis 
C. albicans’tan sonra en virulant türdür. Bunun nedeninin epitelial hücrelere adhezyon ve proteinaz salgılama yeteneği olduğu belirtilmektedir (Meurman ve ark, 2007). C. tropicalis’in SDA’daki inkubasyonunda 25ºC’de 3 günde krem-beyaz renkte, üstü düz S tipi kolonilerin ürediği görülür. Mikroskopisinde ise maya hücreleri küremsi ya da kısa oval şekillerdedir (Yücel, 1999; Hoog ve ark, 2000). SDA’da besiyerine gömülü, kuru koloniler oluştururken kanlı agarda yayvan koloniler oluşturur. Kromojenik substrat içeren besiyerlerinde mavi-yeşil, orta büyüklükte, mat renkli koloniler yapar (Larone, 2002). Mısır unlu Tween 80 Agar’da 26ºC’de 72 saat içinde yalancı hifler ve bunların etrafında oluşan tek tek bazen de kümeler halindeki blastosporlar ile çiçek tarzında bir görüntü oluştururlar. Germ tüpe benzeyen ancak ana hücreden çıktığı yerde boğumlanma gösteren ve hifal yapıların duvarlarının birbirine paralellik göstermediği yalancı germ tüp yapılar gözlenebilir (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2001; Koç, 2002; Pfaller ve Diekema, 2007). Gerçek hif de oluştururlar. Bazen az sayıda klamidospor yapabilirler. Ancak C. tropicalis’in klamidosporları daha sonra yapılan pasajlarda kaybolurken C. albicans’ta klamidospor oluşumu sabit bir bulgudur. C. tropicalis’e ait klamidosporların biçimi gözyaşı damlası veya armut şeklinde olup C. albicans’ın klamidosporlarına göre daha ufak çapta oluşur. Sıvı besiyerinin yüzeyinde ince bir zar yaparlar. Üreaz negatif, nitrat redüksiyonu negatif, sitrat kullanımı pozitif ya da yavaş pozitiftir. Sikloheksimid içeren besiyerlerinde ve 40°C’de üreyebilir (Rippon, 1999; Hoog ve ark, 2000; Rinaldi, 2000). Glukoz, maltoz, sukroz, galaktoz, sellebiyoz, ksiloz, trehalozu asimile edebilir (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005). C. tropicalis sükrozu asimile etme özelliği ile kendisine çok benzeyen ancak sükrozu asimile edemeyen C. paratropicalis’ten (C. kefyr) ayrılır (Tümbay, 1999; Warren ve Haznen, 1999). 

2.2.1.3. Candida glabrata 

SDA’da üreyen S tipi koloniler düz yüzeyli, sarımsı, krema renginde, yumuşak, parlak ve düzgündür. Mikroskobik incelenmesinde küçük yuvarlak, oval, tek tomurcuklu ve kapsülsüz maya hücreleri görülür. Mısırunlu Tween 80 Agar’da yalancı hif ya da gerçek hif oluşturmadan üremesi ile diğer türlerden ayrılır (Merz ve Hay, 2005; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). Üreaz, sitrat kullanımı ve nitrat redüksiyonu negatiftir. Şeker fermentasyonu glukoz pozitif, galaktoz negatif, sukroz negatif, maltoz negatif, laktoz negatif, trehaloz değişken reaksiyon verir. 42ºC’de üreyebilir (Rinaldi, 2000; Pfaller ve Diekema, 2007).
2.2.1.4. Candida parapsilosis 
Kolonilerinin çevresi dantel şeklinde olup, krem renklidir. Yalancı hiflerin etrafında bazen tek bazen de kümeler yapan blastosporlar görülür. Arada iri hiflerin (dev hücreler) bulunması en önemli özelliğidir (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005). Mısırunlu Tween 80 Agar’da, üç günlük inkubasyon sonunda uzun, düzenli olarak dallanan ve “çam ormanını” andıran yalancı hifler oluşturur. Sikloheksimid içeren besiyerlerinde üreyemez. C. parapsilosis L-arabinozu asimile edebilir (İlkit ve ark, 1999). Üreaz ve nitrat redüksiyonu negatif, sitrat kullanımı pozitiftir. Şeker fermentasyonu glukoz pozitif, galaktoz değişken, sukroz negatif ya da yavaş pozitif, maltoz negatif ya da yavaş pozitif, laktoz negatif, trehaloz negatif ya da yavaş pozitif reaksiyon verir (Hoog ve ark, 2000). 

2.2.1.5. Candida lusitaniae
C. tropicalis ve C. glabrata’ya göre patojenitesi azdır (Meurman ve ark, 2007). Morfolojik olarak C. tropicalis ve C. parapsilosis’e benzer, ancak sellobiyozu fermente etme ve ramnozu asimile etme özelliği ile bunlardan ayrılır (Tümbay, 1999; Warren ve Haznen, 1999). SDA’da üreyen krem renkli, yumuşak kolonileri düzgün yüzeyli ve parlaktır (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005). Mısırunlu Tween 80 Agar’da az sayıda yalancı hif, bazen de gerçek hif ve kısa zincirler oluşturan uzun blastosporlar gözlenebilir (Tümbay, 1999; Rinaldi, 2000). Glukoz, sukroz, maltoz, galaktoz, ksiloz, sellebiyoz, trehalozu asimile edebilir. Siklohekzimite duyarlıdır (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005). Sıklıkla amfoterisin B’ye dirençli olarak rapor edilmektedir (Larone, 2002).
2.2.1.6. Candida kefyr (Candida pseudotropicalis)

Teleomorfu (eşeyli formu), askosporları ile çoğalan “Kluyveromces marxianus”tur. SDA’da, 25ºC’de, üç günlük inkubasyon sonundaki kolonileri, diğer türlerinkine göre daha küçük olup (Tümbay, 1999; Warren ve Haznen, 1999) düz, yumuşak, sarımsı ve S tipi şeklindedir. Mısırunlu Tween 80 Agar’da yalancı hifler ve bunun etrafında uzun, genellikle hiften ayrılıp birbirine paralel dizilim gösteren blastosporlar gözlenir. Bu görünüm ırmakta yüzen kütüklere benzetilebilir (Rinaldi, 2000; Larone, 2002; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008).
2.2.1.7. Candida guilliermondii 

Teleomorf formu “Pichia guilliermondii” olarak adlandırılan ve askosporlarıyla çoğalan bir mayadır (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Son dönemdeki taksonomi çalışmalarında Pichia jadinii, Cyberlindnera jadinii ve C. utilis’in C. guilliermondii’nin sinonimi olduğu bildirilmiştir (Anonim 1). SDA’da kolonileri düzgün ya da buruşuk kenarlı, hafif pembemsidir (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005). Bir ay sonra yeşilimsi renge dönen bu koloniler, bazen mat, yumuşak, düz ya da hafif çizgili bir görünüm alır. Hücre yapısı SDA’da gelişen kolonilerde oval şekildedir (Hoog ve ark, 2000; Hazen ve Howell, 2009). Mısırunlu Tween 80 Agar’da zincir şeklinde ya da kümelenmiş blastosporları taşıyan, dallanmış yalancı hifler görülür (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005). C. guilliermondi kolonileri bekledikçe pembeleşme özelliğine sahiptir (Tümbay, 1999; Warren ve Haznen, 1999). Üreaz negatif, nitrat redüksiyonu negatif, sitrat kullanımı pozitiftir. Sikloheksimid direnci değişkendir. Şeker fermentasyonu glukoz pozitif, galaktoz değişken, sukroz pozitif, maltoz negatif, laktoz negatif, trehaloz pozitif reaksiyon verir (Hoog ve ark, 2000; Hazen ve Howell, 2009). Dulsitolü asimile edebilen tek türdür (Kiraz ve ark, 2002; Merz ve Hay, 2005).
2.2.1.8. Candida krusei 

Teleomorfu, askosporlarıyla çoğalan Issatchenkia orientalis olup (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002) güncel taksonomideki bir diğer adı Pichia kudriavzevii olarak bildirilmiştir (Anonim 2). SDA’da 25ºC’de 3 günde oluşan kolonilerin basık, donuk, kuru ve kirli beyaz bir görünümü vardır. Sıvı besiyerinde üreyen C. krusei yüzeyde, kalın ve tüpün kenarlarına yükselen bir zar yapar. Sabouraud dekstroz buyyonunda oluşan kolonilerin incelenmesinde silindirimsi ve az sayıda oval hücreler görülür (Hoog ve ark, 2000; Hazen ve Howell, 2009). Kromojenik substrat içeren besiyerlerinde pembe renkli, büyük ve yaygın koloniler yapar (Çörekçioğlu ve Sancak, 2008). Mısırunlu Tween 80 Agar’da uzamış, dallanan yalancı hifler ve bu hiflerin septalarında ağaca benzer dizilim gösteren blastosporlar gözlenir (Rippon, 1999; Tümbay, 1999; Rinaldi, 2000). C. krusei siklohekzimide duyarlıdır, laktozu asimile edebilir. Flukonazole dirençli olması önemli özelliğidir (Tümbay, 1999; Warren ve Haznen, 1999). Üreaz pozitiftir ve 40°C’de üreyebilir (Hoog ve ark, 2000; Hazen ve Howell, 2009).  

2.2.1.9. Candida utilis

Teleomorfu Pichia jadinii olarak bildirilen türün bir diğer adı Cyberlindnera jadinii olup C. guilliermondi var. nitratopiha ile sinonim olarak taksonomideki yerini almıştır (Anonim 1). C. utilis SDA’da düzgün, krem renginde koloniler yapar. Mısırunlu Tween 80 Agar’da tipik dallanmalar ve silindirik blastosporlar yapar. Besiyerinde 27°C’de ve 37°C’de ürer. Sikloheksimide duyarlıdır. C. utilis germ tüp yapmaz. Mikroskobik incelemesinde ovoid hücreler şeklinde görülür (Bennet, 2000).
2.2.1.10. Candida xylopsoci
Kınkanatlıların sindirim kanalından izole edilen bu tür 25ºC’de 3 gün inkubasyondan sonra kirli beyaz, mat, kıvrımlı koloniler oluşur. Hücreler tekli ya da çiftler halinde küresel şekillidir. İnkubasyonun 7. gününden sonra çok yoğun yalancı hiflerin yanında az sayıda blastosporlar görülür. Gerçek hif gözlenmez (Kurtzman, 2001).
2.2.1.11. Candida dubliniensis

Koloni morfolojisi ve mikroskobik görünümü C. albicans ile aynıdır. C. dubliniensis SDA’da üç günde beyazdan kreme kadar değişen renklerde parlak, düz koloniler oluşturur. Mısırunlu Tween 80 Agar’da C. dubliniensis klamidosporlarının diğer türlerinkilerden farklı olması önemli bir fenotipik özelliğidir. C. albicans genellikle gerçek veya yalancı hiflerin ucunda tek tek klamidosporlar üretirken C. dubliniensis çok daha bol ve yalancı hifin ucundaki klamidospor salkımları şeklinde görülürler (Rippon, 1999; Rinaldi, 2000; Arıkan, 2003). Germ tüp oluşturabilen bu mikroorganizmayı C. albicans’tan ayıran başlıca özellikleri; 30ºC’de ve 37ºC’de iyi ürerken 42-45ºC’de üreyememesi, olağanüstü bol miktarda klamidospor üretmesi ve beta-glukosidaz aktivitesinden yoksun olmasıdır (Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). C. dubliniensis'in C. albicans ve C. stellatoidea'de de olduğu gibi β-18 glukozidaz aktivitesi yoktur fakat sükroz asimilasyonu onlardan farklı olarak pozitiftir. Son çalışmalarda C. stellatoidea,  C. albicans serotip B'ye dahil olurken C. dubliniensis’in C. albicans serotip A'ya dahil olduğu gösterilmiştir (Sullivan ve ark, 1997). Kromojenik besiyerinde 37ºC'de 2 günlük inkübasyondan sonra geliştirdikleri kolonilerin rengine göre iki türün ayrılması önerilmiş; ancak yapılan incelemelerde C. albicans'ın koyu yeşil, C. dubliniensis'in açık yeşil renkte koloniler yaptığı, renk farkının yanlış teşhise neden olabilecek kadar az olduğu kaydedilmiştir (Schoofs ve ark, 1997).

2.2.1.12. Candida stellatoidea
Yalancı hif, blastospor, germ tüp ve seyrek olarak klamidospor yapabilen C. stelladoidea antijen yapıları bakımından da C. albicans'a benzerlik gösterir, tek farkları C. stelladoidea sukrozu fermente edemez. C. stellatoidea bazı araştırıcılar tarafından C. albicans'ın virulan olmayan bir çeşidi olarak kabul edilir. C. albicans'ın B serotipi ile C. stellatoidea birbirinden ayrılamamaktadır (Yücel, 1999).

2.2.1.13. Candida lipolytica (Yarrowia lipolytica)
SDA’daki koloni morfolojisi kremsi, düzgün kenarlı olmakla birlikte buruşuk da olabilmektedir. Mikroskopta yuvarlak veya oval görünümlüdür. Mısırunlu Tween 80 Agar’da 25ºC’de ve 72 saatte kısa zincirli, yalancı hifler boyunca uzanan uzun blastosporlar vardır. Üreaz pozitif ve nitrat asimilasyon reaksiyonu negatiftir. Glukozu asimile edebilir. Amfoterisin B’ye direnç kazanmaktadır (Kiraz ve ark, 2002; Larone, 2002).

2.2.1.14. Candida  famata 

Telemorfu Debaryomyces hansenii’dir. SDA’da 25°C’de bir hafta sonra grimsi beyaz renkte, donuk, düz, kısmen çizgili, siğile benzer şekilde koloniler meydana getirir. Koloniler incelendiğinde küremsi-oval maya hücreleri görülür. Mısırunlu Tween 80 Agar’da 25°C’de yalancı hif oluşturmaz. Şeker fermentasyonu yoktur ya da zayıf pozitiflik verir. Nitrat redüksiyonu ve üreaz negatiftir; sitrat kullanımı pozitiftir (Erbakan, 1999; Hoog ve ark, 2000).

2.2.1.15. Candida norvegensis
Nadiren enfeksiyon yapar. Teleomorfu, Pichia norvegensis adını alan ve askosporları ile çoğalan bir mayadır (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). 
2.2.1.16. Candida pelliculosa
Teleomorfu, Hansenula anomali ya da Pichia anomala olarak adlandırılan ve askosporlarıyla çoğalan bir mayadır. Nadiren enfeksiyon yaptığı bildirilmiştir (Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). 
2.2.2. Morfolojisi ve Boyanma Özellikleri

Kültürden hazırlanan preparatlarda tek hücreli, genellikle küre veya yumurta şeklinde-oval, bazen silindirik de olabilen 2-8x3-15 mm boyutlarında ökaryotik hücre yapısına sahip mikroorganizmalar aranır. Organizmadan tomurcuklanma ile meydana gelen ve ana hücrenin kopyası olan yavru hücreler, ana hücreye yapışık kalan blastosporlar ve blastosporların uzamasıyla oluşan yalancı hif formları da diğer gözlenebilen yapılardır. Preparatta hif olmaması C. glabrata’yı düşündürürken (Ener, 2002; Topçu ve Çerikçioğlu, 2002) gerçek hiflere rastlanması da C. albicans, C. dubliniensis ve C. norvegensis türlerinden biri olduğunu düşündürür (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Hiflerde şekillenen klamidospor oluşumu da gözlenebilen bir başka özellik olup C. albicans’ın ayırıcı tanısında önemi bulunmaktadır (Kuştimur, 2004).
 Direkt mikroskobik incelemede keratinize epitel hücrelerinin eritilip temizlenmesi amacı ile %10-30 potasyum hidroksit (KOH) kullanılarak maya hücrelerinin tipik görünümü ve yalancı hifler araştırılır. KOH ile hazırlanan preparattan alınan pozitif sonuç özellikle deri ve mukoz membran örneklerinde kültürden daha önemli kabul edilmektedir (Calderone, 2002). KOH ile muamele sonucu veya kültürden hazırlanan preparatlar Gram boyası ile boyandıklarında Candida cinsinin tüm türleri Gram olumlu sonuç verir. Gram pozitiflik özelliği mikroorganizmaların hücre çeper yapısına bağlı bir özellik olup Gram’la mor boyanarak tespit edilen maya hücrelerinin yanında blastosporlar ve yalancı hifler de görülebilmektedir (Tümbay, 1999).

Son yıllarda KOH ile muamele yönteminden daha duyarlı bir yöntem olan kalkoflor beyazı kullanılmaya başlanmıştır. Kalkoflor beyazı maya hücre duvarında bulunan selüloz ve kitin gibi β 1,3 ve β 1,4 polisakkaridlere bağlanarak uzun dalga ultraviyole ışığa maruz kaldığında yeşilden maviye değişen renklerde floresans vermektedir (Calderone, 2002; Kiraz ve ark, 2002; Koç, 2002). 
Candida hücrelerinin karakteristik özellikleri Giemsa ve Wright’s yöntemleri ile de görülebilir. Ancak bu yöntemler özellikle kan örneklerinin incelenmesinde tercih edilmektedir. Etkenin Gram boyama ile maya olduğu anlaşılmasının ardından germ tüp testi yapılır. Germ tüp pozitif örnekler genellikle C. albicans olarak değerlendirilir, son yıllarda C. albicans’a genotipik olarak çok yakın olan ve yine germ tüp pozitif olan C. dubliniensis türü tanımlandıktan sonra bu yaklaşım ortadan kalkmaya başlamıştır. (Tümbay, 1999).

2.2.3. Üreme ve Biyokimyasal Özellikleri 

Candida türlerinden özellikle patojen olanlar SDA veya kanlı agara ekim yapıldığında oda ısısında (22-26ºC) ve 37ºC'de kolayca üreyebilmektedirler. Bu yüzden kültür için alınan örnekler her iki sıcaklıkta da ayrı ayrı inkübe edilip ortamın nemine dikkat edilir. Oda ısısında SDA'da 24-48 saatte krem renkli, opak, düzgün yüzeyli, 1-2 mm çapında, tipik maya kokusu olan S tipi koloniler oluştururlar (Koneman ve ark, 2006; Bennet, 2000). 
Besi yerindeki Candida kolonilerinin makroskobik görüntüsü bakteri kolonilerinden çok farklı değildir. Hatalı identifikasyon olmaması için deneyimsiz kişiler mutlaka mikroskobik inceleme yaparak farklı kolonileri değerlendirmelidir. Rutinde Candida kolonileri ile en çok kanlı agar ve SDA besiyerlerinde karşılaşılır. Her iki besiyerinden de koloni morfolojisi ile tanımlama yapmak mümkün değildir. Ancak bazı özellikler dikkati çekebilir. Örneğin C. albicans ve C. tropicalis, hızlı üreyen 24 saatte koloni oluşturabilen türlerdir. Koloni görünümleri düzgün, beyaz-krem ve tereyağ kıvamında olup, birbirlerinden farklı bir özellikleri yoktur. C. parapsilosis kolonisi de C. albicans ve C. tropicalis’e benzer ancak bu türde üreme daha yavaştır ve koloni oluşumu 48 saatte başlar. C. glabrata ise koloni oluşumu en yavaş olan tür olup, bazen üremesi 72-96 saate kadar uzayabilir. Bu türlerin kolonileri tam geliştiği zaman yine C. albicans kolonisine benzer düzgün koloniler oluşur. C. krusei ise koloni yapısı en farklı olan türdür. Genelikle kuru mat buruşuk koloniler oluşturur. Üremesi hızlı olup, 24 saatte koloniler görülür. Ancak benzer koloniler, nadir Candida türleri (C. inconspicua, C. norvegensis, C. lambica) ile Geotricum ve Trichosporon türleri gibi maya morfolojisindeki farklı mantarlar tarafından da oluşturulabilir. Bu sebeplerden dolayı koloni morfolojisi ile tanımlama yapmak identifikasyonu yanıltabilir (Hazen ve Howell, 2009; Larone, 2011). 

Kandida türlerinin üretilmesinde, en çok tercih edilen besi yeri SDA olmasına karşın mısır unlu agar, patates nişastalı agarda da kolay üreme gösterirler (Aydın, 2004; Kuştimur, 2004). Üreyen koloniler bakteri kolonileri ile benzerlik gösterdiğinden işlemleri hızlandırmak adına besi ortamında küçük değişiklikler yaparak selektivite oluşturulmaya çalışılmaktadır (Tümbay, 1999; Aydın, 2004). Amaca uygun üretilmiş olan Mycobiotic Agar gibi kloramfenikol ve sikloheksimid içeren besiyerinde hem bakterilerin hem de siklohekzimide duyarlı mayaların üremesi engellenir (Tümbay, 1999; Aydın, 2004). Kloramfenikol ve gentamisin antibiyotikleri ihtiva eden Albicans ID2 Agarda ise bunlara ilave olarak “Hexosaminidase (Hekzozaminidaz) enzimi” için kromojenik substrat olan “Hexosamin (Hekzozamin)” eklenerek hem bakteri üremesi baskılanır hem de enzimi taşıyan mayalar için ayrıma yardımcı olur (Yücesoy ve Marol, 2003). 
Sıvı saboroud dekstroz veya glukozlu buyyon besiyerlerinde (SSDB veya SSGB) mayalar oksijen kullanımı yönünden ayrılır. Kandidaların bazı suşları sıvı besiyerinin yüzeyinde zar yapmaya yönelirken bazıları ise dipte üreme gösterir (Tümbay, 1999; Aydın, 2004). 
Bir başka selektivite yöntemi kromojenitedir ki bu en çok kullanılan şeklidir. Renklerine göre kolonileri identifiye etmeye yarayan besi yerlerine kromojenik agarlar denir. Candida türlerine özgü kromojenik besiyerleri, primer izolasyon besiyeri olarak kullanıldığında erken tanımlama yapmak mümkündür. Ayrıca bu besiyerleri, miks üremeleri göstermesi açısından da avantajlıdır (Hazen ve Howell, 2009). Ticari olarak temin edilebilen kromojenik agarlar koloninin kromojenitesine göre izolasyon ve identifikasyonuna yardımcı olur (Hazen ve Howell, 2009; Larone, 2011). Kromojenik besiyerlerinin çoğu C. albicans tanımlanmasında başarılı olup içerdikleri kromojenik susbstratın özelliğine göre üreyen kolonilerin rengi yeşil ya da mavi olarak gözlenmektedir (Baumgartner ve ark, 2003). Kromojenik besiyerleri ile yapılan çalışmalarda duyarlılık ve özgüllüklerinin yüksek olduğu bildirilmekte olup bu besiyerlerinin kullanımı uygun antifungal ajanın seçilmesi ve tedaviye erken başlanması açısından zaman kazandırmaktadır (Kaya Bozkurt, 2008).
Kültürde üreyen mayaların identifikasyonunda uygulanacak ilk yöntem germ tüp testidir. Germ tüp testi ilk defa 1954 yılında Johnson tarafından kullanılmış olup özellikle C. albicans ve C. dubliniesis’in hızlı tanısına yardımcı olmaktadır (Pincus ve ark, 2007). İzolasyonu yapılan mayalardan bu türlerin identifikasyonunu sağlaması, hızlı sonuç vermesi, kolay uygulanması yönünden basit ama çok değerli bir testtir (Forbes ve ark, 2007; Hazen ve Howell, 2009). Germ tüp oluşumu, blastosporlardan köken alarak hiç daralma ya da kabartı yapmadan uzayan ipliksi yapılar olarak gözlenirken maya hücresinden çıkış noktasında boğum olmaması özelliği ile yalancı hiften ayrılır. Ayrıca yalancı hifteki blastosporlar gerçek germ tüptekilere göre daha büyüktür. Germ tüp maya hücresinin genişliğinin yarısı, boyunun ise 3-4 katı kadar uzunluktadır (Tümbay, 1999; Forbes ve ark, 2007). Gerçek hif başlangıcı olan germ tüp formları mikroskop altında görüldüğünde, izolatın C. albicans ya da C. dubliniensis olduğuna karar verilir. Testin özgüllük ve duyarlılığı oldukça yüksektir (Tümbay, 2009).
Mayaların birbirinden ayrımında üreme özelliklerinin yanında biyokimyasal özellikleri de değerlendirilir. Bazı türler özel karbohidratları fermente ve asimile edebilirler. Fermentasyon karbohidratların maya tarafından kullanılması sonucunda karbondioksit (CO2) ve alkol ortaya çıkaran anaerobik bir olaydır. Bu olay pH ayıracı bulunan sıvı ortamda yapıldığında oluşan asit ortam pH’sını ve dolayısıyla ortam rengini değiştirir. Gaz oluşumu, durhaim tüpünde, gaz habbeciklerinin toplanması ile anlaşılır. Asimilasyon ise bir karbonhidrat kaynağı veya maya azotu içeren besiyerlerinde, şekerin kullanılmasına bağlı olarak görülen üremedir (Ramani ve ark, 1998). Candida türleri kemoheterotrof oldukları için organik bir azot ve karbon kaynağına gereksinim duyarlar. Oksijen varlığında spesifik bir karbonhidratı tek karbon kaynağı olarak kullanabilirler (Bennet, 2000; Koç, 2002; Hazen ve Howell, 2009). Glikoz haricindeki diğer karbonhidratları asimile etmeleri identifikasyonda yardımcı olur. Çünkü glikoz tüm Candida türleri tarafından asimile edilmektedir (Larone, 2002; Koneman ve ark, 2006; Hazen ve Howell, 2009). 

Son yıllarda mayaların tanımlanmasında kullanılan karbonhidrat asimilasyon testleri Wickerham-Burton yöntemi, oksanografik yöntem ve ticari tiplendirme kitleri gibi değişik yöntemler kullanılarak geliştirilmektedir. Candida türlerinin tiplendirilmesinde kullanılan ticari kitler daha kısa sürede sonuçlanması ve kolay uygulanabilmesinden ötürü sık tercih edilmektedir (Warren ve Shadomy, 1991; Koneman ve ark, 2006; Hazen ve Howell, 2009).

Üreaz testi ise mayaların üreyi hidroliz etme aktivitesini gösterir. Uygun substratların varlığında, üreaz enzimi olan mikroorganizmalar üreyi parçalayarak amonyak ve CO2 oluşturur. Bu test Candida türlerinin, diğer mayalardan ayrımında kullanılır (Hazen ve Howell, 2009).

Bir diğer tanımlama değeri nitrattır. Nitrat asimilasyon testi karbonhidrat asimilasyon testine benzer bir testtir. Mayaların nitrojen kaynağı olarak nitratı kullanma yeteneklerini ortaya çıkarmaktadır (Hazen ve Howell, 2009).

Hızlı trehaloz testi ise, flukonazole karşı duyarlılığı azalan C. glabrata’nın en hızlı şekilde identifikasyonuna olanak sağlayan bir testtir. CLSI (The Clinical and Laboratory Standarts Institute), C. glabrata’nın trehalozu asimile etmesine dayanan hızlı bir test prosedürünü, M35-A dokümanı adı altında yayınlamıştır (Hazen ve Howell, 2009).

Klasik olarak yapılan biyokimyasal testler, iş yükü fazla olan ve zaman alan testler olduğundan, son dönemde rutin laboratuvarlarda ticari tanımlama panellerinin kullanımı yaygınlaşmaya başlamıştır. 4-72 saat gibi kısa sürede tür düzeyinde identifikasyon yapan bu sistemlerin her biri biyokimyasal testleri farklı bir prosedürle kullanır  (Hazen ve Howell, 2009). 
2.3. Candida’ların Hücre Yapısı

2.3.1. Hücre İskeleti

Turgor basıncına karşı hücrenin dayanıklılığını sağlayan fungal hücre iskeleti dinamik bir yapı olup hücre duvarı ve hücre membranı ile bağlantılıdır. Aktin ve miyozin proteinleri ile mikrotübüllerden oluşan iskelet, hücre içi hareketleri düzenler. Mikrotübüller bazı proteinlerle birlikte membranın hareketliliğinde rol oynarken aktinler sitoplazmik akışkanlığı sağlayan komponenttir. Miyozin ise aktinle beraber organellerin hareketliliğinden sorumludur. İskelet komponentlerinin birbirleriyle ilişkisinde H+, Mg++ ve Ca++ iyonlarının yoğunlukları önemlidir. Bu iyonlar hücre içine girip çıkarak sadece organellerin hareketliliğinde ve hifal uzamada değil, bunlara ek olarak, mitoz, mayoz, tomurcuklanma, morfogenez gibi çok önemli olayların gerçekleşmesinde de görev alırlar. Ayrıca protein kinaz gibi bazı enzimlerin regülasyonunda da rolleri vardır (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008)
2.3.2. Hücre Membranı

Fungusların hücre membranı diğer ökaryot hücrelerde olduğu gibi mantarların, besin alımında görev yapan transmembran proteinlerden ve bu proteinlere bağlı fosfolipid tabakadan oluşmaktadır. Membranda bulunan fosfolipidler fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil inositoldür. Bazı antifungal ilaçlar fosfolipid sentezini inhibe ederek membran bütünlüğünü bozarlar (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Hücre membranı, sterol olarak ergosterol ve zimosterol içermektedir. Temel membran sterolü ergosterol olup diğer biyolojik membranlarda bulunmadığı için antifungal ilaçların bağlanabileceği iyi bir hedeftir. (Hazen ve Howell, 2009). Hücre duvarı sentezinde görevli iki temel enzim olan kitin sentetaz ve glukan sentetaz integral membran proteinlerindendir. Dış zar üzerinden polisakkarit zincirler üreterek membrana bağlanmışlardır. Ayrıca morfogenezde gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler de membranda yer alırlar (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002; Çörekcioğlu ve Sancak, 2008)
2.3.3. Hücre Sitoplazması

Sitoplazmada hücre duvarı ve hücre membranı ile bağlantısı bulunan hücre iskeleti komponentleri, membranla çevrili bir nükleus, nukleus içinde bir nukleolus ve lineer kromozomlar, mitokondri, golgi aygıtı, endoplazmik retikulum, 80 S ribozomlar ve bunların yanısıra yağ, protein, karbonhidrat vezikülleri vakuoller bulunur (Topçu ve ark, 2002).
2.3.4. Hücre Duvarı 

Sert yapısıyla hücreyi biçimlendiren hücre duvarı osmotik basıncın neden olduğu lizise karşı da hücreyi korumaktadır. Duvar, mantar hücresinin biçiminden başka morfogenezinden, virulansından, mantar-konak etkileşiminden ve antifungallere karşı duyarlılığın belirlenmesinden sorumlu olan dinamik bir yapıdır. Maya ve hif gibi büyüme formlarının tipik şekillerinin korunması da görevleri arasındadır. Ayrıca mikroorganizma ile konak arasındaki ilk etkileşimi ve adezyonu sağlamaktadır (Lopez-Ribot ve ark, 2004). 

Hücre duvarının ana bileşeni olan karbonhidratlar %80-90 oranında bulunur. %6-25 oranında bulunan proteinler, %1-7 oranında bulunan lipidler ve %8-9 oranında bulunan kitin ise hücre duvarının minör bileşenleri olarak kabul edilmektedirler. Karbonhidratlar hücre duvarında üç temel yapıda bulunmaktadır. Bunlar; proteinlere kovalent olarak bağlanan mannan polimerleri, β-glukanlar ve kitindir. β-glukanlar dallanmış β-1,3 ve β-1,6 glukoz polimerlerinden, kitin ise β-1,4 N-asetil glukozamin polimerlerinden oluşmaktadır.
Elektron mikroskobu ile yapılan çalışmalarda kandidaların hücre duvarının, değişik kalınlıkta en az beş katmandan oluştuğu görülmüştür. Bu tabakaların sayısı ve kalınlığı, üreme formuna (maya veya hif), üreme ortamına ve suşa bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). 
En dışta konak hücreye adezyonu sağlayan protein tabakası vardır. Bu tabaka N-asetilglukozaminidaz ve asit fosfataz gibi enzimler içerir (Odds, 1994). Yüzeyden glikolize edilmiş mannoproteinlerden oluşan bu tabaka hücre-hücre tanıma olayından sorumlu olmasının dışında hücre duvarını parçalayan enzimlere karşı plazma membranını koruyarak, enzimlerin duvarın iç yüzeyine ulaşmasına engel olmaktadır (Yiğit ve Benli, 2005). Mantarların epitel hücrelerine bağlanmasını sağlayan fimbriaların yapısındaki mannoproteinler, ortamda şeker konsantrasyonu arttığında kalınlaşırak fibriler oluşumları da arttırmaktadır. Yapılan çalışmalarda mannanın ana kandidal antijen olduğu gösterilmiş ve kandida türlerinin ayrımında mannoproteinlerdeki farklılıklardan yararlanıldığı ortaya konmuştur. Ancak aralarında çapraz reaksiyon vermesi yöntemin özgüllüğü azaltmaktadır (Odds, 1994; Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Hücre duvarının iç tabakası kitin ve glukandan oluşur. Mikrofibriler yapılı olan bu glukanlar dış tabakayı oluşturan proteinler için tutunma yüzeyini oluşturup hücre duvarının dayanıklılığını sağlarlar. Kitin ise hücre duvarının en az bulunan ancak önemli bir bileşenidir. N-Asetilglukozamin polimerlerinin birleşmesiyle oluşan kitin, maya hücresinin tomurcuklanarak bölünmesinde önemli göreve sahiptir (Kiraz ve ark, 2002; Yiğit ve Benli, 2005). 
2.4. Candida’ların Virulans Faktörleri 

Konağın savunma sistemindeki defektler, fırsatçı özelliği ile bilinen enfeksiyon etkenkeri için en önemli risk faktörleridir (Ener, 2002). Diğer kommensal yaşayan mikroorganzimalara göre Candida türlerinin oluşturduğu enfeksiyonlar daha yaygın ve daha önemlidir. Kommensal yaşam sınırları içinde, kandidaların bağlanma bölgelerini azaltmakla görevli floradaki endojen mikroorganizmalar ve mukozal defans, etkenin adezyonunu da kolonizasyonunu da önlemektedirler. Aynı florada yaşayan kandidalar ve bakteriler belirli bir antogonizma ilişkisi içindedirler. Bakteri sayısındaki ve çeşitliliğindeki herhangi bir azalma kandidaların florada baskın duruma geçmesine sebep olup, “Bakteriyel diskordans” başlatabilir (Stehr ve ark, 2000; Aydın, 2004). Fungal enfeksiyonun patogenezi, konak ile etkenin virulans faktörlerinin etkileşimi sonucu ortaya çıkan kompleks bir olgudur. Kandida türlerinin virulansı ile ilgili faktörler aşağıda özetlenmiş bulunmaktadır (Kuştimur, 1994; Stehr ve ark, 2000; Aydın, 2004).
2.4.1. Adezyon 
Adezyon Candida türü mayaların en önemli virulans faktörlerinden birisidir (Ghannoum, 1992; Yang, 2003). Organizmanın konakçı dokudaki dayanıklılığını arttıran ve hastalığın oluşmasında esas rol oynayan bu özellik etkenin konağa tutunma yeteneğidir. Kandida enfeksiyonlarının gelişiminde primer adım olan adezyonu kolonizasyon ve invazyon aşamaları takip etmektedir. (Ener, 2002). 
Farklı koşullarda farklı formlara dönüşebilen Candida kökenlerinin germ tüp ve hif formlarının adezyon yeteneği maya formuna göre fazladır ve yine hifal formları dokuya invazyonda önemli rol oynamaktadır (Arıkan, 2003). Bu durumla ilgili yapılan çalışmalarda adeziv yetenek ile patojenite arasında bağıntılı bir ilişki olduğu gözlemlenmiştir (İnci, 1999; Bennet, 2000). 
Candida türlerinin virulansı, farklı hücre tipilerine adere olma yetenekleri ile ilgilidir. Epitel ve endotel hücrelerine bağlanma, sahip olduğu adezinleri sayesinde gerçekleşmektedir. İntegrin analogları, fibronektin reseptörü ve hücre duvarının en dışında bulunan adeziv mannoproteinler gibi kandidal adezinlerin yanında N-asetilglukozamin ve sialik asit gibi bağlayıcı yapılar da söz konusudur. Kandidalara ait adezinler epitelial hücre glikoproteinlerinin “fukoz” kısımlarını tanıyarak bağlantı kurarlar (İnci, 2002). 
Hücre duvarı ile ilgili yapılan çalışmalarda kandidal hücre yüzeyi ve hücre adezyonu arasında bir ilişki olduğu belirlenmiştir. Mannan, beta-glukan ve kitinden oluşan yüzey karbonhidrat yapıları Candida türlerinin adezyonunda belirleyici komponentlerdir (İnci, 2002). Konak epiteline ve endotele bağlanmada rol alan ligandın, C. albicans’a ait bir mannoprotein olduğu yapılan moleküler çalışmalarda tespit edilmiştir (Critchley ve Kouglas, 1978). Bu mannoproteinin aynı zamanda antijen olarak konağa sunulduğu ve immunomodülatör etkisinin ortaya çıktığı da bildirilmiştir (Kuştimur, 2001).
 İn vitro şartlardaki Candida türlerinin epitele, endotele, fibrin pıhtılarına, fibrinojene, trombositlere ve akrilik, plastik materyal, teflon gibi inert malzemelere kolay adere oldukları görülmüştür (İnci, 1999; Bennet, 2000; Koneman ve ark, 2006). Hücrelerin yüzey özellikleri ile ilişkili olan adezyon mukokutanöz kandidozun başlangıcı kabul edilmektedir. Kandidalar içerisinde en patojen tür olan C. albicans'ın adezyon yeteneği ile ilgili yapılan bir çalışmada yedi Candida türü incelenmiş ve C. albicans'ı C. tropicalis ile C. stellatoidea'nin takip ettiği, C. parapsilosis'de bu özelliğin zayıf olduğu, C. guilliermondii, C. krusei ve C. kefyr'de ise hiç bulunmadığı sonucuna varılmıştır. Candida türleri arasındaki bu farklılık adezyon ile patojenitenin ilişkisini kanıtlamaktadır (Ghannoum ve Abu Elteen, 1990).
2.4.2.  Maya-Hif Dimorfizmi (Morfogenez)
Mikroorganizmanın maya ve hifal form arasında geri dönüşümlü olarak geçiş yapabilme yeteneğine dimorfizm (morfolojik değişim) denir. Morfolojik değişim, Candida türlerinin yaşamlarını sürdürmek için değil, farklı ortam koşullarına adapte olarak üreyebilmek için geliştirdikleri bir mekanizmadır (Arıkan, 2003). 
Mayadan hife geçişte konağa ilişkin bazı faktörlerin rol oynadığı düşünülmektedir. Mukozal koşullarla benzerlik gösteren, 37°C’nin altındaki sıcaklık, asit pH ve serumun olmadığı bir ortam maya şeklinde üremeyi indüklerken, 37°C sıcaklık, nötral pH ve serumun ortamda bulunması hif formunun gelişmesini indüklediği gösterilmiştir. Bu formlar arasındaki morfolojik geçişin, konakta kandidaların üremesini uyarıp, etkenin konak hücreye invazyonu ile bağlantılı olduğu düşünülmektedir (Arıkan, 2003). 
Hif şekline dönüşümün ilk basamağı olan germ tüpün oluşumunda zayıf sinyalizasyonun, düşük ısının ve düşük pH’nın etkisi vardır. Bu koşullarda septum yapımı gecikir ve iyon akışı durur. Oluşan duvardan dışarı doğru balonlaşma sonucu tomurcuk şekillenir (Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). Germ tüpü olarak adlandırılan yeni oluşumun adezyon yeteneğinin, maya formuna (blastospor) göre 50 kez daha fazla olduğu gösterilmiştir (Odds, 1994). Bu durumun germ tüp tarafından meydana getirilen ilave fibrilli yüzey tabakaları sayesinde olduğu bildirilmiştir. Ancak “Concanavalin A” gibi yapışmayı baskılayan bir madde varlığında germ tüp oluşturmuş mayaların daha duyarlı oldukları da gözlemlenmiştir (Ghannoum ve Abu Elteen, 1990).

İnfeksiyon bölgesindeki mikroorganizmalar hem maya hem de hif formunda bulunsa da hiflerin aktif enfeksiyonla ilişkili olduğu, saprofitlerin daima maya şeklinde olduğu, çimlenmekte olan miselli hücrelerin ise en virulan form oldukları belirtilmektedir. Hifin dokuya maya hücresinden daha kolay penetre olması, hif formunun sindirilmesinin maya formuna göre daha zor olması ve lezyondan kazınan materyalde C. albicans’ın daha çok hifli şekilde gözlenmesi miselli formun virulansının kanıtıdır. Makrofajların maya hücrelerini yutmasıyla oluşan fagolizozom içinde, mikrobisidal oksijen radikallerinin oluşumunu sağlayan proteinlerin kandidal proteinaz tarafından parçalanması sonucu makrofaj lize olur. Bu yöntemle fagositozdan kaçan etken germ tüpü oluşturarak diğer dokulara yayılım meydana getirir (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000; Kuştimur, 2001; Arıkan, 2003). 
Hiflerin uzarken ortamdaki topoğrafik değişikliklere uyum sağlayarak yön değiştirebilmesine tigmotropizm adı verilir. Bu durum in vitro koşullarda C. albicans’ın yapay membranlar üzerinde üremesi sırasında gözlenmiştir. Hif, membran üzerindeki minör bir açılmayı veya por oluşumunu farkederek, uzadığı yönü değiştirir ve bu porlara doğru yönelir. İn vivo ortamdaki tigmotropizmin, hifin lokal yaralara invazyonunda rol oynayan bir faktör olabileceği düşünülmektedir (Arıkan, 2003). 
Ayrıca biyofilm oluşumunda dimorfizmin rolünü incelemek için yapılan çalışmalarda, her iki formun da biyofilm oluşumunda rol aldığı görülmüştür. Maya formunun biyofilmin iç tabakasını oluşturarak yüzeye yapışmadan sorumlu olduğu, hifal formun ise dış tabakayı oluşturarak biyofilmin kalınlığını sağladığı gözlenmiştir (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000). Bazı araştırıcılar ise, enfeksiyon geliştirebilme bakımından iki formun birbirinden farklı olduğunu gösterememişler ve her iki formun da bu mantarın patojenitesinde önemli olduğunu vurgulamışlardır (Ghannoum ve Abu Elteen, 1990; Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000).
2.4.3. Fenotipik Değişim 

Fenotip değişimi, C. albicans suşlarında spontan olarak ve yüksek sıklıkla gerçekleşen, geri dönüşümlü olan bir olaydır. Bu değişimde birbiri ile ilişkisiz birçok genin koordineli bir şekilde regülasyonu söz konusudur (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000; Calderone ve Fonzi, 2001). 
Düzgün, yuvarlak-ovalimsi, beyaz (“white”) faz hücrelerinin; uzun, büyük, elongat ve fasülye şeklinde opak (‛‛opaque’’) faz hücrelerine dönüşümü “W-O değişimi” olarak değerlendirilmektedir (Soll, 2002; Yang, 2003). Bu değişim sonucu düzgün (smooth), tüylü (fuzzy), düzensiz (irregular), yıldız (star), halka (ring), noktalı (stippled) ve şapka (hat) şeklinde koloni morfolojileri ortaya çıkabilmektedir (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000; Arıkan, 2003). Opak ve beyaz koloni tiplerinin hücreleri arasında hif oluşturma yeteneği, generasyon süresi, düşük ve yüksek sıcaklıklara duyarlılıklarında farklılıklar vardır. Beyaz fenotipten opağa geçiş daha yüksek orandayken opaktan beyaza geçiş daha nadir görülür. Beyaz faz hücreleri pH 6.7’de 37°C’de germ tüpü oluştururken opak faz hücreleri insan epitel hücreleri hariç germ tüpü oluşturmazlar (Calderone ve Fonzi, 2001; Calderone, 2002). Opak faz hücrelerinin deriye kolonizasyon yeteneğinin beyaz faz hücrelerinden daha yüksek olduğu saptanmış olup sistemik hayvan modelinde ise opak faz hücrelerinin beyaz faz hücrelerinden daha az virülan olduğunun görülmesi oldukça ilginç bir durumdur (Calderone, 2002; Yang, 2003).  
Fenotipik değişim yeteğinin, mikroorganizmanın farklı mikroçevrelerde canlılığını koruyabilmesi ve bağışıklıktan kaçabilmesi için geliştirildiği düşünümektedir. Bu değişimden koloni morfolojisinin ve hücre şeklinin yanısıra hücre duvar morfolojisi, aspartik proteinaz salgılanması, aderans özellikleri, antijen ekspresyonu, doku afinitesi, hayvan modellerinde virulans ve antifungal ilaçlara duyarlılık derecesi gibi birçok fenotipik karakter de etkilenir (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000; Calderone ve Fonzi, 2001).
Fenotipik değişim, C. albicans’ın şekil değiştirerek dokularda yaşayabilme ve savunma mekanizmalarından kaçma yeteneğini arttırır (Uzun, 2006). Hücre yüzey antijenlerini değiştirerek immun sistemden saklanırken mukozaya adhezyon yeteneğini de değiştirerek virulansını arttırmaktadır. Bu şekilde spesifik vücut bölgelerine adaptasyonu da artar. Azollere karşı direnç mekanizmalarından olan antifungallerin dışarı atılımını hızlandırmasının ve sitokrom P450 hedef enziminin fazla yapımının fenotip değişim ile ilişkisi olduğu düşünülmektedir. Yapılan çalışmalarda beyaz fenotipli kolonilerin flukonazol direnci opak kolonilere göre yüksek bulunmuştur (Calderone ve Fonzi, 2001; Calderone, 2002).

Derleme bir makalede, fenotipik değişim üzerine yapılan çalışmalarda C. albicans’tan başka C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. lusitaniae türlerinin de bu değişimi gösterdiği bildirilmiştir (Calderone, 2002).
2.4.4. Biyofilm Oluşumu ve Slime Faktör

Biyofilm oluşturabilen mikroorganizmalar canlı veya cansız bir yüzeye yapışarak polimerik yapıda jelsi bir tabaka oluştururlar. İlk adezyon geri dönüşümlü gevşek bir tutunma tarzında olup ekzopolimer üretimi devam ettikçe adezyon güçlenmektedir. Mikroorganizmalar tarafından sentezlenen ekstrasellüler polisakkaritlerin oluşturduğu ince film tabakasına slime (glikokaliks) tabaka denir. Mikroorganizmalar, bu slime tabakası içinde çoğalarak ve ekstraselüler matriks salgılamaya devam ederek kalın bir film tabakası oluşumuna yol açarlar, buna biyofilm denir. Bu bağlanma geri dönüşümsüzdür. Kısacası biyofilm, organik bir polimer matriks içine gömülü, hareketsiz olarak birbirine ve bir yüzeye tutunmuş halde yaşayan mikroorganizma toplulukları olup, adezyon hücrelerinin su kanalları ile bağlandığı bir ağ şeklindedir (Yücesoy ve Karaman, 2004). 
Biofilm oluşumunda hem mikroorganizmaya hem de konağa ait faktörler birlikte rol oynamaktadır. Yapışma ve kolonizasyonda mayanın “slime” faktörü ile konağın fibrin-fibronektinlerinin karşılıklı etkileşimi gerekmektedir. Biyofilmlerdeki hücrelerin normal hücrelerden tamamen farklı fenotipik özellikler gösterdiği, antifungallere de normal hücrelere göre daha dirençli oldukları ve enfeksiyon için bir kaynak oluşturdukları belirtilmektedir (Ramage ve ark, 2006). 

Biyofilm yapısı ilk kez taramalı elekron mikroskopisi ile detaylı olarak incelenmiş ve iki tabakalı bir yapıya sahip olduğu öne sürülmüştür. Oluşum aşamaları belirlenen biyofilmin erken faz (0-11 saat) döneminde maya hücrelerinin substratla oluşturduğu adezyon, orta faz (12-30 saat) döneminde maya formundan hif formuna geçiş (dimorfizm) ve matriks oluşumu, olgun faz (31-72 saat) döneminde ise maya hücrelerinin tamamen kalın bir hücre dışı materyal ile sarıldığı gösterilmiştir (Richard ve ark, 2005). Olgun bir biofilmde, polisakkarit, karbonhidrat, protein ve bilinmeyen komponentlerden oluşan matriks içerisinde C. albicans’ın maya, hif ve yalancı hif formlarında bulunduğu bilinmektedir (Ramage ve ark, 2006).

Biyofilm oluşumu antimikrobiyal ajanlara karşı direnç gelişimini arttırdığı için virulası da arttırmaktadır. Bunun yanında fagositoz, kemotaksis gibi immün mekanizmalardan korunmayı sağlayan biyofilm lenfositlerin ve lökositlerin etkinliğinde azalmaya da sebep olması açısından öneme sahiptir (Yakupoğulları ve Toraman, 2004).

Farklı Candida türlerinin, hatta farklı C. albicans suşlarının biyofilm oluşturma kapasiteleri farklıdır. Bununla yanında, biyofilm oluşumu ile en çok ilişkilendirilen tür C. albicans olmakla birlikte (Ramage ve ark, 2006), C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. tropicalis ve C. glabrata türlerinin biyofilm oluşturduğu ancak bu biyofilm üretiminin C. albicans’a oranla daha az olduğu bildirilmiştir. Ancak C. albicans ve C. parapsilosis dışındaki Candida türlerinin biyofilm üretimi hakkında yeterli araştırma da bulunmamaktadır (Yakupoğulları ve Toraman, 2004). 

Türkyılmaz ve Kaynarca (2010) da Aydın bölgesindeki subklinik mastitli süt inekleri üzerinde çalışmışlar ve izole ettikleri mayalarda slime üretimini araştırmışlardır. 152 subklinik mastitli inekten 339 örnek toplanmış, bunlardan maya olarak identifiye edilen 41 örneğin 15 tanesinin slime testi pozitif olarak bulunmuştur. Slime üretiminde non albicans türlerinin ön planda olduğunu ve C. krusei’nin (7/15) birinci, C. kefyr’in (4/15) ikinci sırada yer aldığını bildirmişlerdir. 
Şeker ve Özenç (2011)’in mandalarda yaptıkları araştırmada C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. guillermondi türlerinin %100 oranında biyofilm oluşturduğu, C. kefyr’in %62.5 oranına ulaştığı buna karşılık C. albicans’ın %50 oranında kaldığı ifade edilmiştir.

Biyofilm oluşturan Candida türlerinin amfoterisin B, flukonazol, flusitozin, itrakonazol, ketokonazol, nistatin, terbinafin ve yeni azoller (vorikonazol ve ravukonazol) gibi önemli antifungallere dirençli olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir. Bunun yanında amfoterisin B’nin lipid formülasyonları ile ekinokandinlerin (kaspofungin ve mikafungin) biyofilme karşı etkili olduğu da bulunmuştur (Kuhn ve ark, 2002).
2.4.5. Enzimler

Candida türleri ürettikleri enzimlerle, konak hücrenin lipid ve proteinlerden oluşmuş zarlarında işlev bozukluğuna sebep olarak, dokuda invazyona yardımcı olurlar. Deri ve mukozal bariyerlerin yıkılmasında görev alan bu enzimler kandidaların konak hücreye daha güçlü yapışmasını sağlamaktadır. Yapışma sürecinin ardından, besin sağlama amacıyla mikroorganizma konak proteinlerini sindirir. Enzimler konak savunma mekanizmalarında önemli rol oynayan immunglobulinleri ve sitokinleri parçalarken immun bariyeri ortadan kaldırmaktadır (Yang, 2003). Bu yıkımlara sebep olan proteaz, fosfolipaz, lipaz, esteraz ve fosfataz enzimleridir (Luo ve ark, 2001). 
2.4.5.1. Salgısal Aspartil Proteinazlar
Proteinaz enzimi, asit pH’da (pH:2.5-4) aktivasyon gösterdiği için asit proteinaz, yapısında fazlaca aspartik asit içerdiği için aspartat proteinaz ve pepstatin A ile inhibe olduğu için ise karboksil proteinaz gibi isimler almıştır (Ray ve Payne, 1990). Salgısal Aspartil Proteinazlar (SAP) patolojik etkisi birkaç olası mekanizma ile gerçekleşir (Staib ve ark, 2000). Bunlar :
1- Konak proteinlerini sindirmesi sonucu oluşan zedelenmiş bölgeden adezyonun kolaylaşması

2- Konak proteinlerin yıkılmasıyla konak immun yanıtın bozulması

3- Peptid yıkımı ile hücre azot kaynaklarının artırılması

4- Endotel hücresinde hasar oluşması
5- Konakta proteolitik mekanizmalarının uyarılmasıdır. 
SAP enziminin, konak proteinlerini parçalayarak nitrojen kaynağı sağlamak en önemli görevidir. Bu enzimler konak hücre yüzey yapılarını ve hücreler arası yapıları parçalayarak mikroorganizmanın adezyon ve invazyonuna yardımcı olurlar (Zepelin ve ark, 1999). 
SAP enziminin substrat özgüllüğünün çok geniş olduğu kanıtlanmıştır. Candida proteinazları, keratin, albumin, laktoferrin, laminin, hemoglobin, kazein, fibronektin, müsin ve kollajeni parçalayabilirler. IgG1, IgA1, IgA2 ve sIgA'yı parçalama yeteneğinde olduğu ve bu parçalanmanın genellikle ağır zincirde oluştuğu da bilinmektedir. Bunlardan başka hedef substratlar arasında α2 makroglobulin, koagülasyon faktör X ve anjiotensinojen de yer almaktadır (Zepelin ve ark, 1999; Yang, 2003; Schaller ve ark, 2005).
2.4.5.2. Fosfolipazlar
Fosfolipaz terimi, gliserofosfolipidlerdeki ester bağlarını hidrolize etme yeteneği olan bir grup enzim için kullanılmaktadır. Tüm fosfolipazlar spesifik bir ester bağına etki etmektedir (Ghannoum, 2000). Hücre zarındaki fosfolipitler fosfolipaz enziminin aktivasyonu sonucu parçalanınca lizofosfolipitler olarak adlandırılan ürünler meydana gelmektedir. Bu ürünler biyolojik membranın bozulmasına neden olarak enfeksiyona zemin hazırlarlar. Fosfolipazlar parçaladıkları özgül ester bağlarına göre A, B, C ve D olmak üzere dört tipe ayrılırlar (Calderone, 2002; Yang, 2003). Fosfolipaz A ve lizofosfolipaz aktivitesi olanlar bukkal epitelial hücrelere daha güçlü bağlanarak farelerde daha patojenik etki gösterirler (Webb ve ark, 1998). Fosfolipaz C ise plazma membran reseptörlerine gelen sinyallerin alınmasında görevlidir (Garcia ve ark, 2001). B en sık saptanan sınıf olup hem hidrolaz hem de lizofosfolipaztransaçilaz etkinliklerine sahiptir (Çörekcioğlu ve Sancak, 2008). Hayvan kandidozis modellerinde sadece Fosfolipaz B1’in virulans için gereklidir (Abacı ve Haliki, 2004). Konak hücre zarındaki başlıca bileşen olan fosfolipitleri hidrolize eden fosfolipaz enzimi, konak hücreyi lize ederek doku invazyonu yapmaktadır. Hücrenin yüzey özelliklerini değiştirerek aderensi ve penetrasyonu kolaylaştıran ve hifal yapının sitoplazmaya girmesini sağlayan fosfolipaz enziminin, bu özellikleriyle virülansa katkı sağladığı düşünülmektedir (Ghannoum, 2000). Son olarak C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. lusitaniae, C. krusei türlerinin de C. albicans’a kıyasla daha çok fosfolipaz salgıladığı bildirilmiştir (Ghannoum, 2000; Schaller ve ark, 2005). 
2.4.5.3. Lipazlar

Hidrolitik enzimlerin üçüncü grubu olan lipazlar, fosfolipidlerin ester bağlarının hidrolizini katalize etme yeteneğine sahiptirler. Lipaz, C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei suşlarında aktivitesi gösterilmiş bir enzimdir (Schaller ve ark, 2005).
2.4.5.4. Esterazlar

Esteraz ve fosfolipaz enzimleri patojenik kandidalar tarafından salgılanan lipolitik enzimlerdir (Slifkin, 2000). Esterazın karbon kaynağı olarak sadece Tween 80 içeren bir ortamda aktive olması iki enzim arasındaki belirleyici farktır (Stehr ve ark, 2000). Bu özellik sayesinde Tween 80 opasite testi ile Candida türlerinin esteraz aktivitesi gösterilmektedir (Ghannoum, 2000; Slifkin, 2000). Esteraz enzimi salgılayan Candida türleri besiyerindeki Tween’i hidrolize ederek yağ asitleri açığa çıkarırlar. Serbest kalan yağ asitleri ile besiyeri içerisinde bulunan kalsiyum bağlanarak bir kompleks oluştururlar. Besiyerinde çözünmeyen kristaller haline gelen bu kompleksler inokülasyon bölgesinin etrafına çökerek bir hale meydana getirmektedirler (Slifkin, 2000; Yücesoy ve Marol, 2003). Tween 80 opasite testi, Candida türlerinin tanımlanmasında morfolojik ve fizyolojik testlerin tamamlayıcısı olarak kullanılmakta olup özellikle C. albicans ve C. dubliniensis’in ayırt edilmesinde kullanışlı olduğu bildirilmektedir. Ekonomik besiyerinin hazırlanması gibi yorumlanması da çok kolaydır (Slifkin, 2000). 
2.4.6. Siderofor Üretimi
Candida türlerinin bir diğer virülans faktörü de sideroforları kullanma yeteneğidir. Sideroforlar, demiri depolandığı dokudan veya transferrinden alan düşük molekül ağırlıklı bileşikler olup demir eksikliği durumunda, mayaların üremeleri için kaynak oluştururlar. Candida’lar üremek için ihtiyaç duydukları demiri diğer Candida’lara ait sideroforlardan başka Enterobacteriaceae ailesinin sideroforlarından da sağlayabilmektedirler. Böylece patojenik özelliklerini arttırmış olurlar (Knight ve ark, 2005).
2.4.7. Toksik moleküller

Maya fazındaki C. albicans hücrelerinden üretilen toksinler, yüksek molekül ağırlıklı olanlar ve düşük molekül ağırlıklı olanlar olmak üzere iki grupta incelenmektedir (Ghannoum ve Abu Elteen, 1990; Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000). Yüksek molekül ağırlıklı toksinler, glikoprotein toksinler ve kanditoksindir. Glikoprotein toksinler, karbonhidrat (mannoz, glikoz) ve protein içeren bileşik maddelerdir  (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000; Ener, 2002). Düşük molekül ağırlıklı toksinler birbirlerine çok benzerler. Bu toksinler şok oluşturanlar ve/veya öldürücü aktivite gösterenler olarak ayrılırlar (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000).
2.5. Epidemiyoloji

Candida türleri doğada yaygın olarak bulunabilen, insan ve hayvanların florasında kommensal olarak yaşayan mayalardır (Erbakan, 1999). Tam sağlık durumunda hastalık yapmayan ancak vücudun savunma mekanizması bozulduğunda hastalık oluşturan fırsatçı patojen mayalar çoğunlukla endojen kaynaklı enfeksiyona sebep olurlar (Yücel, 1999). 

Bu floral mikroorganizma konak üzerinde 3 şekilde bulunabilir:

a) Flora üyesi olarak: Candida türleri vücudun farklı bölgelerine yerleşim göstererek ortamda bulunan diğer mikroorganizmalarla birlikte denge halinde yaşarlar. Bu dengeli yaşama mikroflora denir. Denge bozulmadığı sürece hastalık oluşturmazlar. Tükrük, ter gibi doğal vücut sıvıları ve bulunduğu bölgenin mevcut mikroflorası kontrolünde etkenin kolonize olması engellenmektedir (Poyraz, 2006).

b) Kolonize olarak: Aşırı ve düzensiz antibiyotik kullanımı, glukokortikoid tedavisi, immunsupresyon yapan ilaçlar, kronik hastalıklar, travma sonucu epidermis bariyerinin bozulması (Van Veen ve Kremer, 1992), A vitamini eksikliği ve beslenme bozuklukları gibi predispozan faktörlerin varlığında mikrofloranın dengesinin bozulması sonucu kandidalar sayıca çoğalarak o bölgede üstünlük sağlar. Bu duruma kolonizasyon adı verilir (Poyraz, 2006). 

Lokal antibiyotik kullanımının dahi kandida kolonizasyonunu arttırdığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Puzniak ve ark, 2004). 

c) İnfeksiyon etkeni olarak: Belirli bölgelerde kolonizasyon haline gelen kandidalar, önce bulundukları yerde lokal olarak sonra çevreye ve derin dokulara yayılarak sistemik enfeksiyon oluştururlar (Poyraz, 2006). 

Yine antibiyotik kullanımı üzerine yapılan bir çalışmada süt ineklerinde gelişen fungal mastitisin antibiyotik tedavisine cevap vermediği belirtilmiş, bunun yanında tetrasiklin gibi bazı antibiyotiklerin de enfeksiyonun şiddetini arttırdığı saptanmıştır. Bu nedenle mastitis enfeksiyonlarında antibiyotik tedavisine başlamadan önce fungusların enfeksiyondaki rolünün araştırılmasının gerekliliği önemle vurgulanmıştır (Tarfarosh ve Purohit, 2008). 

Bazı kandidoz tiplerinin oluşumunda ekzojen bulaşma da rol oynayabilir (Tümbay, 1999; Pfaller ve Diekema, 2007; Tümbay, 2010). Hayvanlarda kandidal enfeksiyona yakalanmada; kontamine su, kontamine yem, kontamine altlıklar ile stres ve kurak mevsimler çevresel risk faktörleri arasında sayılabilir. Ayrıca kandidaların bozuk yem ve infekte kuşun dışkısıyla bulaşına da çok sık rastlanıldığını belirten çalışmalar mevcuttur (Flammer, 2006).

Polonya’da yapılan geniş kapsamlı bir çalışmada süt ineklerinde maya mastitleri araştırılmış ve bu mastitlerin bahar aylarında, diğer aylara oranla prevalansının çok yüksek olduğu saptanmıştır. Nisan ayında %19,3 oranında teşhis edilen maya mastitinin, Eylül ayında %1’in altında, Haziran ve Ocak aylarında ise %1,2 civarında prevalans gösterdiği bildirilmiştir (Wawron ve ark, 2009). Scaccabarozzi ve ark (2011) tarafından yapılan bir araştırmada ise süt örneklerinin yanında hayvanların içme sularından, ekipmanların yıkama sularından, sağım öncesi ve sonrası daldırma solüsyonlarından ve kaplarından, sağım yapanların ellerinden, rektal gaitadan ve şırıngalardan örnekler incelenmiş; şırıngaların ve daldırma kaplarının yüksek oranda bulaş kaynağı olduğu saptanmıştır.
2.6. Patogenez

Mantar etkenlerinin bir kere dokuya girdikten sonra nasıl bir ilerleme göstereceği konağın savunma mekanizmalarının yeterliliğine, organizmanın virülansına ve inokulumun miktarına bağlıdır (Tümbay, 1999; Madigan ve Martinko, 2006). 

Kendi içinde yarış halinde olan flora, predispozan faktörlerin varlığında (endojen) veya yüksek miktarda inokuluma maruz kaldığı (ekzojen) durumlarda inhibisyona uğrar. İnhibisyonla baskılanan bakteriler sayıca azalırken denge bozulur ve mayaların yüzeydeki kolonizasyonu artar. Oluşan yalancı ve gerçek hifler epitel tabakasının üzerini kaplayarak yüzeyel enfeksiyona zemin hazırlar (Cabanes, 2010). 

Kandidal yalancı hifler deri ve mukoza bütünlüğünün bozulduğu bölgeden doku içerisine girerek tomurcuklanır. Oluşan blastosporlar dokuda yayılarak yüzeysel enfeksiyonun da yayılımını sağlamış olur. Bu invazyon epiteliyal hiperplaziyi ve pseudomembran formasyonunu uyarır ve makroskobik olarak multifokal ya da birleşmiş beyaz peynirimsi materyalin şekillenmesine yol açar. Genellikle yapışık durumdaki kandidal materyal ve membranlar normal mukus gibi yıkanarak giderilemez. Konaktaki enfeksiyonun durdurulmasında derideki keratinize dokular, dermal dendritik hücreler, epidermal langerhans hücreleri, keratinositler ve mikrovasküler endotel hücreleri görev yapmaktadır (Garcia ve ark, 2001; Calderone, 2002). Ayrıca floradaki bakteriler de besin maddelerini hızla tüketip toksik maddeler üreterek Candida türlerinin çoğalmasını engellemeye çalışırlar (Erbakan, 1999). Deri veya mukoza bariyerini geçerek sistemik dolaşıma katılan Candida’lar, sistemik kandidoza karşı savunmada en önemli rol oynayan nötrofil ve makrofaj hücreleri ile karşılaşırlar (Male ve ark, 2006). 
2.7. İmmunoloji        

Patojenik mikroorganizmalara karşı konak savunmasında hücresel ve humoral immunite kullanılmaktadır. Kandidalar için gelişen hücresel immunite, humoral immuniteye göre daha ön plandadır. Mantarlara karşı asıl savunmayı sağlayan hücresel immünite, nonspesifik (makrofajlar, NK hücreleri ve nötrofiller) ve hücre aracılı (T hücreleri) olmak üzere iki şekilde olup önemi yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır (Casadevall, 1995). 

Konak fagositleri tarafından kolayca fagosite edilebilecek büyüklükte olan kandidalara karşı oluşacak immün yanıtta hücresel immunite üyeleri (nötrofil, makrofaj ve bu hücrelerin aktive ettiği TH1 hücreleri) önemli göreve sahiptir. Fagositozla defansta, mayaların blastospor formları etkisiz hale getirilirken hifal formları için ekstrasellüler öldürme mekanizmalarına gereksinim duyulmaktadır. Bazı patojenik mantarlarda ise dimorfik özellik sebebiyle her iki yöntem de kullanılmakta olup virulans faktörlerin farklılığından dolayı immün sistem çeşitli zorluklarla karşılaşmaktadır (Male ve ark, 2006).  
Kandidalarla mücadelede fagositlerin oksidatif ve non-oksidatif öldürme mekanizmaları kullanılmaktadır. Oksidatif mekanizmada kullanılan maddeler, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, myeloperoksidaz, hipoklorik asitler, süperoksit anyon, defensinler, lizozim, serum proteazlar ve kloraminler olarak sayılabilir. Tümör nekroz faktör (TNF), interferon gama (IFNγ), interlökin-2 (IL-2), IL-8 gibi sitokinlerle oksidatif öldürme aktivitesini arttırdığı bilinen nötrofillerin, C. albicans’ı öldürmek için myeloperoksidaz ve hidrojen peroksit gibi fungusidal mediatörlere mutlak gereksinim duydukları bildirilmiştir (Özenci, 2002).
C. albicans için oksidatif mekanizma kullanan nötrofiller, diğer Candida türleri için non-oksidatif mekanizmaları kullanarak etkenle başedebilirler. Antifungal aktiviteye sahip bazı protein ve peptidlerin kullanıldığı non-oksidatif mekanizmada, lökositlerin granüllerinde bulunan antimikrobiklerin Candida türlerine karşı aktivite gösterebildikleri hatta bazılarının C. albicans’ı doğrudan öldürebildikleri bildirilmiştir. Antimikrobik maddelerden özellikle defensinlerin antifungal özelliklerinin yanında, mantarların fagositozu için opsonize edebilme özellikleri de vardır.  Yine aynı granüllerde bulunan katepsinG’nin de antifungal aktivitesinin bulunduğu kaydedilmiştir (Özenci, 2002)

Non-spesifik hücresel immunitenin diğer üyelerinden doğal öldürücü hücreler (NK) de bağışıklıkta doğrudan rol oynamaktadırlar. Ayrıca anti-kandidal aktiviteye sahip olduğu düşünülen trombositlerin, sistemik enfeksiyonun ilk aşamasında kandidalarla birbirine bağlanarak çöktüğü ve bu nedenle konak savunmasında önemli rol oynadığı bildirilmektedir.. Doku makrofajları ile yerleşik retiküloendotelyal hücrelere ek olarak eozinofillerin de kandidalar üzerinde öldürücü etkiye sahip oldukları yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Bennet, 2000).

Kandidalara karşı alternatif kompleman yoluyla mücadelede optimal opsonizasyon çok önemlidir. Alternatif yol işleyişinde kusur olan hayvanların kandidal enfeksiyona duyarlılıklarının arttığı bildirilmiştir. İnsanlarda bulunan CR2 ve CR3 kompleman reseptörlerine benzer reseptörler taşıyan Candida türleri insan sağlığı için de önemli bir tehdittir (Bennet, 2000).

Hücresel immunitenin etkin olduğu mantar enfeksiyonu savunmasında antikora bağımlı humoral immünitenin rolü tartışmalıdır. Oluşan antikorlar maya hücrelerini aglütine ederek enfeksiyonun sınırlı kalmasını sağlarlar ve güçlü opsoninler olmalarına karşın fagositoz için mutlaka gerekli değildirler. Çünkü mayalar, kendi kendine kompleman sistemini aktive edebilirler (Casadevall, 1995).
2.8. Candida’ların Yol Açtığı Enfeksiyonlar  

Hayvanlarda hastalık oluşturan önemli Candida türleri şunlardır (Cabanes, 2010):

C. albicans: Birçok hayvan türünde hastalık oluşturabilen bir tür olup kedi ve köpeklerde kutanöz ve üriner kanal enfeksiyonu, sığırlarda abort ve mastitis, atlarda sistemik, genital kanal ve sindirim kanalı enfeksiyonları, kuşlarda, kümes hayvanlarında ve domuzlarda kutanöz ve sindirim kanalı enfeksiyonlarına, 

C. kefyr: Sığırlarda abortus ve mastitise,
C. tropicalis: C. albicans gibi kedi ve köpeklerde üriner kanal enfeksiyonu, sığırlarda abortus ve mastitis, atlarda artrit ve keratomikoz ve kümes hayvanlarında sindirim kanalı enfeksiyonlarına,
C. glabrata: Birçok hayvan türünde karşılaşabildiğimiz bir tür olup kedi ve köpeklerde üriner kanal enfeksiyonu, sığırlarda abortus ve mastitis, atlarda keratomikoz ve kümes hayvanlarında sindirim kanalı enfeksiyonlarına,
C. krusei: C. glabrata’ya benzer. Kedi ve köpeklerde üriner kanal enfeksiyonları, sığırlarda abortus ve mastitis, atlarda ve kümes hayvanlarında sindirim kanalı enfeksiyonlarına, 

C. famata : Atlarda artritise,
C. lusitaniae : Sığırlarda abortus ve mastitis, atlarda keratomikoz, 

C. parapsilosis : Daha çok C. albicans’a benzer. Kedi ve köpeklerde kutanöz ve üriner kanal enfeksiyonları, sığırlarda abortus ve mastitis, atlarda artritis, endokarditis ve keratomikoz ve kümes hayvanlarında sindirim kanalı enfeksiyonlarına, 

C. pelliculosa : Sığırlarda mastitise, 

C. rugosa: Kedi ve köpeklerde üriner kanal enfeksiyonu, sığırlarda mastitis ve atlarda genital kanal enfeksiyonuna neden olabilir. 

2.9. Laboratuvar Tanı Yöntemleri 

Candida türlerinin tanısında, laboratuvarlarda karşılaşılan en büyük sorunlardan birisi üreyen etkenin patojenitesine karar vermektir. Normal flora üyesi olan Candida türlerinin laboratuvar verilerinin doğru yorumlanabilmesi için iyi bir klinik-laboratuvar işbirliğinin kurulması sağlanmalıdır. Kandidaların identifikasyonunda klinik örneğin uygun bir şekilde alınması, ekilmesi ve gerekli laboratuvar testlerinin yapılması işlemleri biraz karmaşık olup azami dikkat gerektirmektedir (Yücel, 1999; Ener, 2002). Doğru identifikasyon için alınan örnek ve labaoratuvar koşullarını değerlendirerek izlenecek sağlıklı bir prosedür belirlemek en doğru yaklaşımdır. Kandida enfeksiyonlarının laboratuvar tanı basamakları şunlardır: 

*Uygun şekilde laboratuvara ulaştırılan klinik örneklerden doğrudan mikroskobik inceleme yapılması,
*Örneklerin ekimi ve üreyen kolonilerin şekil-renk yönünden değerlendirilmesi
(Hücrelerin büyüklüğü ve şekli, germ tüp oluşturma yeteneği, hif yalancı hif klamidospor oluşumunun değerlendirilmesi, kromojenik agarda koloni morfolojisi ve renginin v.s. değerlendirilmesi)
*Biyokimyasal özellikleri bakımından incelenmesi
(Karbonhidrat, nitrat, trehaloz, üreaz aktivitesi, tuz toleransı, ısı tolerası, serolojik yöntemler) 
*Moleküler yöntemler ile Candida türlerinin identifikasyonu 
Bu laboratuvar tanı yöntemlerinden bir ya da birkaçı kullanılarak tür düzeyinde doğru identifikasyona gidilebilir (Calderone, 2002; Hilmioğlu, 2002).
Kandidoz tanısı için alınacak örnekler; veteriner sahada daha çok lezyonlu organ parçaları, lenf yumruları, çeşitli eksudatlar, idrar, serebrospinal sıvı, kraşe, irin, süt vs gönderilir (Cabanes, 2010). 
2.9.1. Bakteriyolojik Tanı Yöntemleri

Bakteriyolojik tanı yöntemleri; etkenin direk yada Gram boyama ile bakteriyoskopisini, farklı özellikteki besiyerlerine ekimini ve üreyen kolonileri identifiye etmek için yapılan biyokimyasal testleri kapsamaktadır.
2.9.1.1. Bakteriyoskopi 
Laboratuvara gelen klinik örneklerden preparatlar hazırlanır. Preparat için; sıvı olanların santrifüjlendikten sonraki sedimenti, sert olanların %15’lik KOH ile muamelesinden sonraki sıvı, yumuşak olanlardan ise direkt numune alınarak kullanılır (Tümbay, 1999). Bu örneklerden direk bakı yapılabilir. Bu bakıda; mayanın şekli ve boyutu, tomurcuğun hücreye bağlanma şekli, yalancı hif ve gerçek hif yapıları aranır (Hazen ve Howell, 2009). Direk mikroskopi, kolay ve ekonomik bir yöntemdir ancak Candida türlerinin saptanamadığı durumlarda enfeksiyonunun olmadığı anlamına gelmez (Wingard ve Anaissie, 2005; Yeğenoğlu, 2007). Direkt incelemede nativ preparat yanında Gram, metilen mavisi, Wright, Giemsa, periyodik asit-schiff (PAS) ve methenamin gümüş boyası ile boyanarak hazırlanan preparatlar da incelenebilir (Larone, 2002). Ancak Gram boyama ile genellikle iyi boyanan maya etkenleri, Haematoxylin-Eosin ya da Giemsa boyaları ile iyi görüntü vermemektedir (Yeğenoğlu, 2007). 
2.9.1.2. Kültür
Candida’lar için en çok tercih edilen besiyeri olan SDA, düşük pH’sı nedeniyle birçok bakterinin üremesini baskılayarak mantarlar için selektivite oluşturmaktadır. Primer izolasyon amacı ile kullanılan bu besiyerinin yanında Brain-Heart İnfüzyon Agar ve İnhibitory Mold Agar gibi farklı besiyerleri de kullanılabilir (Rippon, 1999; Hazen ve Howell, 2009). 
Seçilen besiyerine ekimi yapılan örnekler 26ºC ve 37ºC’de ayrı ayrı olmak üzere inkübasyona bırakılırlar. Havalanmayı sağlamak amacıyla besiyeri kapakları hafifçe aralık bırakılırken inkübatör nemi de %30-40’a ayarlanmalıdır. Patojen Candida türlerinin çoğu her iki koşulda da birkaç gün içinde üreyebilirken, 37ºC’de üreyememe saprofitliğin bir göstergesi olarak kabul edilmektedir (Koneman ve ark, 2006).

48-72 saatte SDA’da üreyen tipik kolonilerin görünümü 1-2 mm çapında, krem-sarı renkli, yumuşak tereyağı kıvamında, hafif kubbeli, nemli, maya kokulu ve düzgün şekildedir. C. krusei, C. lipolytica gibi ender izole edilen türler kuru ve buruşuk koloniler de oluşturabilir. C. albicans da uzun inkübasyon sonunda buruşuk koloniler yapabilir. C. albicans’ın oluşturduğu farklı koloni morfolojileri (fenotipik swiching) nedeni ile koloni morfolojisi esas alınarak tür düzeyinde ayrım yapmak mümkün değildir (Kiraz ve ark, 2000). 

2.9.1.2.1. Boyama
Oluşan kolonilerin Gram boyaması yapılarak, Gram pozitif maya hücresi olup olmadığı kontrol edilir (Poyraz, 2006).
2.9.1.2.2. Hif, Blastospor, Klamidospor Oluşumu

Besin açısından fakir ortamlarda mayaların oluşturduğu blastospor, yalancı hif, gerçek hif ve klamidospor varlığı kandidaların tanımlanmasında kullanılmaktadır (Hazen ve Howell, 2009). Bu maya formlarının gelişimi için örnekler Pirinçunlu-Tween 80 Agar, Mısırunlu Tween 80 Agar, Wolin Bevis agar, vs. ekilebilir (Martinez ve ark, 1998; Hilmioğlu, 2002). 
Maya kolonisinden bir parça alınıp, öze 45º’lik açı ile tutularak besiyeri yüzeyine üç paralel çizgi çekilir. Agarın yüzeyine, inokülasyon çizgilerini örtecek şekilde steril bir lamel kapatılarak besiyeri 26°C’de 24-72 saat inkübasyona bırakılır. Besiyeri üzerine kapatılan lamel, ortamın oksijenini azaltarak agarın yüzey gerilimini düşürür ve klamidospor, yalancı hif üretimini arttırır (Hazen ve Howell, 2009). 
Candida türlerinin çok miktarda hif oluşturduğu bilinmektedir. Hifler boyunca oluşan oval veya yuvarlak blastosporların dizilimi herbir tür için karakteristiktir (Calderone, 2002; Hilmioğlu, 2002). Geçek veya yalancı hiflerin içinde (ara), kenarında (yan) veya uçlarında (uç) yerleşim gösterebilen klamidosporlar da identifikasyon için yardımcıdır (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000). 

İdentifikasyon için değerlendirme yapılırken geniş, kalın duvarlı, genellikle tekli terminal klamidosporlar, gerçek ve yalancı hifler, yalancı hiflerin çevresinde kümeler oluşturmuş blastosporların görülmesi C. albicans olduğunu düşündürmektedir. C. tropicalis uzun yalancı hifler boyunca, boğumlanma noktalarında tekli veya küçük düzensiz kümeler halinde az sayıda blastospor üretimi ve nadiren yalancı hiflerin uçlarında ince duvarlı, gözyaşı damlası şeklinde klamidosporlar oluşturur (Larone, 2002). Bu klamidosporlar, kalın bir duvarının olmaması ve sitoplazma içerisinde yansıma yapan globüllerinin bulunmamasıyla diğerlerinden farklılık göstermektedir (Yücel ve Kantarcıoğlu, 2000). C. dubliniensis suşları tarafından oluşturulan klamidosporlar ise çok daha bol, çoğunlukla ikili veya üçlü gruplar halinde, hatta bazen yalancı hifin ucundaki salkımlar şeklindedir (Calderone, 2002; Koç, 2002). C. glabrata küçük, oval ve uç bölgesinden tomurcuklanan maya hücreleri üretirken yalancı hif oluşturamaz (Tümbay, 1999). Gerçek hif üretmeyen C. guilliermondii az sayıda, kısa yalancı hif ve bunların boğumları çevresinde küçük blastospor kümeleri oluşturur. C. parapsilosis de kısa yalancı hiflerin çevresinde tek tek veya küçük kümeler yapan blastosporlar görülmesi ile tanınır. Türe özgü özelliği ise “dev hücre” denilen iri hiflerin bulunmasıdır. C. krusei ağaç benzeri görünüm veren uzun blastosporlar ile yalancı hifler oluşturur. C. kefyr ise tipik olarak bir derede yüzen kütükler görünümü veren blastosporlar ile yalancı hiflerinden tanınabilir (Larone, 2002).

2.9.1.2.3. Germ Tüp

Germ tüp testi için insan serumu, yumurta albumini, sığır serum albumini, koagüle tavşan plazması, koyun serumu veya Doku Kültür Medium, Tripticase Soy Broth gibi çeşitli peptonlu besiyerlerinden biri kullanılabilmektedir (Warren ve Shadomy, 1991; Hilmioğlu, 2002; Arıkan, 2003). Germ tüp oluşumunu incelemek için, 0,5-1,0 ml steril serumla test edilecek suş karıştırılarak koyu olmayan bir süspansiyon hazırlanır ve 37°C’de maksimum 3 saat süreyle inkübasyona bırakılır. İnkübasyon sonrası, bu süspansiyondan bir damla alınarak lam-lamel arasında 40X objektif ile germ tüp varlığı açısından mikroskobik inceleme yapılır. Fasulye filizi gibi kısa uzantılar görülmesi testin pozitif olduğunu göstermektedir (Resim 2) (Forbes ve ark, 2007; Hazen ve Howell, 2009). 

Germ tüp pozitif olan türler C. albicans grubu mayalar iken, germ tüp negatif olanlar ise non-albicans kandidalar olarak isimlendirilirler ve çeşitli yöntemlerle tiplendirilirler (Wilke ve ark, 2008).  Ancak, C. albicans suşlarının yaklaşık %5’inde germ tüp testi negatif olarak bulunmaktadır. İnkübasyonun 3 saatten uzun sürmesi, yoğun maya inokulumu kullanılması, antifungal sağaltım uygulanması gibi durumlarda C. albicans germ tüp oluşturamayabilir (Hazen ve Howell, 2009). C. albicans’tan başka C. stellatoidea ve C. dubliniensis türlerinin de germ tüp pozitif olduğu bildirilmiştir (Williams ve Lewis, 2000). C. tropicalis’in ürettiği hif benzeri yapılar ise hifin ana hücreden çıkış yerindeki darlık ve blastosporlarının daha büyük olması nedeni ile gerçek hiften ayrılır (Resim 2) (Forbes ve ark, 2007; Hazen ve Howell, 2009). C. krusei ve C. kefyr’de de yalancı germ tüp oluşumu gözlenebilmektedir (Tümbay, 1999; Koneman ve ark, 2006). 
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Resim 2. C. albicans’ta germ tüp oluşumu ve C. tropicalis’in yalancı hife benzeyen yapıları
2.9.1.2.4. Kromojenik Besiyerleri

Candida türlerinin spesifik ayrımında kullanılmak üzere farklı besiyerleri geliştirilmiş olup koloni yapısı ve renk oluşturması gibi özelliklerinden erken tanısı yapılarak uygun tedavinin seçilmesi sağlanmıştır. Kromojenik besiyerleri, hedef mikroorganizmalar tarafından salgılanan enzimler ile tepkimeye girerek renk verecek substratlar içermektedir. Substratların türe özgü ekzo-enzimler ile hidrolizi sonucunda farklı renklerde üreyen koloniler (Williams ve Lewis 2000; Ellepola ve Morrison, 2005) inkübasyonun süresinden ve sıcaklığından önemli derecede etkilenmektedir. Bu besiyerlerinin karışık maya enfeksiyonlarının saptanmasında ve karışık kültürlerden kaynaklanan identifikasyon sorunlarının çözülmesinde kullanışlı olduğu bildirilmiştir (Freydiere ve ark, 1997; Hazen ve Howell, 2009). 
Kromojenite özelliğinde; CHROMagar Candida (CHROMagar, Becton Dickinson Diagnostics), Albicans ID2 agar (AID; BioMérieux, Marcy l’Etoile, Fransa), Candida ID (BioMérieux, Marcy l’Etoile, Fransa), Candiselect medium (Sanofi Diagnostics, Marnes-La-Coquette, Fransa), BiGGY (Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast) agar (Oxoid, Basingstoke, İngiltere), Pagano-Levin agar, Fluoroplate Candida (Merck, Almanya), Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA) (Oxoid), Brom Cresol Green (BCG) Agar (Difco) gibi çok sayıda besiyeri bulunmaktadır (Williams ve Lewis 2000; Ellepola ve Morrison, 2005; Hazen ve Howell, 2009). Ancak kromojenik besiyerleri mayanın identifikasyonunun sağlanması amacıyla değil, identifikasyonuna yardımcı olarak kullanılması önerilmektedir (Hazen ve Howell, 2009).
Kromojenik besiyerlerinden biri olan CHROMagar Candida (CHROMagar Company, Paris, Fransa) besiyeri, özellikle C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei türlerinin olası identifikasyonunda kullanılmaktadır. Bu besiyerinde 37ºC’de 48 saat inkübasyon sonucunda C. albicans suşları açık yeşil, C. tropicalis suşları koyu mavi-lacivert, C. krusei suşları da pembe renkli pürtüklü koloniler oluşturmaktadırlar. Kromojenik besiyerlerinin karşılaştırıldığı birçok çalışmada CHROMagar Candida besiyerinin duyarlılık ve özgüllüğü %100’e yakın oranlarda bildirilmektedir (Forbes ve ark, 2007). 
Willinger ve Manafi (1999) çalışmalarında SDA ve CHROMagar Candida besiyerlerindeki izolasyon oranlarını karşılaştırmışlar ve C. albicans identifikasyonunda CHROMagar Candida besiyerinin duyarlılığını %98,8, özgüllüğünü %100, C. tropicalis için duyarlılığını %66.7, özgüllüğünü %99.8, C. krusei için duyarlılığını ve özgüllüğünü %100, C. glabrata için duyarlılığını %98,0, özgüllüğünü % 95,7 olarak bildirmişlerdir.

Yine CHROMagar Candida ile yapılan bir çalışmada, besiyeri C. albicans için %99, C. tropicalis için %98, C. krusei için %100 başarılı bulunmuş ve hızlı identifikasyonun sağaltım yönetimindeki önemi vurgulanmıştır (Nadeem ve ark, 2010). 

Kromojenik Candida agarın patojenik maya türlerinin izolasyonu ve olası identifikasyonundaki yararını araştıran Ghelardi ve ark (2008), C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon mucoides ve Geotrichum capitatum kolonilerinde besiyerinin spesifitesini %99.4 olarak saptamışlardır. Buna karşılık aynı konu üzerinde yapılan bir başka çalışmada, sık izole edilen türlerde besiyerinin başarısı vurgulanırken C.kefyr, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. lypolitica, C. norvagensis, Saccharomyces cerevisiae ve Geotrichum capitatum gibi daha az sıklıkta karşılaşılan türlerin kolonilerinin tanınmasının çok kolay olmadığı bildirilmiştir.  Bu türleri tanımlamak için konvansiyonel yöntemlere başvurulması gerektiği belirtilmiştir (Otağ ve ark, 2006).

Willinger ve ark (2001) tarafından Candida ID ve CHROMagar Candida’nın performansları karşılaştırılmış, Candida ID’nin önemli mayaların identifikasyonunda yeterince duyarlı ve CHROMagar’a göre daha hızlı olduğu tespit edilmiştir. Öte yandan çoklu maya türlerinin tanımında CHROMagar kadar başarılı olmamasına rağmen identifikasyona sağladığı hız nedeniyle değerli bulunduğu bildirilmiştir.
SDA, Candida ID ve CHROMagar Candida besiyerlerinin karşılaştırıldığı çalışmada 469 pozitif sonuç elde etmişler, sonuçların 60’ında 2 tip, 6’sında ise 3 tip koloni meydana geldiğini bildirmişlerdir. Mikst kolonilerin tespitinde CHROMagar Candida’nın üstün olduğu belirtilmiştir (Willinger ve ark, 2001). Eraso ve ark (2006) çalışmalarında ise yeni Candida ID2 Agarın gelişimini araştırmak amacıyla bu besiyerini Albicans ID2 ve CHROMagar Candida besiyerleri ile karşılaştırmışlar, sonuçta C. albicans’ın çabuk tanısında, C. dubliniensis’ten ayrımında ve karışık kültürlerin teşhisinde Candida ID2’nin CHROMagar Candida’dan üstün olduğunu, ancak CHROMagar Candida’nın sensitivitesinin yüksek olduğunu belirlemişlerdir. BIGGY agarın içerisinde mevcut olan bizmut sülfiti kullanan Candida türleri kahverengiden siyaha kadar değişen renk tonlarında koloniler oluşturmaktadır. Bu besiyerinin kullanıldığı bir çalışmalarda, besiyerinin duyarlılık ve özgüllüğü düşük olarak bildirilmiştir (Larocco, 2000; Yücesoy ve Marol, 2003).  Yücesoy ve Marol (2003) CHROMagar Candida ve BIGGY agarı karşılaştırdıkları çalışmada 270 maya suşunu incelemişler, en farklı sonuçla C. albicans türünde karşılaşmışlardır. 169 C. albicans suşu üzerinde yaptıkları değerlendirmede CHROMagar Candida’nın duyarlılığını %99.4, BIGGY agar’ın %87; özgüllüklerini ise sırasıyla %100 ve %75.2 olarak tespit etmişlerdir. 

2.9.1.3. Biyokimyasal Testler

2.9.1.3.1. Karbonhidrat Fermentasyon ve Assimilasyon Testleri
Fermentasyon testlerinde aranan kriterler asitlik ve gaz oluşumu olup sıvı besiyerlerine karbonhidratların eklenmesiyle her iki parametre değerlendirilebilir. Fenol kırmızısı gibi pH indikatörlerinin yardımıyla yapılan değerlendirmede besiyerinin kırmızı renkte kalması karbonhidratların fermente olmadığını gösterirken, rengin kırmızıdan sarıya dönmesi reaksiyonun pozitif olduğunu göstermektedir (Merz ve Hay, 2005).

Fermentasyon testleri, Mısırunlu Tween 80 Agar’daki tipik morfolojinin değerlendirilmesinin ardından nadiren kullanılmaktadır (Hazen ve Howell, 2009). Yarı katı besiyeri kullanımı ya da sıvı besiyerinin en üstüne mum damlatılması gibi çeşitli modifikasyonları bulunan (Merz ve Hay, 2005) testlerin, Candida türleri ile Cryptococcus ve Rhodotorula gibi nonfermantatifleri ayırmada yararlı olduğu bildirilmiştir (Warren ve Shadomy, 1991). Bu testlerin olumsuz tarafı, yalancı pozitifliklere sebep olan endojen karbonhidratların kandida hücre duvarına bağlanması nedeniyle identifikasyonu yanıltmasıdır (Hazen ve Howell, 2009). 
Karbonhidrat asimilasyon (glukoz, galaktoz, maltoz, sükroz, trehaloz, nişasta, D-ksiloz) testleri ise mayaların oksijen varlığında karbon kaynağı olarak, özel bir karbonhidratı kullanabilme yeteneğini ölçen ve Candida’ların tür düzeyinde identifikasyonu amacıyla kullanılan temel testlerdendir (Hazen ve Howell, 2009). Kandidalar kullandıkları şekerin etrafında zon oluşturarak ürerler ve bu zon asimilasyon pozitifliğini gösterir (Ramani ve ark, 1998). Candida türlerinin tanımlanmasında mikroskopik morfolojik özelliklerinin incelenmesi ve substrat assimilasyonunun değerlendirilmesi ilkelerine dayanan klasik Wickerham ve Burton yönteminin olumsuz tarafları uzun zaman gerektirmesi ve rutin laboratuvarda iş yükünü arttırmasıdır (İnci, 1999). 
Günümüzde mikoloji laboratuvarlarında yaşanan olumsuzlukları ortadan kaldıran, kısa sürelerde sonuç alınabilen ve daha kolay uygulanabilen maya tiplendirme kitleri geliştirilmiştir. Bunlardan bazıları biyokimyasal değerlendirmenin yanında enzimatik reaksiyonları da değerlendirerek, otomatik ve yarı otomatik sistemler olarak adlandırılmaktadır. Hem sık bulunan hem de az rastlanan türleri identifiye edebilen bu sistemler maya identifikasyonunda standardizasyon sağlamaktadır (İnci, 1999; Koneman ve ark, 2006). 
Maya süspansiyonun uygun yoğunlukta hazırlanamamasından kaynaklı yanlış pozitif veya negatif sonuçların ortaya çıkması sistemlerin en sık karşılaşılan sorunudur. API 20C AUX sisteminin %95, Micro Drop sisteminin %84 ve Uni-Yeast Tek sisteminin %99 oranında geleneksel yöntemlerle benzerlik gösterdiğini saptayan çalışmalar mevcuttur (Ellepola ve Morrison, 2005; Hazen ve Howell, 2009).
C. albicans identifikasyonunda kullanılan testlerden BactiCard Candida test kiti ile germ tüp testi karşılaştırılmış, BactiCard Candida testinin duyarlılığı %97.8 oranında bulunurken germ tüp testi daha düşük duyarlılıkta ancak daha yüksek özgüllükte bulunmuştur (Hazen ve Howell, 2009). İdentifikasyonda kullanılan diğer biyokimyasal sistemler ise Vitek Yeast Biochemical Card system (BioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.), Vitek 2 ID-YST card system (BioMérieux Vitek, Inc.), Quantum II (Abbott Laboratories,USA) ve Biolog YT MicroPlate system (Biolog, USA) gibi otomatize sistemlerdir (Ellepola ve Morrison, 2005; Forbes ve ark, 2007). 
2.9.1.3.2. Nitrat Testi
Nitrat asimilasyon testi karbonhidrat asimilasyon testine benzer bir test olup bu test ile bir mayanın nitratı tek azot kaynağı olarak kullanabilme yeteneği ölçülmektedir. Özellikle ticari identifikasyon sistemleri ile tanımlanamayan maya izolatlarıyla karşılaşıldığında başvurulan bir yöntem olan nitrat testi en çok Cryptococcus, Rhodotorula ve Pichia türlerinin identifikasyonunda kullanılmaktadır (Koneman ve ark, 2006; Hazen ve Howell, 2009). 
2.9.1.3.3. Hızlı Trehaloz Testi 
Etiyolojik ajan olarak C. glabrata’nın sorumlu olduğu enfeksiyonların prognozu flukonazole karşı oluşturduğu direnç nedeniyle genellikle kötüye gitmektedir. Üç saat içinde olası identifikasyona olanak sağlayan bu yöntem, CLSI (The Clinical and Laboratory Standarts Institute) tarafından kabul görmüştür. Trehaloz/sükroz asimilasyonu temeline dayanan testte, 2.5 mg şeker ve fenolred ayıracının kullanımı söz konusudur. 4-24. saatlerde okunan testtin sarı renge bürünmesi pozitif sonuç iken pembe/kırmızı renk vermesi ise negatif sonuç olarak değerlendirilir. Testin duyarlılığı ve özgüllüğü %100 olarak belirlenmiştir (Lopez ve ark, 2001). C. glabrata’nın bir başka özelliği ise trehalozu çok hızlı hidroliz ederken, maltozu hidroliz edememesidir. Diğer mayaların çoğunluğu tarafından hidroliz edilen maltoz da ayırıcı tanıda önemlidir. Son dönemde bu iki özellikten yararlanılarak yeni testler geliştirilmiştir (Freydiere ve ark, 2003).
2.9.1.3.4. Üreaz Testi
Üreaz testi, mayanın üreaz enzimi üretimini saptayan bir tekniktir. Üreaz enzimine sahip mikroorganizmalar, uygun substratların varlığında üreyi parçalayarak amonyak ve karbondioksit açığa çıkartır. Oluşan amonyak besiyerinin pH'sını arttırarak ortamın alkali olmasına sebep olmaktadır. Üre ile birlikte pH indikatörü olarak fenol kırmızısı içeren besiyerinde üreme olduğunda, ortamın kehribardan koyu pembe renge dönüşmesi üreaz varlığının göstergesidir. Bu test önemli olan Candida türlerini diğer mayalardan ayırmak için kullanılmaktadır. Klinik örneklerde karşılaşılan Candida türlerinin hemen hemen tümü üreaz negatif olup bu durumun istisnası C. lipolytica ile C. krusei’nin bazı kökenleridir (Tümbay, 1999; Larone, 2002; Forbes ve ark, 2007).
2.9.1.3.5. Tuz Tolerası Testi
SDA’da 24 saatte üremiş C. albicans ve C. dubliniensis kolonilerinden alınarak %6.5 tuzlu SDA’ya ekilir. 37ºC’de inkubasyona bırakılan kolonilerden 24. saatte C. albicans’ın ürediği ve C. dubliniensis’in üreyemediği gözlemlenmektedir (Koneman ve ark, 2006).  
2.9.1.3.6. Isı Tolerası Testi
C. albicans ve C. dubliniensis kolonilerinden SDA üzerine çizgi ekim yapılarak 42-45ºC’deki üreme durumları takip edilir. C. dubliniensis bu sıcaklıkta üreyemezken, C. albicans ise üreyebilmektedir (Loreto ve ark, 2010).
2.9.2. Serolojik Tanı Yöntemleri
Mantar hastalıklarındaki artışın son yıllarda hız kazanması, yeni yöntemlerin araştırılmasını mecbur kılmış ve serolojik testlerin kullanımı da yaygınlaşmaya başlamıştır  (Kuştimur, 1994; Koneman ve ark, 2006). Yaygınlaşan bu testler tek başına tanı koydurucu güvenirlikte olmayıp genellikle fikir verici ve diğer bulguları destekleyici niteliktedir (Topçu ve Çerikçioğlu, 2002). Tanısal öneminin yanında hastalığın prognozunun izlenmesinde de yarar sağlayan serolojik testler, teknik uzmanlara gereksinim duyması, reagentlerin zor hazırlanması ve maliyetlerinin yüksek olması nedeniyle rutinde kullanımları kısıtlıdır (Koneman ve ark, 2006). 

2.9.3. Moleküler Tanı Yöntemleri
Fungusların teşhisinde yaygın bir şekilde kullandığımız ve biyotiplendirme olarak adlandırılan bakteriyolojik tanı yöntemleri günümüzde halen mikroorganizmanın teşhisi için vazgeçilmezdir. Ancak bu yöntemlerin özellikle geç ve güç üreyen mantarların identifikasyonunda yetersiz kaldığı bilindiğinden acil durumlarda hızlı teşhis yapabilmek için genotiplendirme yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır (Sullivan ve Coleman, 2002). Bunun yanında C. albicans’ın fenotipik özelliklerinde spontan değişikliklerin görülmesi, tüm genotipik değişikliklerin fenotipe yansımaması ve fenotipik mikroevrimin genotipik mikroevrime göre daha yavaş olması çalışmaların genotiplendirme yönünde ilerlemesine neden olmuştur (Soll, 2000). 
Enfeksiyonun erken safhasında, spesifik tanı ve tedaviye olanak sağlayan moleküler tanı yöntemleri etiyolojik tanıda hız, duyarlılık ve bazı durumlarda da özgüllük artışını sağlayarak çalışmalara hız kazandırmaktadır. Ancak moleküler tanı yöntemlerinin her laboratuvarda bulunmaması ve maliyetinin yüksek olması bu yöntemin kullanımını sınırlamaktadır (Direkel, 2010; Kurtzman, 2011). 
Mikolojide moleküler tanı yöntemlerinin kullanıldığı alanlar; Candida’nın tür düzeyinde identifikasyonu, epidemiyolojik tiplendirme, sınıflandırma ve filogenetik analizler, antifungal direnç genlerinin araştırılması, virulans faktörlerinin belirlenmesi ve mutasyon incelemeleri olarak sayılabilir (Sullivan ve Coleman, 2002). Bu alanları kapsayan çalışmalarda, hibridizasyon problarının kullanıldığı sinyal amplifikasyon yöntemleri ile nükleik asit amplifikasyon ve restriksiyon enzim analizi temeline dayanan moleküler teknikler tercih edilmektedir (Chemaly ve ark, 2006).
Candida’lar için en çok kullanılan moleküler tiplendirme yöntemleri aşağıdaki gibi sınıflandırılabilir:
1. PZR
· Restriksiyon Parça Uzunluğu Polimorfizmi (RFLP) 

· Çoğaltılmış Parça Uzunluğu Polimorfizmi (AFLP)

· Rastgele Amplifiye Edilen Polimorfik DNA DNA (RAPD) 
· Multi Lokus Enzim Elektroforezi (MLEE)
· Tekrarlayan Sekans Tabanlı PZR (REP-PZR)

· PZR-Tek İplikçikli Konformasyon Poliforfizmi (PZR-SSCP)

· Multipleks PZR
· Real Time-PZR
2. İtilmiş Alan Jel Elektroforezisi (PFGE)

3. DNA Dizi Analizi (Sekanslama)

2.9.3.1. PZR
Cetus firmasında bir araştırmacı olan Kary Mullis’in 1985 yılında geliştirdiği PZR yöntemi, spesifik bir DNA parçasının in vitro koşullarda çoğaltılarak identifikasyonu şeklinde tanımlanmaktadır. Teknikte kullanılan enzimlerin ve spesifik primerlerin yardımıyla oluşan DNA kopyalarından faydalanılarak cins ve tür düzeyinde identifikasyonlar yapılabilmektedir (White ve ark, 1990 ).

Karışık DNA materyalinden direkt mantar DNA’sının amplifikasyonunu mümkün kılan PZR tekniğinin, özellikle ekolojik ve filogenetik çalışmaların gelişmesinde önemli rolü vardır. Ayrıca teknik ön izolasyon yapılmadan identifikasyona olanak sağlayarak teşhise hız da kazandırmaktadır (Chemaly ve ark, 2006). Özgünlüğü ve duyarlılığı yüksek olan bu teknik, mikoloji alanında ilk kez White ve ark (1990)  tarafından kullanılmış olup dizaynettikleri primerler ile cinsleri, türleri, patotipleri hatta suşları tespit edebilmişlerdir. 

DNA’nın araştırılmasına dayalı moleküler tekniklerde ilk aşama mikroorganizların hücre duvanının yıkımlanarak genetik materyalin dışarı çkarılması işlemidir. Bunun için basit lizis yöntemleri olarak bilinen fiziksel, enzimatik, ardışık dondurma çözme protokollerinin yanında sıcak deterjanlarda ve proteazlarda inkübasyon sonucu duvarın parçalanması gibi daha teknik yöntemler kullanılmaktadır. Ayrıca fenol kloroform veya guanidin tiyosiyanat gibi kullanımı zor, toksik kimyasallardan yararlanılarak yapılan parçalama yöntemleri de vardır. Ancak bu yöntemler zorluk, zaman ve bulaş sorunlarından dolayı rutin laboratuvarlarda kullanım açısından uygun değildir (Löffler ve ark, 1997; Lugert ve ark, 2006). Yukarıda saymış olduğumuz yöntemlere göre maliyeti fazla olduğu için bazı araştırmacılar tarafından tercih edilmeyen diğer bir yöntem ticari ekstraksiyon kitlerinin kullanımıdır. Bu kitlerin kullanımının kolay, işlevselliğinin uygun olmasının yanında harcanan süreyi kısaltması da önemli bir avantajıdır (Löffler ve ark, 1997).
DNA ekstraksiyonunun ardından gen düzeyinde araştırmaya olanak sağlayan PZR tekniğine geçilir. İstenilen gen bölgesinin in vitro olarak çoğaltılması, DNA amplifikasyonu olarak adlandırılmış olup bu olay üç aşamada gerçekleşmektedir. Bunlar; hedef DNA’nın çift zincirinin yüksek ısıya maruz bırakılarak birbirinden ayrılıp (denatürasyon) tek sarmal haline gelmesi, sentetik oligonükleotidlerin (primer) hedef DNA'ya hidrojen bağları yardımı ile bağlanması (hibridizasyon, annealing) ve zincirin 5’ 3’ yönünde uzayarak (polimerizasyon, extensiyon, elongasyon) çift iplikçikli DNA'larin sentezlenmesi aşamalarıdır. Bu olay akışına bir siklus denmektedir. PZR tekniğinde bu siklusların belirli sayıda tekrarlanması esasıyla sonuç alınmaktadır (Haynes ve Westerneng, 1996; Chen ve ark, 2000). 

PZR ile spesifik DNA fragmentinin çoğaltımı yapılırken hedef dizi, iki oligonükleotid primeri, sentez yapacak olan DNA polimeraz, sentez için gerekli olan deoksinükleotid trifosfatlar (dNTPs), polimerazın çalışması için gerekli olan tampon maddeler ve kofaktör olan Mg++ iyonları görev almaktadır (Mcpherson ve ark, 1995). 
Hedef
PZR amplifikasyonunun başarılı bir şekilde yapılabilmesi için öncelikle amacına uygun olarak seçilmiş bir hedef diziye ihtiyaç vardır. PZR’da amaç cins düzeyinde bir identifikasyon yapmak ise aynı cinste ortak olarak bulunan ve farklı cinslerde bulunmayan bir hedef dizi seçilir, tür düzeyinde yapılacak olan identifikasyonlar için aynı tür içinde değişkenliği olan bölgeler hedef olarak belirlenir. PZR için hedef dizinin en uygun şekilde seçimi, yapılacak olan testin spesifitesini önemli ölçüde arttırmaktadır. Bu yönlendirmeler doğrultusunda belirlenecek olan hedef dizi için fungal nükleustaki ribozomal DNA (rDNA) yapısı değerlendirilir (Hugnes ve ark, 1998).

Fungal nükleer rDNA yapısı çift sarmal yapılı olup ardışık olarak tekrarlayan üniteler halinde bulunmaktadır. Bir rDNA ünitesi genellikle external transcribed spacer (ETS), 18S rDNA, internal transcribed spacer 1 (ITS 1), 5.8S rDNA, internal transcribed spacer 2 (ITS 2), 28S rDNA ve non-transcribed spacer (NTS) bölgelerinden oluşmaktadır (Gerbi, 1995)
Ribozomal DNA’nın subüniteleri olarak adlandırılan 18S, 5.8S ve 28S rDNA bölgeleri, içerdikleri hem değişken hem de kararlı bölgelerle farklı taksonomik seviyedeki organizmaların ayrımına yardımcı olur. Cins tayininde yaralandığımız konservatif olan bu bölgeler, türler arasında yeterince farklılık gösteremedikleri için tür düzeyindeki identifikasyonda uygun değildirler (Atkins ve Clark, 2004; Trost ve ark, 2004). Amplifikasyon için genellikle en uygun hedef bölge olarak tanımlanan RNA subünitelerinin, bütün DNA’ların amplifiye edilebilmesini sağlayan gen bölgelerini içermesi önemli bir avantajıdır. Bir diğer avantajı ise rRNA’ların PZR’da yüksek sensitiviteyi sağlayacak kadar sayıda kopya oluşturmalarıdır. Seçilen hedef genin kopya sayısının fazla olması, amplifikasyonun başarı şansını arttırdığı bildirilmektedir (Hugnes ve ark, 1998). Korunmuş gen kodlarını içeren RNA subünitelerinin yavaş evrim geçirmesi de bir başka avantajı olup bu durum filogenetik akrabalık derecelerinin araştırılmasına imkan sağlamaktadır (White ve ark, 1990). Cins düzeyindeki testlerde kullanılan diğer bir bölge ise kopya sayısı daha az olan mitokondriyal DNA genleridir. 

Kandidaların tür düzeyinde identifikasyonunda rol oynayan hedef diziler, ribozomal subüniteleri arasında yerleşim gösteren ve protein kodlamayan “internal transcribed spacer” (ITS 1, ITS 2) bölgeleridir. Bunlardan başka stokrom P-450, lanosterolalfa-dimetilaz, aspartik proteinaz, aktin, kitin sentetaz ve ısı şok proteini kodlayan gen bölgeleri de tür düzeyinde hedef diziler olarak kullanılmaktadırlar (Atkins ve Clark, 2004; Trost ve ark, 2004)
ITS bölgelerinin önemli maya türlerinin ayrımında amplifikasyon ve sekanslama için güvenilir hedef bölge statüsünde oldukları kanıtlanmıştır (Fujita ve ark, 2001). İyi korunmuş olan bu bölgeler, tür düzeyinde yüksek çeşitlilik göstererek spesifik PZR primerlerinin geliştirilmesine zemin hazırlamışlardır (Atkins ve Clark, 2004). Kodlama yapmayan korunmuş ITS bölgeleri, hızlı evrim geçirmeleri nedeniyle bir cinsteki fungal türlerin hatta bir türdeki suşların ayrımı için kullanılabilmektedir (Abacı ve Haliki, 2005). ITS bölgesi ITS 1, 5.8S geni ve ITS 2 olmak üzere üç ayrı alt bölgeye sahiptir. ITS 1, 18S ve 5.8S genleri arasında bulunurken ITS 2, 5.8S ve 28S genleri arasında bulunmaktadır. (Resim 3) ITS bölgesinin fungal türler arasında gösterdiği yüksek değişkenlik, (Taylor ve McCormick 2008, Tedersoo ve ark 2015), ITS 1 ve ITS 2’deki fragman uzunluklarından kaynaklı olup patojenik fungal izolatların spesifik tanısında yarar sağlamaktadır. Yeterli zincir heterojenitesi içeren bu bölgeler olası mutasyonel değişiklikleri saptamak için de uygundur (Turenne ve ark, 1999; Luo ve Mitchell, 2002). 
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Resim 3. ITS bölgeleri

20 yıldan uzun süredir yapılan filogenetik çalışmalardan elde edilen çıkarım sonucu, mikroorganizmaların ITS bölgelerinin hızlı evrim geçirmesi, tür/cins düzeyinde identifikasyon için bir temel taş olmuş ve bu bölge mantarlar için resmi barkod olarak tanımlanmıştır (Schoch ve ark, 2012). 
Primer
Hedef DNA bölgesinin amplifikasyonunda kullanılan sentetik oligonükleotit diziler, primer olarak adlandırılırlar. Tek sarmal DNA iplikçikleri (ssDNA) ile uyumlu olan bu primerler DNA/RNA heterodupleksini oluşturmak için kullanılırlar. İki primerin ihtiyaç duyulduğu teknikte primerlerden biri spesifik bölgenin amplifikasyonunu başlatırken diğeri hedefi sınırlamak amacıyla kullanılır. Yani primerlerden birisi ssDNA zincirinde hedefin başlangıç bölgesine bağlanırken, ikincisi de diğer zincir üzerinde sonlandırıcı bölgeye bağlanır (annealing) (Köksal, 2001). Genellikle 20-30 baz çifti uzunluğunda olması istenen primerlerin daha uzun olması testin özgüllüğünü arttırmadığı gibi gereksiz yere maliyet artışına da sebep olmaktadır. Daha kısa primer kullanıldığında ise istenmeyen bölgelere bağlanma şekillenebilmekte ve özgül olmayan amplifikasyon ürünleri ortaya çıkabilmektedir. İdeal primer seçiminde; 4 bazın ortalama olarak eşit sayıda bulunması ve sadece pürin ya da primidin içeren tekrarlayan dizilerden kaçınılması gerekmektedir. Primerlerin guanin (G) ve sitozin (C) içeriği bağlanmayı arttırdığından 3’ ucunda bunların bulunması tercih edilmelidir. Ayrıca G-C arasındaki kuvvetli bağların, reaksiyon hızının düşmesine engel olarak testin verimini arttırdığı bildirilmiştir. Primerlerin 3' uçları arasında tamamlayıcılığın olması primerlerin birbirine bağlanmasına sebep olacağından testin başarısını düşürebilir. İyi bir sonuç için iki primerin ayrılma-bağlanma sıcaklıkları (melting temperature=Tm ) da birbirine mümkün olduğunca yakın seçilmelidir (Mansuroğlu ve Kuştimur, 2000). 

Fungus genomundan amplifiye edilecek DNA hedeflerine özgü kullanılan primerler, PZR duyarlılığını arttırarak hızlı tanıya yardımcı olurlar. Mayaların tanısı için kullanılan PZR primerleri, amaca uygun olarak 18S, 5.8S ve 28S rRNA subünitelerini kodlayan rRNA gen bölgelerini veya kodlanmayan ITS 1 ve ITS 2 bölgelerini hedef alabilir. (Haynes ve Westerneng, 1996; Chen ve ark, 2000). Bu amaçla White ve ark (1990) geliştirdiği ITS 1, ITS 2, ITS 3 ve ITS 4 primerleri çiftler halinde amplifikasyonda kullanılmaktadır. Geniş bir spektruma sahip olduğu bildirilen ve (Gardes ve Bruns, 1993) farklı çalışmalarda farklı kombinasyonlarda (ITS 1-ITS 4, ITS 1-ITS 2, ITS 3-ITS 4) kullanılabilen primer çiftleri, çoklu analizleri içeren araştırmalarda iki, üç çift şeklinde de kullanılabilmektedir (Mirhendi ve ark, 2011). 
Op De Beeck ve ark (2014) yaptıkları çalışmada üç çift primerin performanslarını karşılaştırmışlar ve fungal metabarkodlama çalışmalarında kullandıkları primerlerin (ITS 1F/ITS 2, ITS 3/ITS 4, ITS 86F/ITS 4) hem tür düzeyinde identifikasyon başarılarını hem de akrabalık ilişkilerini belirleme başarılarını değerlendirmişlerdir. ITS 86F/ITS 4 primer çiftinin metabarkotlama çalışmalarında, ITS 3/ITS 4 primer çiftinin filum düzeyinde yapılan çalışmalarda (Ascomycetes) daha başarılı olduğu bildirilmiştir. 
2.9.3.2. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)  
Az sayıda ve büyük parçalar oluşturan enzim ile kesim yapılarak kromozom büyüklüğünde bantlar oluşturulur. Parçalar agaroz jeldeki çukurcuklara yerleştirilerek elektroforez uygulanır. Daha sonra jel etidyum bromürle boyanarak bant profilleri görünür hale getirilir (Lamaignere ve ark, 2003).
2.9.3.3. DNA Dizi Analizi (Sekans)

Mantarların tanımlanmasında yararlanılan ITS ve ETS bölgelerine özgül primerler kullanılarak yapılan PZR sonrası, dizi analizi ile tür düzeyinde tanımlama gerçekleştirilmektedir. 

Bu yöntemle yapılan tür tayini başlıca 3 basamaktan oluşmaktadır:

· Klasik yöntemlerle ya da ticari kitler kullanılarak maya hücrelerinden DNA ekstraksiyonu yapılır.
· Hedef bölgeye yönelik primerler kullanılarak bu bölgeler çoğaltılır.
· PZR sonrası elde edilen ürünler dizi analizine tabi tutulur.

DNA dizi analizi ya da sekanslama, PZR ile çoğaltılan hedef DNA bölgesinin aminoasit diziliminin belirlenmesi işlemidir. DNA dizi analizleri otomatize sistemlerle yapılmakta olup DNA dizi analizi cihazları, sabit bilgisayarda yüklü bulunan programlar ve bu programların yönettiği elektroforez sisteminden oluşmaktadır. DNA yapısında bulunan dört farklı baz dört farklı floresan boya ile işaretlenir. İşaretli DNA dizileri elektroforezden geçerken büyüklüklerine göre ayrılır ve lazer ışını altında bir dedektör kamera nükleotidlerin verdiği floresan ışımayı kaydeder. Kaydedilen sonuçlar değerlendirilir ve grafiksel yada matematiksel olarak belirlenir. DNA dizi analizi yapan cihazlarda 6 bazdan 1000 baza kadar okuma yapılabilmektedir.
Elde edilen baz dizileri gen bankalarının veri tabanlarında kayıtlı bulunan mikroorganizmaların dizi analizleri ile karşılaştırılarak incelenen mikroorganizma tür düzeyinde tanımlanır (Direkel, 2010).
Dizi analizi verileri ile mantarların tanımlanması ve diğer mantarlarla olan filogenetik ilişkisi belirlenebilmektedir. Bu yöntem ile mayaların identifikasyonu için geçen süre 24-36 saattir (McGinnis ve ark, 2006).
Moleküler yöntemler içinde güvenilirliği nedeniyle referans olarak kullanılan bu yöntemin maliyetinin yüksek olması rutin laboratuvarlarda kullanımını güçleştirmektedir (Soll, 2000; Lamaignere ve ark, 2003).
3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Gereç

3.1.1. İzolasyon Örnekleri
Çalışma için Denizli İli Sarayköy İlçesi Beylerbeyi mahallesine kayıtlı 20 süt sığırcılığı işletmesinde Holştayn ırkı inekler mastitis yönünden muayene edildi. Toplam 280 sağmal ineğe CMT uygulandı. CMT pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) vererek subklinik mastitis tanısı konulan meme loblarından alınan 400 süt örneği çalışmada kullanılmak üzere alındı. Çalışmada materyal alınan ineklerin hepsinin laktasyon döneminde olup, son bir ayda antibiyotik tedavisi almamış olmalarına dikkat edildi.  Alınan süt örnekleri soğuk zincir altında Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Rutin Teşhis Laboratuvarı’na getirildi.
3.1.2. Besiyerleri

Toplanan örneklerin izolasyonu ve identifikasyonu amacıyla %4 Sabouraud Dexrose Agar ve Kromojenik Candida Agar, izolatların saklanmasında Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%20 gliserinli)  kullanıldı.

3.1.2.1. Sabouraud %4 Dextrose Agar (Merck 1.05438)
Peptone…………………………………….…………………………………………..10.0 g/L; 
D(+) Glucose………………………………….……………………………………… 40.0 g/L; 

Agar-agar………………………………………...……………………………………. 15.0 g/L

Dehidre besiyeri 65,0 g/L olacak şekilde distile su içinde ısıtılarak çözüldü ve otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilip, steril petri kutularına 12,5'er mL olacak şekilde döküldü. Hazırlanmış besiyeri berrak, sarımsı kahverenginde ve pH'sı 25°C 'da 5,6±0.2'dır. Optimum fungal gelişme yüksek karbohidrat varlığında sağlanır. Bileşimde inhibitör yoktur. Bakteriyel gelişme düşük pH ile baskılanır.

3.1.2.2. Kromojenik Candida Agar (Liofilchem® Chromatic™)
Peptone…….……….............…………...………………….………...……………………. 10.0

Chloramphenicol.......….……...……………….……………………………………………. 0.5

Chromogenic mix……………………………..…………….............…………………….. 22.2

Agar…………………………………………...………............…………………………… 15.0

Final pH 6,1 ± 0.2

Dehidre besiyeri 48,0 g/L olacak şekilde distile su içinde ısıtılarak çözüldü. Eriyene kadar manyetik karıştırıcıya konuldu. Otoklava koymaya gerek olmayan bu besiyeri homojen karışması ve hızlı erimesi için hafifçe ısıtıldı. Rengi tamamen şeffaflaştığında petrilere dökülerek soğumaya bırakıldı. Soğuyan besiyerleri alevden geçirilerek kullanım zamanı gelinceye kadar +4°C’de saklandı. Kromojenik Candida besiyeri Candida türlerinin izolasyonu için geliştirilmiş seçici ve diferansiyel bir ortamdır. Kromojenik karışım, kolonilerin rengi ve morfolojisi temel alınarak Candida albicans, Candida tropicalis ve Candida krusei'nin farklılaşmasına olanak tanır. İçerisinde bulunan kloramfenikol bakteriyel kontaminasyonu inhibe eder. Besiyeri içerisindeki pepton, bir amino asit ve vitamin kaynağıdır. 

3.1.2.3. Brain Hearth Infusion Broth (Oxoid-CM1135) (%20 gliserinli) 
BHIB.................................................................................................................................. 3,7 gr
Gliserin (Merck 4094)........................................................................................................ 20 ml
Distile Su............................................................................................................................ 80 ml

Besiyeri 3,7 gr tartıldı üzerine 80 ml saf su ve 20 ml gliserin eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7,2±0,2 ayarlandı, 1,5 ml’lik ependorf tüplerin hepsine besiyeri dağıtıldı. Otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi (Bilgehan, 2000).

3.1.3. Boyalar

Gram boyama seti (Merck-111885) yapıldı.
3.1.4. Tavşan Plazması (BD BBL Coagulase Plasma)
Ticari olarak temin edilen tavşan plazması germ tüp testi için seçilen kolonilerin üretilmesi amacı ile kullanıldı. 
3.1.5. PZR’da Kullanılan Solüsyonlar
3.1.5.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8,0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base  [tris (hydroxymethyl)aminomethane] ……….……………………….108 g

Borik Asit…………………………………………………………………………55 g

EDTA…………………………………………………………………………….. 7.5 g

Sekiz yüz ml distile suda eritildi. Daha sonra hacim 1000 ml’ye tamamlandı. ph: 8,0’e ayarlayıp 121°C’de 15 dk otoklav edilidi. Oda ısısında saklandı.
0,5X TBE Kullanma Solusyonu
10X TBE……………………………………………………………………
………50 ml
Distile su…………………………………………………………………….
……..950 ml
Karıştırılarak solüsyon hazırlandı. Hazırlanan bu solüsyondan hem agaroz hazırlamada hem de elektroforez tankı içerisinde kullanıldı.

3.1.5.2. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol mavisi………………………………………………..............................25 mg

Sükroz………………………………………………………………………………4 g

H2O…………………………………………………………………………………10 ml

Karıştırılarak solüsyon hazırlandı.

3.1.6. Primerler

Candida cinsinde bulunan izolatların genotipik olarak tür düzeyinde identifikasyonunda 5.8S rDNA’nın ITS 2 bölgesinin geniş bir bölümünü hedef alan ITS3 ve ITS4 primerlerinden faydalanıldı. ITS3 ve ITS4 bölgelerinin amplifikasyonu aşağıda belirtilen üniversal primer kullanılarak gerçekleştirildi (Tablo 2). ITS3 dizisi, 5.8S rDNA geninin sonunda bir korunan bölgeyi tamamlayıcıdır ve ITS4, 28S rRNA geninin başında korunan bir bölgeye bağlanır ve ITS bölgelerinin ve 5.8S rRNA geninin amplifikasyonuna yol açar; kodlamayan ITS bölgeleri arasında yer alır. ITS3 ve ITS4 spesifik primerleri aynı zamanda saflaştırılmış amplikonun sekanslanmasında kullanıldı.

Tablo 2. Fungal rRNA genlerinin amplifikasyonunda kullanılan primerler
	Primer
	Dizi (5'-3')
	Tm (°C)
	Ürün uzunluğu (bp)
	Kaynak

	ITS 3
	GCATCGATGAAGAACGCAGC
	62
	330
	White ve ark. 1990

	ITS 4
	TCCTCCGCTTATTGATATG
	58
	
	


3.1.7. Kullanılan Cihazlar

PZR 96 örnek kuyucuklu BioRad (USA) marka termal döngüleme cihazında, elektroforez VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankında, görüntüleme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka görüntüleme cihazında gerçekleştirildi.

3.1.8. Agaroz Jel  

	Agaroz (Sigma)………………..........................................................................
	2 g

	TBE (0,5X) ……………………………............................................................
	100 ml


Tartılan agaroz şişe içerisine alındı. Üzerine 100 ml 0,5X TBE buffer ilave edilerek karıştırıldı ve mikrodalga fırında 3-5 dk kaynatıldı. Homojenize halde olan karışım 40-50 °C’ye kadar soğutuldu. Elektroforez işleminde kullanılacak olan agaroz jelin boyanmasında Safe View (ABM, Canada) boyası, 100 ml  %1,5’lik agarose jelin içerisine 7 μl miktarında eklenerek kullanıldı. Hala sıvı halde olan karışım jel kalıbının içerisine yavaşça ve kabarcık oluşturmayacak şekilde döküldü. Jel kalıbı içine yükleme kuyucuklarını oluşturan taraklar yerleştirilerek 15-20 dk oda ısısında soğumaya bırakıldı. Soğutulan jel, kalıbından çıkarılarak elektroforez tankına yerleştirildi.

3.1.9. Marker

DNA bantlarının büyüklüklerinin belirlenmesinde marker olarak 100 bp'lik DNA Ladder (Vivantis® ve Fermentas®) kullanıldı. 
3.2. Yöntem

3.2.1. Örneklerin SDA’a Ekimi ve Gram Boyama
Subklinik mastitisli meme loblarından alınan süt örnekleri 3500 devirde 5 dk santrifüj yapılarak etkenlerin dibe çökmesi sağlandı. Daha sonra süpernatant uzaklaştırıldı. Pelet ekimden önce vortekslendi, sonra bir öze dolusu alınarak SDA’a ekildi. Besiyerleri öze ile iki noktadan delinerek etkenin agar içine girmesi sağlandı. 35ºC’de, 96 saat inkübasyon sonunda, maya üremesi olan örnekler Gram boyama yapılarak değerlendirildi. 

3.2.2. Germ Tüp Testi

Germ tüp oluşturabilme yeteneğine sahip suşları diğerlerinden ayırmayı sağlayan bu testle, C. albicans’ı tür düzeyinde identifiye edebilmek mümkün olmaktadır. Bu amaçla Gram incelemesinde maya olduğu tespit edilen kolonilerden öze yardımı ile bir miktar alınıp tüp içindeki 0,5 ml tavşan plazması ile süspansiyon haline getirildi. 37ºC’de 3 saat inkübe edildikten sonra süspansiyondan alınan bir damladan lam-lamel arası preparat hazırlanıp ışık mikroskobunda x400 büyütmede incelendi. Blastosporlardan köken alan, başlangıç noktasında hiç daralma olmayan, maya hücresinin yarısı genişliğinde ve 3-4 katı uzunluğunda olan flament şeklindeki yapıların (germ tüp) olup olmadığı yönünde değerlendirme yapıldı.
3.2.3. Örneklerin Kromejenik Agar’a Ekimi
İzolasyonu yapılan örneklerin kromojenik identifikasyonu amacıyla Kromojenik Candida besiyeri kullanıldı. Kromojenik Candida besiyeri hedef mikroorganizmalar tarafından salgılanan enzimler ile reaksiyona giren substratlar içerir. Bu substratların türe özgü enzimler ile hidrolizi sonucu farklı renk ve morfolojide koloniler oluşur.
Gram boyaması yapılan izolatların Kromojenik Candida besiyerine pasajı yapılarak 37ºC’de ve 72 saat süreyle aerobik koşullar altında inkübasyonu sağlandı. Günlük yapılan kontroller sırasında besiyerindeki kolonilerin ilk üreme zamanları, yeni oluşan kolonilerin renkleri ve inkubasyon ilerledikçe koloni rengindeki değişimler tanımlamada ayrım yapmak amacıyla not edildi. Kromojenik Candida besiyerinde soluk yeşil renkli düzgün koloniler C. albicans, yeşil mavi, mat koloniler C. tropicalis, pembe renkli koloniler C. krusei lehine değerlendirildi (Resim 4) (Anonim 3). 
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Resim 4. Kromojenik Candida besiyerinde C. albicans (ATCC® 10231) (a), C. tropicalis (ATCC® 7509) (b),  C. krusei (ATCC® 6258)’nin (c) görünümü

3.2.4. Moleküler İdentifikasyon
3.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Candida izolatlarından DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA ekstraksiyon kiti (InstaGen Matrix, Bio-Rad) kullanılarak üretici firmanın önerdiği şekilde aşağıdaki gibi gerçekleştirildi.
Bir  gecelik kültürden 3-5 koloni alınarak ependorf tüpü içerisinde 1 ml distile su ile süspanse edilerek yıkandı. 12000 rpm’de 3 dakika santrifüj yapılarak üstte kalan süpernatant döküldü. Dipte kalan pelet üzerine ise 200 μl Instagen matriks ilave edilerek homojen hale getirildi. 56ºC’de 15-30 dakika inkübe edildikten sonra 10 saniye vortekslendi. 100ºC’de 8 dakika inkübe edilip 10 saniye vortekslendi. 12000 devirde 2-3 dakika santrifüj edildi. DNA'nın saflık ve miktar kontrolü yapıldıktan sonra kullanılıncaya kdar -20ºC'de bekletildi. 
3.2.4.2. DNA’nın Elektroforezi ve Saflık Kontrolü

 İzole edilen DNA’ların bütünlüğünün belirlenmesi amacı ile agaroz jel elektoroforezi, %1 agaroz içeren jelde gerçekleştirildi. Bunun için, 5μl DNA, 1 μl yükleme solüsyonu ile karıştırılarak 100 V’ta 45 dak yürütüldü. Elektroforez sonucunda başlangıç noktasına yakın, yüksek molekül ağırlıklı tek bir bant gözlenmesi, izole edilen DNA’ların bütünlüğünün tam olduğunu gösterdi (Sambrook ve ark, 1989).
İzolatlardan elde edilen genomik DNA’lar, agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildikten sonra, saflık kontrolleri ve miktar tayinleri Nonadrop (Maestro) ile yapıldı. Nanodrop cihazında DNA’ların 260 nm ve 280 nm’deki absorbansları hesaplandı (OD260 ve OD280) ve bu değerler arasındaki oran kullanılarak DNA’nın saflığı için kontrol edildi. OD260/OD280 oranının 1,8-2,0 arasında olması DNA’nın saf olduğunu, bu aralıktan daha aşağıda olması RNA kontaminasyonu olduğunu ve bu aralıktan daha yukarıda olması da protein kontaminasyonu olduğunu göstermektedir (Turner ve ark, 2004).
3.2.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Tüm PZR’lar amplifikasyon, elektroforez ve görüntüleme olmak üzere üç aşamada gerçekleştirildi.  Tüm PZR reaksiyonlarında master miksler aşağıdaki gibi hazırlandı:
 Buna göre reaksiyonlarda her bir örnek için PZR amplifikasyonu 50 μl toplam hacimde gerçekleştirilirken; reaksiyonda kullanılan 10X Taq enzimi tampon çözeltisi 1X, 25 mM MgCl2 2 mM, 10 mM dNTP 0.2 mM, 100 pmol primerlerden 0.4 pmol, 5U Taq DNA polimeraz 1.5 U son konsatrasyonu olacak şekilde hazırlandı. 
Amplifikasyon: PZR reaksiyon karışımı hazırlandıktan sonra örnek adedi kadar numaralandırılan ependorf tüpleri içine 50’ar μl ilave edildi. Daha sonra üzerine 2’şer μl DNA ekstrakları tek tek eklenerek ağızları sıkı bir şekilde kapatıldı. Hazırlanan tüpler termal döngüleme cihazlarına yüklenip, aşağıdaki şekilde programlandı (Tablo 3).
Tablo 3. PZR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı
	Basamak
	Döngü Sayısı
	Sıcaklık (°C)
	Süresi

	Ön Denatürasyon
	1
	94°C
	3 dk

	Denatürasyon
	35
	94°C
	30 sn

	Bağlanma
	
	55°C
	30 sn     

	Uzama
	
	72°C 
	1 dk

	Son Uzama
	1
	72°C 
	7 dk


Elektroforez: 6X elektroforez boyasından 1 μl alınarak, 5 μl elde edilen PZR ürünleriyle birleştirildi ve 6 μl olan karışım jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuğa yüklendi. Hazırlanan jele amplikon ve marker yükledikten sonra, elektroforez tankının kapağı kapatıldı. Elektrotlar uygun pozisyonda bağlandıktan sonra 100V, 400A akımda 45 dakika yürütüldü.

Görüntüleme: Elektroforez işleminin ardından jel, bilgisayara bağlı durumdaki transilluminatör cihazındaki odacığa yerleştirildi ve UV ışığı altında fotoğraflandıktan sonra 200-500 bp bandında PZR ürünleri elde edilip edilmediği gözlendi (Chen ve ark. 2000).
3.2.4.4. Sekans Analizi 
İzolatlarımızın tür düzeyinde tayinini yapabilmek için, gerçekleştirilen PZR işlemi sonrasında, elde edilen amplikonlar sekans analizleri için özel bir firmaya (Macrogen, Korea) gönderildi. Firma saflaştırmayı takiben ABI Primse cihazı ile sekans analizini gerçekleştirdi. Elde edilen bu sekanslar tür tayininin yapılabilmesi için gen bankası ile karşılaştırıldı. Bunun için nucleotide-nucleotide BLAST programı kullanıldı (Resim 5). En yüksek homoloji saptanan sekansın türü ile örnek türü aynı kabul edildi (>%97).
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Resim 5. Sekans analizinin yapılışı
4. BULGULAR
4.1. İzolasyon 

Bu çalışmada subklinik mastitis tanısı konulan meme loblarından alınan 400 süt örneğinin incelenmesi sonucunda 96 Candida spp. izolasyonu yapılarak, Denizli’de subklinik mastitislerde Candida insidensi %24,0 olarak tespit edildi. Candida türlerinin identifiye edilebilmesi amacı ile  geleneksel yöntem, kromojenik agar ve sekans analizi kullanıldı

4.2. İdentifikasyon

4.2.1. Geleneksel Yöntem 
Çalışmada kullanılan 400 subklinik mastitisli süt örneğinin, SDA’a ekimi sonrasında örneklerin %24,0 (96/400)’ünde 0,5-1 mm çapında, düzgün sınırlı, krem kıvamında, beyaz veya sarımsı renkli ve kendine özgü maya kokusu olan üreme görüldü. Bu kolonilerden Gram boyama yapılarak preparatlar maya varlığı yönünden incelendi. Üreyen kolonilerden yapılan Gram boyama sonucunda;  Gram pozitif, genellikle oval veya silindirik şekilli maya hücrelerinin varlığı tespit edildi. 
Candida spp. olarak tanımlanan 96 izolatın germ tüp testi sonucunda, blastosporlardan köken alan, çıkış bölgesinde boğumlanma olmayan, uzun hif benzeri çıkıntıların görülmesiyle izolatların %16,7 (16/96)’si germ tüp oluşumu pozitif olarak değerlendirilerek bu izolatlar C. albicans olarak identifiye edildi. İzolatların %83,3 (80/96)’sı non albicans türler olarak belirlendi. Germ tüp testi pozitif bir izolatın germ tüp testi ve Gram boyaması aşağıda verilmiştir (Resim 6).
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Resim 6. Germ tüp testi pozitif bir izolatın Gram boyaması

4.2. 2. Kromojenik Agar

Kromojenik Candida besiyerine pasajlanan suşlar makroskobik olarak koloni morfolojileri ve renklerine göre değerlendirildiler. Buna göre kromojenik agarda izolatların %21,9 (21/96)’u 24. saatten sonra gelişmeye başlayarak pembe renkli R tipli koloniler oluşturdu (C. krusei), %17,7 (17/96)’si soluk yeşil renkli S tipli koloniler oluşturdu (C. albicans), %9,4 (9/96) yeşil-mavi renkli S tipli koloniler oluşturdu (C. tropicalis). Böylece izolatların %49,0 (47/96) kromojenik agarda oluşturdukları koloni morfolojileri ve renklerine göre sınıflandırıldı.  İzolatların %51,0 (49/96)’i ise beyaz, açık pembe, somon renkli, kirli beyaz, bej S tipli koloniler veya koyu mavi pürtüklü renklerde R tipli koloniler oluşturarak üreme gösterdikleri tespit edildi (Resim 7, Resim 8). 
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Resim 7. İzolatların kromojenik Candida agarda görünümleri. 1,2: Soluk yeşil renkli S koloniler (C. albicans); 3,5-8,12,13,16: Pembe renkli R koloniler (C. krusei); 4, 9,10, 14,15: Yeşil-mavi renkli S koloniler (C. tropicalis); 11: Kirli beyaz-bej renkli koloniler
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Resim 8. İzolatların kromojenik Candida agarda üreme sonucuna göre tür dağılımı
4.2.3. Sekans Analizi
ITS 3 ve ITS 4 primerlerleri kullanılarak gerçekleştirilen PZR sonucunda 200-500 bp uzunluğunda net bant görülen amplikonlar tür düzeyinde identifikasyon için sekansa gönderildi. Firma saflaştırmayı takiben ABI Primse cihazı ile sekans analizini gerçekleştirdi. İzolatların PZR sonrasında jel elektroforez görüntüleri aşağıda verilmiştir (Resim 9).

[image: image12.jpg]M1 23 456 78 910111213 141516 M @M 17 18 19 2021 22 23 24 25 2627 28 29 30 31 32 M

M 3334 35 36 37 383940 41 42 4344 45 46 47 A4S MM M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 M

M 65 666768 6970 71 72 73 74 757677 78 79 80 Ml M 81 82 838485 86 87 8889 90 91 92 93 94 95 96 M

N wmessmmausmaw ., - -




Resim 9. İzolatların PZR sonrasında jel elektroforez görüntüleri

Elde edilen bu sekanslar tür tayininin yapılabilmesi için gen bankası ile karşılaştırıldı. Sekans sonucuna göre izolatların %22,9 (22/96)’si C. parapsilosis, %21,9 (21/96)’si C. krusei, %19,8 (19/96)’u C. keyfr, %16,7 (16/96)’si C. albicans, %9,38 (9/96)’i C. tropicalis, %4,2 (4/96)’si C. glabrata, %3,1 (3/96)’si C. guilliermondii, %1,0 (1/96)’i C. lipolytica, %1,0 (1/96)’i Trichosporon asahii olarak identifiye edildi (Resim 10).
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Resim 10. İzolatların sekans sonucuna göre tür dağılımları
4.3. Sonuçların Karşılaştırılması
Geleneksel yöntemde izolatların  %16,7 (16/96)’si C. albicans olarak belirlenirken; %83,3 (80/96)’ü non albicans türler olarak saptandı.

Kromojenik agar kullanılarak izolatların %49,0’unun (47/96) [%21,9’u (21/96) C. krusei, %17,7 (17/96)’si C. albicans, %9,4 (9/96)’ü C. tropicalis)] identifikasyonu yapılırken; izolatların %51,0 (49/96)’inin identifikasyonu yapılamadı.
Sekans analizi sonucunda ise izolatların %22,9 (22/96)’unun C. parapsilosis, %21,9 (21/96)’unun C. krusei, %19,8 (19/96)’inin C. keyfr, %16,7 (16/96)’sinin C. albicans, %9,4 (9/96)’ünün C. tropicalis, %4,2 (4/96)’sinin C. glabrata, %3,1 (3/96)’inin C. guilliermondii, %1,0 (1/96)’inin C. lipolytica, %1,0 (1/96)’inin Trichosporon asahii olduğu tespit edildi. 
Sekans sonuçlarıyla karşılaştırıldığında geleneksel yöntem ile 16 C. albicans izolatının hepsi doğru bir şekilde identifiye edilmiş olup dolayısı ile geleneksel yöntemin C. albicans’ı identifiye etme başarısının %100,0 olduğu söylenebilir.

Sekans sonuçlarıyla karşılaştırıldığında kromojenik agarın 47 izolatın 46’sını doğru bir şekilde identifiye ettiği dolayısı ile kromojenik agarın başarısının %97,9 olduğu söylenebilir (Sekans sonucuna göre T. asahii olarak identifiye edilen 22 numaralı bir izolatın kolonisi yeşil renkte olduğu için, kromojenik agarda C. albicans olarak değerlendirilmiştir). Özellikle C. tropicalis ve C. krusei identifikasyonlarında kromojenik agar %100 başarı göstermiştir. C. krusei, C. tropicalis ve C. albicans dışında diğer türler birbirlerine yakın renk tonlarında üreme göstermelerinden dolayı, kromojenik agar bu üç tür dışındaki mayaları tür düzeyinde belirleyememiştir. Geleneksel yöntem, kromojenik agar ve sekans analizi ile identifikasyon sonuçlarının karşılaştırılması aşağıda verilmiştir (Tablo 4).
Tablo 4. Geleneksel yöntem, kromojenik agar ve sekans analizi ile identifikasyon sonuçlarının karşılaştırılması

	İzolasyon Sonucu
	GRAM BOYAMA/GERM TÜP

(Pozitif izolat sayısı)
	Kromojenik Agar
(Koloni Rengi)
	Sekans Analizi

	C. parapsilosis
	+/-
	?
(Kirli beyaz-Bej)
	22

	C. krusei
	+/-
	21

(Pembe)
	21

	C. kefyr
	+/-
	?
(Kirli beyaz-Bej)
	19

	C. albicans
	        +/+ (16)
	17

(Açık yeşil)
	16

	C. tropicalis
	+/-
	9

(Yeşil-Mavi)
	9

	C. glabrata
	+/-
	?
Kirli beyaz-Bej)
	4

	C. guilliermondii
	+/-
	?
(Kirli beyaz-Bej)
	3

	C. lipolytica
	+/-
	?
(Kirli beyaz-Bej)
	1

	T. asahii
	+/-
	*
(Yeşil)
	1


*22 numaralı suş, kromojenik agarda yeşil renkli üreme gösterdiği için C. albicans olarak identifiye edilmiştir. Ancak sekans sonucu Trichosporon asahii ile uyumlu olan suşun germ tüp testinin negatif olması da sekans sonucunu desteklemiştir.
İzolat numaralarına göre tüm sonuçların toplu sunumu aşağıda verilmiştir (Tablo 5)
Tablo 5. İzolatların üç yöntemle identifikasyon sonuçlarının karşılaştırılması
	İzolat No
	Geleneksel Yöntem
	Kromojenik Agarda Koloni Rengi
	Sekans Analizi

	
	Gram
	Germ Tüp
	
	

	1
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	2
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	3
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	4
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	5
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	6
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	7
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	8
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	9
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	10
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	11
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	12
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	13
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	14
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	15
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	16
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	17
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	18
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	19
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	20
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	21
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	22
	+
	Negatif
	Yeşil
	T. asahii

	23
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	24
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	25
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	26
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	27
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	28
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	29
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	30
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	31
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	32
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	33
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. guilliermondii

	34
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	35
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	36
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	37
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	38
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. guilliermondii

	39
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	40
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	41
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr


Tablo 5. İzolatların üç yöntemle identifikasyon sonuçlarının karşılaştırılması (devamı)
	İzolat No
	Geleneksel Yöntem
	Kromojenik Agarda Koloni Rengi
	Sekans Analizi

	
	Gram
	Germ Tüp
	
	

	42
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	43
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	44
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	45
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	46
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	47
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	48
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	49
	+
	Negatif
	Pembe
	C. krusei

	50
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	51
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	52
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. guilliermondii

	53
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	54
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. kefyr

	55
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	56
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	57
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	58
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	59
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	60
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	61
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	62
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	63
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	64
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	65
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	66
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	67
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	68
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	69
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	70
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	71
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	72
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. lipolytica

	73
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	74
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	75
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	76
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	77
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	78
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	79
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	80
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	81
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. glabrata

	82
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. glabrata


Tablo 5. İzolatların üç yöntemle identifikasyon sonuçlarının karşılaştırılması (devamı)
	İzolat No
	Geleneksel Yöntem
	Kromojenik Agarda Koloni Rengi
	Sekans Analizi

	
	Gram
	Germ Tüp
	
	

	83
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	84
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	85
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	86
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	87
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	88
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	89
	+
	Negatif
	Mavi
	C. tropicalis

	90
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	91
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	92
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. glabrata

	93
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans

	94
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. parapsilosis

	95
	+
	Negatif
	Kirli beyaz-Bej
	C. glabrata

	96
	+
	Pozitif
	Yeşil
	C. albicans


5. TARTIŞMA
Maya kaynaklı mantar enfeksiyonlarının hem insanlar için hem de hayvanlar için önemli bir tehdit olduğu bilinmektedir (Van Veen ve Kremer, 1992). Doğada bulunan bu ökaryotik mikroorganizmaların en çok izole edilen türlerinden birisi Candida spp. olup yaygın olarak süt ineklerinde mastitise neden olmaktadırlar. Ülkemizde ineklerin fungal mastitis ilk defa 1979 yılında Arda ve İstanbulluoğlu tarafından tanımlanmıştır.
Süt ineklerinde fungal mastitisin prognozu, çok hafiften başlayarak ölümle de sonuçlanabilen ağır vakaları içeren geniş bir yelpazeye sahiptir.  Florayı bozan aşırı ve gereksiz ilaç kullanımı, altta yatan kronik bir enfeksiyonun bulunması, mevsim değişimleri, vitamin ve mineral eksiklikleri, beslenmede enerji dengesinin bozuk olması ve antioksidan eksikliği gibi durumlar maya kaynaklı enfeksiyon insidensinin artmasına neden olan önemli faktörlerdir (Van Veen ve Kremer, 1992). 
Klinik olarak semptom göstermeyen, subklinik mastitis olgularının; hijyen koşullarının bozuk olması, uygun olmayan barınma koşulları, yatak-altlık kontaminasyonu, işlevselliği bozuk süt makinaları, hatalı sağım prosedürü, uygun olmayan tedavi yöntemleri gibi faktörlerin varlığında insidensinin arttığı bilinmektedir. Bunun yanında tedavinin gecikmesi, yanlış ilaç seçimi ya da düşük dozda kullanılması, tedavinin çok erken sonlandırılması, invaziv organizma rezistansı veya skar dokusu altında kalan derin yerleşimli enfeksiyonlar subklinik mastitislerin tedavisini başarısız kılmaktadır (Philpot, 1984).  
Subklinik mastitislerde izole edilen türler ve izolasyon oranları çalışmanın yapıldığı bölgeye, zamana, inceleme yöntemine, materyal alınan hayvanların bağışıklık durumu ve ilaç kullanımları gibi pek çok faktöre bağlı olarak değişebilir. Dünyada subklinik fungal mastitisler üzerine yapılan çalışmalarda, hastalığın insidensi Mısır’da %6,5 (Enany ve ark, 2007), Brezilya’da %22,1 (Spanamberg ve ark, 2008), Meksika’da %9,92 (Zaragoza ve ark, 2011), Hindistan’da %62,5 (Pachauri ve ark, 2013) olarak bulunmuştur. 

Ülkemizde yapılan çalışmalarda C. albicans’ın sorumlu olduğu subklinik mastitis insidensi Konya’da %6,5 (Ateş ve ark, 1991), Kars’da %8,7 (Şahin ve ark, 1997), Urfa’da %1,9 (Tel ve ark, 2009)  oranlarında belirlenmiştir. Yine 2009’da Aydın yöresinde yapılan bir araştırmada ise %12,1 olarak hesaplanan maya kaynaklı subklinik mastitis insidensi, bu mikroorganizmaların araştırılmasına önem verilmesi gerektiğini düşündürmüştür (Türkyılmaz ve Kaynarca, 2011). Aynı çalışmada, bu oranı oluşturan vakalardan izole edilen Candida’ların tamamının non albicans türleri olması da araştırmanın dikkat çeken bir başka bir bulgusudur. Bu çalışmadaki subklinik fungal mastitislerden sorumlu en sık izole edilen suşlar C. krusei ve C. kefyr olarak bildirilmiştir.

Wawron ve ark. (2009) ise yaptıkları araştırmada klinik ve subklinik mastitli inek sütlerinden %7,07 oranında maya izole etmişlerdir. En sık identifiye ettikleri türlerin C. krusei ve C. kefyr olduğunu bildirerek, bu bulguyla Türkyılmaz ve Kaynarca (2010)’nın yaptığı çalışmayla paralellik göstermişlerdir. 

Zaragoza ve arkadaşları (2011) sağlıklı, subklinik ve klinik mastitisli meme loblarından alınan örnekler incelenmiş; sırasıyla %23,39, %9,92, %43,27 oranlarında maya izolasyonu yapılmıştır. Sağlıklı meme loblarından en sık C. glabrata ve C. krusei, subklinik enfeksiyonlu meme loblarından en sık C. albicans ve C. krusei, klinik enfeksiyonlu meme loblarından ise en sık C. krusei ve C. glabrata türleri identifiye edilmiştir. Sağlıklı memeden izole edilmeyen C. albicans’ın, diğer iki gruptan izole edilmesi en patojen tür olduğunu düşündürmüştür. Ancak çalışma sonunda araştırmacılar mastitis probleminin asıl sorumlusunun, üç gruptan da izole edilen C. krusei olduğu kanısına varmışlardır. Ayrıca en sık izole edilen suşlar arasında olmasa da C. kefyr’in Avrupa’da sıklığının ve insidensinin çok arttığını belirtmişlerdir 

Brezilya’da 2014 yılında Sartori ve ark. yaptıkları araştırmada klinik ve subklinik mastitisli olarak toplanan süt örneklerinden en sık olarak sırasıyla C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis identifiye etmişlerdir. En sık izole edilen türün C. albicans olmamasını, diğer türlerdeki dönüşüme bağlamışlar ve bu durumun halk sağlığı açısından risk oluşturduğunu vurgulamışlardır.
Hindistan’da yapılan bir başka çalışmada ise fungal subklinik mastitli insidensi %62,5 bildirilmiştir (Pachauri ve ark, 2013). Bizim çalışmamızda ise maya kaynaklı subklinik mastitis insidensi %24 olarak tespit edilmiştir. En sık olarak izole ettiğimiz türler ise C. parapsilosis (%22,9), C. krusei (%21,9), C. kefyr (%19,8) ve C. albicans (%16,7) olup bulgularımız Dworecka-Kaszak ve ark. (2012)’nın sonuçlarını desteklemiştir. 
Ülkemizde yapılan çalışmalarda C. albicans’ın sorumlu olduğu subklinik mastitis insidensi Konya’da %6,5 (Ateş ve ark, 1991), Kars’da %8,7 (Şahin ve ark, 1997), Urfa’da %1,9 (Tel ve ark, 2009)  oranlarında belirlenmiştir. Yine 2009’da Aydın yöresinde yapılan bir araştırmada ise %12,1 olarak hesaplanan maya kaynaklı subklinik mastitis insidensi, bu mikroorganizmaların araştırılmasına önem verilmesi gerektiğini düşündürmüştür (Türkyılmaz ve Kaynarca, 2011). Aynı çalışmada, bu oranı oluşturan vakalardan izole edilen Candida’ların tamamının non albicans türleri olması da araştırmanın dikkat çeken bir başka bir bulgusudur. Bu çalışmadaki subklinik fungal mastitislerden sorumlu en sık izole edilen suşlar C. krusei ve C. kefyr olarak bildirilmiştir. 

Yapılan başka çalışmada klinik veya subklinik mastitli mandalardan toplanan süt örneklerinden identifikasyon yapılmış ve en sık izole edilen türler sırasıyla C. krusei, C. rugosa, C. kefyr ve C. tropicalis olarak bildirilmiştir (Şeker ve Özenç, 2011). Bizim çalışmamızda subklinik mastitisli sütlerden maya izolasyon oranı %24,0 olmakla birlikte genel olarak değerlendirildiğinde dünyada yapılan çalışmalara benzerlik göstermektedir. Bu oran yurdumuzdaki izolasyon oranlarından biraz yüksek çıkmış olmakla birlikte izole edilen türlere baktığımızda subklinik mastitislerde non albicans türlerin daha sık görüldüğü bulgusu diğer çalışmalar ile benzerdir. 
İzolatlardan C. albicans'ın hızlı identifikasyonunu sağlamak için yıllardır kullanılan germ tüp testi bugün de değerini koruyan, basit ve oldukça duyarlı bir testtir. Germ tüp testi ile klinik materyalden izole edilen mayaların, ilk aşamada albicans veya non-albicans olmak üzere ayrımları yapılabilmektedir. Yapılan çalışmalarla C. albicans suşlarının %95-97'sinin germ tüp pozitif olduğu saptanmıştır (Baumgartner ve ark, 2003). Bu bulguyu destekleyen bir araştırmada da germ tüp testinin sensitivite ve spesifitesi sırasıyla %95 ve %98,6 olarak bulunmuştur (Lo ve ark, 2001).
Sheppard ve ark (2008) yapmış oldukları çalışmada C. albicans’ın doğrudan identifikasyonunda germ tüp testinin yararlılığını araştırmışlardır. İki grup halinde germ tüp testi uygulayacakları örnekleri, doğrudan maya pozitif kan kültür şişelerinden ve SDA’da üremiş koloniden almışlardır. Doğrudan germ tüp testini tavşan serumu ile koloniden germ tüp testini ise tavşan plazması ile gerçekleştirmişlerdir. İnkübasyon sonunda, doğrudan germ tüp testinde 31 C. albicans’ın 27’sinin, koloniden germ tüp testininde ise 31 C. albicans’ın tamamının germ tüp oluşturduğunu belirtmişlerdir. 
Yine bir çalışmada kullanılan 35 C. albicans suşunun tamamı germ tüp oluşturarak test duyarlılığı %100 olarak saptanmıştır (Şahiner, 2008). Bu çalışmada da izole edilen Candida türlerinin albicans ve non-albicans olarak ayrılabilmesi için germ tüp testi uygulandı. Tavşan serumu kullanarak gerçekleştirilen testte 16 C. albicans suşunun tamamının pozitif sonuç verdiği ve sekans sonuçları ile karşılaştırıldığında testin başarısının %100 olduğu söylenebilir.
İdentifikasyonda kullanılan diğer bir yöntem kolay uygulanması, hızlı sonuç vermesi ve tür düzeyinde identifikasyona katkı sağlaması bakımından özellikle tercih edilen kromojenik agarlardır. CHROMagar Candida, Albicans ID, Candichrom albicans, Candiselect gibi çeşitli kromojenik besiyerlerinin kullanıldığı çalışmalarda C. albicans suşlarının 48 saatte üreme göstermesi ile identifikasyon duyarlılığının ve özgüllüğünün %88-100 arasında değiştiği bildirilmiştir (Odds, 1994; Koç, 2002).
Bugüne kadar birçok farklı kromojenik besiyeri ile çalışmalar yapılmış ve Candida ID agarın hızlı bir besyeri olduğu, CHROMagar’ın miks enfeksiyonlarda en iyi olduğu (Willinger ve ark, 2001), BIGGY agarın ise duyarlılık ve özgüllüğünün düşük olduğu (Larocco, 2003) belirtilmiştir.  
Otağ ve ark (2006) tarafından yapılan CHROMagar Candida ile SDA’nın karşılaştırıldığı çalışmada, 35 stok Candida suşu ve maya hücreleri saptanan 283 kan kültürü örneği besiyerlerine ekilerek sonuçları karşılaştırılmıştır. Suşların %92’den fazlasının koloni morfoloji ve renklerine göre doğru tanımlandığını, CHROMagar’ın C.albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve C. glabrata türlerinin identifikasyonunda başarılı olduğunu bildirmişlerdir. Yine yapılan pek çok çalışmada CHROMagar’ın hızlı ve tahmini bir tanımlama yapılabilmek için son derece kullanışlı olduğu, buna kültürlerdeki başarısı eklendiğinde mikoloji laboratuvarlarında iş akışına çok yardımcı olarak kullanılabileceği belirtilmiştir (Nadeem ve ark, 2010).
Çalışmamızda kullandığımız kromojenik Candida agar özellikle C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei türlerinin diğer türlerden ayırt edilmesi için tasarlanmıştır. Birçok araştırma sonucunda bu üç türün tanımlanmasında besiyeri duyarlılığı ve özgüllüğü ise bizim çalışmamıza benzer şekilde oldukça yüksek oranlarda olduğu belirtilmiştir (Odds ve Bernaerts, 1994; Ülger-Toprak ve ark, 2003). Ancak kullandığımız kromojenik agarda 24-48 saatte yeşil renkte üreyen 17 koloninin 16’sının C. albicans, 1 suşun ise T. asahii olarak belirlenmesi; kromojenik besiyerinin C. albicans identifikasyonundaki başarısını düşürmüştür. Yapılan başka çalışmalarda da, üç kromojenik besiyeri değerlendirilmiş, T. capitatum ve T. mucoides türleri dışındaki Trichosporon spp.’lerinin C. albicans’ın koloni renkleri ile çok benzer olduğu bizim çalışmamıza benzer bir şekilde belirtilmiştir (Al-Doory, 1980). Araştırmacılar koloni morfolojisi ile ayrım yapılabileceğine değinseler de bunun için deneyimli personel gözüyle koloniyi tanımlamak gerekmektedir. 
Çalışmamızda sekans ve geleneksel yöntem kullanılarak doğru identifikasyonunu yaptığımız T. asahii için kromojenik agar yeterli başarıyı gösterememiştir. Kromojenik agarla çok iyi tanımlanamayan Trichosporon ve C. albicans türlerinin ayrımını yapmak için germ tüp testinden faydalanılabilir. Kromojenik agarda yeşil renkte üreme gösteren suşlara germ tüp testi uygulandığında süre biraz uzayabilir ancak C. albicans tanısı kesinleşmiş olur. 
Hospenthal ve ark (2006) 180 non-albicans kandida türlerinin (C. dubliniensis, C. famata, C. firmetaria, C. glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. kefyr, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis, C. parapsilosis ve C. rugosa) tanımlanmasında CHROMagar Candida’nın etkinliği araştırmış ve bazı türleri birbirinden tam olarak ayırt edememişlerdir. Bu sonucu stoklardan canlandırılan suşların kullanılmasına ve stoklama koşullarının pigment oluşumu üzerinde olabilecek olumsuz etkilerine bağlamışlardır. Diğer taraftan aynı çalışmada identifikasyonun farklı araştırmacılar tarafından yapılabildiği de bildirilmektedir. Yine aynı çalışmada zamanla koyu menekşe rengine (dark violet) dönüşen pembe mor koloniler oluşturan tüm C. glabrata suşlarının diğer türlerden kolaylıkla ayırt edilebildiğini belirtmişlerdir. 

Bir diğer çalışmada CHROMagar’da yedi günün üzerinde inkubasyonda kalan maya suşlarının koloni renklerinde bozulma olmadığı bildirilmiştir. C. albicans ve C. krusei’nin okuma periyodunda kolayca belirlenebildiği, ancak C. glabrata suşlarının 3-4 gün üredikten sonra diğer türlerden ayrılmasını sağlayacak pigment oluşturabildiği tespit edilmiştir. C. tropicalis, Trichosporon türleri ve nadir olarak Cryptococcus türlerinin de benzer koloniler ürettiği bildirilmiştir. Diğer araştırmalardan farklı olarak, karışık kültürleri tanımlamanın güç olduğu rapor edilmiştir (Hospenthal ve ark, 2002). 
Yapılan bir başka çalışmada CHROMagar’da üreyen C. glabrata kolonilerinin S tipi, beyaz-açık pembe tonlarında olup inkubasyon ilerledikçe pembe mor tonlarına kaydığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada identifiye edilemeyen diğer Candida türlerinin (C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. famata, C. rugosa) beyazımtırak tonlarda ürediği rapor edilmiştir (Nadeem ve ark, 2010)
Houang ve ark (1997)’nın yaptığı çalışmada yine yaygın olan üç türün CHROMagar’daki koloni morfolojilerinden kolayca identifiye ediliği bildirilmiş ancak C. glabrata kolonilerinin beyaz sarıdan pembe mor hatta kahverengine değişen renklerde üremesinden dolayı identifikasyonunun yapılamadığı belirtilmiştir.
Horvath ve ark (2003) yaptıkları çalışmada CHROMagar’da Candida türlerini incelemiş ve non-albicans Candida’ların (C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaniae) kolonilerinde renk ve koloni morfolojisi bakımından ayırıcı bir özellik olmadığını bildirmişlerdir. Aynı çalışmada C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei suşlarının karakteristik üreme gösterdiği ancak C. glabrata’nın 72. saatten sonra karakteristik üreme göstermeye başladığı ve kolonilerde pembe rengin oluşmaya başladığı, bir suşta da hiç pigment oluşturmadığı rapor edimiştir. Diğer Candida türlerinin (C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaniae) ise tipik küçük krem kıvamında ve beyaz, açık pembe, açık lila tonlarında, birbirinden ayrılmayan koloniler oluşturduğu tespit edilmiştir.
Otağ ve ark (2006) yaptıkları çalışmada CHROMagar Candida’da 24. saatte parlak beyaz, 48. saatte kirli beyaz ve 72. saatte uçuk pembe koloni morfolojisi gösteren C. parapsilosis’i; 24. saatte kirli beyaz üreyen ve zamanla değişim göstermeyen C. kefyr’i; 24. saatten sonra parlak pembe, 48-72. saatten sonra bombeleşmiş, kuru ve tüylü koloni değişimi gösteren C. lipolytica’yı identifiye edebilmişlerdir. Ancak az sıklıkta izole edilen bu türlerin tanınması kolay olmadığından konvansiyonel yöntemlere de başvurmuşlardır.  
Nadir izole edilen diğer Candida türlerinin çoğu ve C. parapsilosis türleri CHROMagar Candida besiyerinde konveks, krem gibi, pembenin çeşitli tonlarından, açık mora ve fildişi rengine kadar değişebilen renklerde birbirinden ayırt edilemeyen koloniler oluşturmaktadırlar. Aynı türün tekrarlanan pasajlarında dahi birbirinden farklı görünümler ortaya çıkabilmektedir. Bazı çalışmalarda CHROMagar Candida besiyerinin C. parapsilosis türünün identifikasyonunda kullanılabileceği bildirilse de bu türün olası etken olduğunun düşünüldüğü durumlarda sonuçların mutlaka diğer konvansiyonel yöntemler, hazır ticari identifikasyon kitleri ve gerekirse moleküler yöntemlerle doğrulanması gerekmektedir (Hospenthal ve ark, 2006).
Çalışmamızda kullandığımız kromojenik Candida besiyerinin firma bilgilendirmesinde bej renkte üreme gösteren kolonilerin C. glabrata olduğu yazmaktadır. Ancak 96 suşun 49’u krem tonlarında üreme göstermiş olup koloni yapılarının ve renk tonlarının farklı olmasından dolayı C. glabrata şeklinde bir identifikasyon yapılamamıştır. Araştırmamız bu yönüyle Horvath ve ark (2003)’nın çalışması ile benzerlik göstermektedir. Sekans sonucuna göre C. parapsilosis, C. kefyr, C. glabrata, C. guilliermondii ve C. lipolytica olduğunu öğrendiğimiz krem kolonilerin identifikasyonunda kromojenik Candida agar başarı gösterememiştir. Otağ ve ark (2006) ile Kaya Bozkurt (2008)’un çalışmalarında olduğu gibi krem kolonilerin renk tonları gruplandırıldığında C. parapsilosis’in parlak beyaz ve C. kefyr’in kirli beyaz-çok açık gülkurusu renginde üreme gösterdiği farkedilmiştir. C. guilliermondii ve C. lipolytica’nın inkubasyon uzadıkça ekim yeri çevresinde mor pigment oluşumu tespit edilmiştir. Üretici firmanın bu türler için açıklaması bulunmadığından identifikasyon tahmini yapılmamıştır. Bej renkte üremesi beklenen C. glabrata’nın bej kolonilerin arasında kahvemsi mor renklerde de koloni oluşturması kesin teşhisini engellemiştir. Bulgularımız bu yönüyle Houang ve ark (1997)’nın yaptığı çalışmaya benzerlik göstermiştir. Çeşitli koşullar (inkubasyon süresi ve sıcaklığı) türlerin kromojenik agarlardaki pigmentasyon oluşumunu etkileyebildiğinden şüpheli koloniler için tanı biyokimyasal veya moleküler yöntemler ile desteklenmelidir (Freydiere ve ark, 1997; Hazen ve Howell, 2009).
PZR’da yanlış negatif ve yanlış pozitif sonuç ihtimalinden kaçınarak, başarılı bir sonuç elde etmek için DNA ekstraksiyon methodunun doğru seçilmesi, testin de hızlı ve kolay bir şekilde gerçekleştirilmesi gerekmektedir (Löffler ve ark, 1997). PZR’ın kritik bir basamağı olan DNA ekstraksiyonunda son yıllarda geliştirilen birçok protokol bulunmaktadır. Fungal hücre lizisinin gerçekleştirilmesini amaçlayan bu protokollerin başarısını etkileyen en büyük engel fungal hücre duvarının çok sert olmasıdır. Zimolaz, litikaz, müreinaz, β-1,3-glukan laminaripentaohidrolaz, β-1,3-glukanaz gibi enzimlerin kullanımının yanında etilen diamin tetra asetat (EDTA), sodyum dodesil sülfat (SDS) veya proteinaz K kullanılan yöntemler de vardır. Günümüzde ‛‛in house’’ olarak adlandırılan bu yöntemlerin yanı sıra ticari kitlerin kullanımı da yaygınlaşmaya başlamıştır (Löffler ve ark, 1997). 

Fungal DNA ekstraksiyonu için ticari kitlerle in-hause (mekanik, enzimatik, termikenzimatik hücre lizisi) yöntemlerinin karşılaştırıldığı bir çalışmada, özellikle termik-enzimatik yöntemin en duyarlı yöntem olduğu belirtilmiş, ancak çok fazla zaman (8 saat) gerektirmesinin en büyük dezavantajı olduğu vurgulanmıştır (Lugert ve ark, 2006). Yapılan bir başka çalışmada ise beş adet ticari DNA ekstraksiyon kiti ile termik-enzimatik ekstraksiyon yöntemi (in-hause) duyarlılık, zaman ve maliyet açısından karşılaştırılmış, sonuçta tüm ticari kitlerin DNA ekstraksiyonu için harcanan süreyi kısalttığı, ancak maliyeti arttırdığı saptanmıştır (Löffler ve ark, 1997). 

Besiyerinde üretmiş olduğumuz kolonilerin identifikasyonu için PZR ve sekanslama yöntemlerine başvurduğumuz çalışmamızda, fungal DNA’nın ekstraksiyonu amacıyla ticari kit (InstaGen Matrix, Bio-Rad) kullanıldı. Üretici firma önerileri doğrultusunda gerçekleştirdiğimiz bu uygulamada, koloniden DNA ekstraksiyonu aşamasında herhangi bir sorun ile karşılaşılmadı. Elde ettiğimiz eksrakte DNA’lar PZR için kullanıldı.

Hedef DNA’nın amplikasyonuna dayalı moleküler teknikler fungal enfeksiyonların teşhisini ve etkenin identifikasyonunu sağlayan alternatif yöntemlerdir (Kurtzman ve Robnett, 1997). PZR’a dayalı olan moleküler yöntemler fungal DNA sekansının tanımlanmasında hızlı, duyarlı ve çok spesifiktir (Makimura ve ark, 1994). 
Candida türlerinin identifikasyonunda kullanılan birçok PZR amplifikasyon tekniği bulunmaktadır. Bu tekniklerden ribozomal genlerini hedef alanlar (Luo ve Mitchell, 2002; Trost ve ark, 2004) genellikle cins düzeyinde ayrım için kullanılmaktadır. Tüm mantarlarda ortak olan bu ribozomal gen bölgeleri, 18S, 5.8S ve 28S rDNA alt ünitelerinden oluşmaktadır. Çok tekrarlı ve yavaş evrim geçirdiği için ileri derecede korunmuş olan yapılarıyla aynı cinsin türleri arasında yeterince farklılık göstermediğinden tür düzeyinde identifikasyonda kullanımı uygun değildir. Buna karşılık ribozomal alt birimlerini kodlayan bu üç gen bölgesinin arasında bulunan ve protein kodlamayan “internal transcribed spacer” (ITS) bölgeleri, çok hızlı evrim geçirerek türler arasında dahi çok farklılık göstermektedir. Bu özellikleriyle de tür düzeyinde identifikasyon için kullanışlı olan bölgelerdir (Sullivan ve Coleman, 2002; Trost ve ark, 2004).

Yapılan bir araştırmada identifikasyon amacıyla ITS 1 veya ITS 2 bölgelerinden birinin kullanımının bazı türlerin ve cinslerin ayrımı için başarılı olduğu belirtilmiş, (Chen ve ark, 2000; Chen ve ark, 2001) ancak ITS bölgesinin tamamından yapılan analizlerde moleküler identifikasyon için daha iyi sonuçlar alındığı bildirilmiştir (Chen ve ark, 2001).

Bir başka çalışmada, yavaş evrim geçiren rRNA bölgeleri kullanılarak en kesin filogenetik akrabalık ilişkilerinin tanımlanabildiği rapor edilmiştir (Sugita, 1999). Bunun yanında hem 26S DNA hem 18S DNA hem de ITS sekanslarının yapıldığı çalışmada özellikle bazı türler (Trichosporon, Cryptococcus) için ITS 2 sekansının daha iyi ayrım yapmayı sağladığı sonucuna varılmıştır (Chen ve ark, 2000). Biz de çalışmamızda izolatlarımızdaki Candida’ları tür düzeyinde identifiye etmeyi amaçladığımız için ITS 2’ye yönelik öncüller kullanmayı tercih ettik. Böylelikle yüksek değişkenlik özelliğinden faydalanarak nadir izole edilen türleri dahi tanımlamayı hedefledik.

Çalışmamızda en güvenilir sonucu almak için tercih ettiğimiz ITS 2 hedef bölgesinin amplifikasyonunda, Op De Beeck ve ark. (2014)’nın çalışması ile aynı primerler seçildi. ITS 3 primerinin genellikle ITS 4 ile kombine edildiğini belirten çalışma doğrultusunda biz de ITS 3’ü forward primer olarak ITS 4’ü de revers primer olarak kullandık (Jumpponen ve Jones, 2009; Tedersoo ve ark, 2010)

ITS bölgesini kullanarak cins ve tür düzeyinde identifikasyonu sağlayan yöntem ‘Metabarcoding’ olarak adlandırılmaktadır. Bir metabarkodlama çalışmasının amacı ne olursa olsun, elde edilen sonuçların güvenilir olması gerekmektedir. Metabarkodlama için kullanılan üç çift primerin (ITS 1F/ITS 2, ITS 3/ITS 4, ITS 86F/ITS 4) etkinliğinin araştırıldığı bir çalışmada, özellikle ITS 3/ITS 4 ve ITS 86F/ITS 4 primer çiftlerinin replikasyon analizlerinde (tekrarlanabilirlik) daha doğru sonuçlar verdiği tespit edilmiştir (Lindahl ve ark, 2013; Op De Beeck ve ark, 2014). Bunun yanında derinlemesine fungal karakterizasyon yapılması amaçlanan çalışmalar için birden fazla primer çifti kullanımı tavsiye edilmiştir (Op De Beeck ve ark, 2014).
Bir başka çalışmada yine ITS bölgesine yönelik amplifikasyon yapılmış ve en sık karşılaşılan Candida türleri’nin (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis ve C. krusei) benzer büyüklükte PZR ürünü oluşturduğu saptanmıştır (Irobi ve ark, 1999; Turenne ve ark, 1999).
Benzer çalışmalarda olduğu gibi Candida’ların ITS bölgeleri türler arası yüksek çeşitlilik göstermesine rağmen agaroz jel elekroforezinde saptanan büyüklükleri tür düzeyinde kesin tanı koymak için yeterli değildir. Diğer mantarlara nazaran, oluşan fragment uzunlukları çok benzer olup tür düzeyinde ayrım yapmayı engellemektedir (Turenne ve ark, 1999). Ancak ITS/5.8S bölgesinin sekans analizi yöntemi ile tür düzeyinde ayrım yapmak mümkündür (Turenne ve ark, 1999; Chen ve ark, 2000).
Son yirmi yılda, DNA sekanslama yöntemi mikrobiyal ilişkilerin karakterize edilmesinde devrim yapmıştır. Fenotipik ve genotipik methodların arasındaki uyumsuzluklar ITS 2 bölgesinin sekans sonuçları ile çözülebilmektedir (Chen ve ark, 2000). Küçük fragment parçalarından dahi sekanslama yolu ile tür düzeyinde fungal identifikasyon yapılabilmektedir. Ferrer ve ark’nın 2001 yılında yaptıkları çalışmada sınıflama ve tanımlama için hızlı ve kolay olan bu yöntemin kullanışlı ve tekrarlanabilir olduğu kanıtlanmıştır. Standart laboratuvar teknikleri ile kıyaslandığında, diagnozun pekiştirilmesi gerektiği bir durumda zamanı önemli derecede kısaltmasının da önemli bir avantaj olduğu bildirilmiştir. PZR ile birkaç saat içinde identifikasyon yapılabiliyorken mikroorganizmanın kültürde üremesinin 5-6 gün sürebildiği bildirilmiştir. Bu süreye 2-3 gün de identifikasyon eklenirse toplam süre identifikasyonu çok geciktirmektedir. PZR’ın ardından ürünlere sekanslama yapıldığında toplam identifikasyon süresi 24 saat olup yine de kültür yöntemlerine göre çok hızlı olduğu rapor edilmiştir. 

Kullandığımız yöntemi farklı açıdan değerlendiren bir çalışmaya göre sekans analizinin kesin identifikasyon sağlayabildiği ancak uygulamasındaki adımların (DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon, sekans analizi) daha çok zaman gerektirdiği belirtilmiştir (Ciardo ve ark, 2006).
Sekansla yapılan identifikasyonun güvenirliği sadece tanımlanan sekans uzunluğuna bağlı değildir. Referans sekansların mevcut bulunması ve kalitesi de sekanslamanın başarısını etkileyebilmektedir. Mikolojide tür tanımlama komplike bir olaydır. Tanımlama sırasında olan herhangi bir başarısızlığın farkedilememesi; etiketleme, yanlış filogenetik yakınlık ve hatalı taksonomik ayrımla sonuçlanabilmektedir (Taylor ve ark, 2000). Bu durum sekans analizine bağlı olarak türlerin yeniden adlandırılmasına ve bundan dolayı da bir türün farklı mikologlar tarafından verilen birkaç ismi olmasına neden olmaktadır. Bugün, yeni tanımlanan bir türün kabul edilmesinden önce morfolojik karakterlerin moleküler yöntemlerle desteklenmesi gerektiğini belirtmişlerdir (Than ve ark, 2004). 

Japonya’da yapılan bir araştırmada klinik fungal mastitisli ineklerden alınan süt örnekleri besiyerine ekim yapılmadan direkt olarak moleküler yöntemle incelenmiştir. 26S rRNA’nın D1/D2 bölgelerinin sekanslanmasıyla gerçekleştirilen identifikasyonda bilinen ve nadir türlerin kesin identifikasyonu başarıyla yapılabilmiştir. Ancak bir suş için bilinmeyen tür olarak sonuç alınmıştır. Yaptıkları değerlendirmede bu suşun %93 (541/581) oranında sekans benzerliği gösterdiği C. freyschussii türü olabileceğini düşünmüşler ancak %1’den fazla olan benzememe oranı yüzünden Candida’nın yeni bir türü olduğunu rapor etmişlerdir. Araştırmacılar direkt olarak süt numunesinden yapılan bu yaklaşımla, fungal enfeksiyonların hızlı identifikasyonunun kolaylaşacağını öngörmüşlerdir (Hayashi ve ark, 2013).

Chen ve ark. (2000) tarafından yapılan çalışmada fenotipik ve biyokimyasal identifikasyonun yanında ITS3 – ITS4 primerleri yardımıyla ITS 2 bölgesi amplifiye edilerek moleküler identifikasyon da yapılmış ve ITS2 sekans analizi ile sonuçları doğrulanmıştır. Yöntemlerin %98’den (427/434) fazla uyum gösterdiği bildirilen çalışmalarında, ITS 2 sekans polimorfizminin patojen türlerin identifikasyonunda ve yeni patojen türlerin klasifikasyonunda çok kullanışlı olduğu belirtilmiştir. Ancak uyumsuzlukla karşılaşılan izolatlara (7/434) ait ITS2 bölgesi PZR ürün uzunluklarının, biyokimyasal ve fenotipik özelliklerine uyum göstermediği tespit edilmiş olup ITS sekanslarının umulandan farklı olduğu ve benzelik oranlarının %57,5 ile %100 arasında değişiklik gösterdiği bildirilmiştir. Çalışmada aynı olması beklenen sekans sonuçlarının tür içi farklılıklarının bulunduğu, bunun yanında farklı olması beklenen farklı türlere ait izolatların da birbirleriyle daha çok benzerlik gösterdiği saptanmış olup bu 7 izolatın identifikasyonunda sorun yaşandığı belirtilmiştir.
Monstein ve ark (2013) çalışmalarında ise Candida türlerinin identifikasyonu için multipleks PZR’a dayalı kapillar jel elektroforezi ile ITS2 bölgesi sekans analizini karşılaştırmışlardır. CHROMagar ve API 32C kullanarak tanımlayamadıkları 9 izolatın 8’ini multipleks PZR ile identifiye edebilirken ITS2 sekanslaması ile izolatların tümünün identifikasyonunu gerçekleştirebilmişlerdir. Sonuç olarak; Seegene Seeplex STI Master Panel 3 PZR assay, capillar jel elektroforezi ile kombine edildiğinde 6 Candida türünün (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. dubliniensis) identifikasyonunda hızlı ve kullanışlı olduğu belirtilirken ITS 2 sekanslama sonucunun C. guilliermondii, C. lusitaniae ve C. pelliculosa türlerini de kapsayan 9 türü de identifiye edebildiği rapor edilmiştir.
Xafranski ve ark. (2013) mayaların moleküler yönteme dayalı identifikasyonu için yeni bir format tanımlamışlar ve geçerliliğini onaylamışlardır. ITS-PZR’ı takiben sekanslamanın yapıldığı bu yeni formatta yaygın ve nadir olarak bulunan Candida türlerinin sekanslama ile identifikasyonu mümkün kılınmaktadır. Bu tekniği kullanarak yapılan identifikasyon kültürel yöntemlere göre önemli avantajlara sahiptir. Kesin teşhisin yanında 24 saatte sonuç elde edilen bu yönteme karşı kültürel yöntemlerin en az 72 saat gibi bir süre gerektirdiği, bu yönüyle önemli klinik vakalar için yöntemin tercih edilebileceği bildirilmiştir. 
Monstein ve ark (2014) ile Xafranski ve ark (2013)’nın kullandıkları yöntemle paralellik gösteren çalışmamızda, kültürel yöntemle elde edilen identifikasyon sonuçları, sekans ile desteklendi. Diğer çalışmalardan farklı olarak doğrudan süt örneklerinin kullanılması yerine kültürlerdeki saf koloniler kullanılarak çalışma gerçekleştirildi. Monstein ve ark’nın da belirttiği gibi çalışmamızdaki izolatların tümü sekans ile identifiye edildi. PZR sonucuna göre bant uzunluklarının birbirine yakın olması identifikasyon için bize bir fikir vermezken, sekans sonucu ile sık identifiye edilen C. albicans, C. tropicalis, C. galabrata, C. krusei türlerinin yanında nadiren identifiye edilen C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C. lipolytica ve T. asahii türlerinin de yüksek benzerlik oranıyla identifikasyonu gerçekleştirildi.
CHROMagar ve sekanslamanın karşılaştırıldığı bir çalışmada C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei türlerine ait izolatların çok büyük bir çoğunluğunun identifikasyonu için, bu iki yöntemin konfirme edilmesinin tür düzeyindeki identifikasyonda daha başarılı sonuç verebileceği bildirilmektedir. Ancak bu işlemlerin yapılabilmesi için analizlerin maliyet ve hassasiyetinden dolayı tanı laboratuvarı gerektirdiği de tespit edilmiştir. Çalışmanın sonucunda kromojenik agarın kolay uygulanabilir ve makul kesinlikte (%85) olduğu, sekanslamanın ise çok kesin (%98) sonuç veren bir test olup daha çok zaman gerektirdiği saptanmıştır. Ayrıca sekanslama sonucunun kişisel yoruma ve deneyime bağlı olmamasının testin güvenirliliğini arttırdığı belirtilmektedir. Optimal identifikasyon için kromojenik tanımlama rakamlarının ardından izolatların %1’ine sekanslama yapılarak tanının doğrulanması önerilmektedir (Ciardo ve ark, 2006).

Sekans sonucumuza göre kullandığımız kromojenik agarın başarısını değerlendirdiğimiz çalışmamızda yeşil ve bej renkte üreyen kloniler için kromojenitenin yeterli olmadığı farkedilmiştir. C. albicans ve T. asahii türlerine ait olan yeşil renkli kolonilerin germ tüp testi ile ayrımı mümkünken; C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii ve C. lipolytica türlerine ait olan bej renkli kolonilerin hızlı ayrımı için sekanslama gerekli görülmüştür. 
6. SONUÇ VE ÖNERİLER
Candida cinsi mayalar özellikle yoğun antibiyotik tedavisi almış veya bağışıklık sistemi çeşitli nedenle baskılanmış klinik veya subklinik mastitisli ineklerin sütlerinden sıklıkla izole edilen mantarlardır. Candida cinsi içinde yer alan türler arasında, antifungal tedaviye cevabın farklılık göstermesi nedeniyle, Candida türlerinin tanımlanması büyük önem taşımaktadır. Hayvan sahiplerinin farkında olmadan kaybettiği kazanca, veteriner hekimlerin gereksiz yere kullandıkları ilaçları, dolaylı olarak da ülke ekonomisine zararı eklendiğinde etken identifikasyonu yapılmayan tedavilerin başarılı olmayacağı düşünülmektedir. Bu çalışmada da Candida türlerinde identifikasyonun doğru ve hızlı bir şekilde yapılabilmesi için en çok kullanılan geleneksel yöntem, kromojenik agar ve sekans analizi yöntemleri karşılaştırılmıştır.
Çalışmamızda materyal aldığımız Denizli İl’i Sarayköy ilçesinde subklinik mastitislerde Candida spp. insidensi %24,0 olarak belirlenmiştir. Bu oran genel olarak değerlendirildiğinde dünyada yapılan çalışmalara benzerlik göstermekle birlikte; yurdumuzdaki izolasyon oranlarından biraz yüksektir. Candida türlerinin özellikle uzun süreli antibiyotik kullanımına bağlı olarak bağışıklık sistemi baskılanmış ineklerde daha sık görüldüğü düşünüldüğünde bu yörede özellikle mastitise neden olan bakterilerin de doğru bir şekilde identifiye edilip, antibiyogram yapıldıktan sonra, doğru antibiyotikleri kullanmaları kandidaların neden oldukları mastitis vakalarının sayısını azaltacaktır. 
Bu çalışmada subklinik mastitisli süt örneklerinde etiyolojik ajan olarak bulunan Candida türleri incelenmiş, dokuz farklı türün varlığı tespit edilmiştir. Böylece bu çalışma ile yörede subklinik mastitisin etiyolojisinde çok farklı Candida türlerinin rol oynayabileceği; ancak, bu bölgede enfeksiyona neden olan ana maya türlerinin non-albicans Candida türleri (C. parapsilosis, C. krusei, C. keyfr) olduğu söylenebilir.

Candida izolatlarının identifikasyonunda kullandığımız geleneksel yöntem ile albicans ve non-albicans ayrımı yapılabilirken, kromojenik agar ile, C. tropicalis ve C. krusei türlerinin hepsi ve C. albicans izolatlarının büyük bir kısmı ayırt edilebilmiştir. Maliyeti diğer yöntemlere göre daha yüksek olan ve donanımlı laboratuvar gerektiren moleküler yöntem kullanılarak ise, izolatlarımızda bulunan tüm türler başarılı bir şekilde identifiye edilmiştir. Dolayısı ile enfeksiyona neden olan maya türlerinin belirlenmesinin önemli olduğu durumlarda sekans analizinin yapılmasının faydalı olduğu belirlenmiştir.
 Özellikle C. tropicalis ve C. krusei türlerinin tanımlanmasında kromojenik Candida agarların kullanılmasının, kolay ve pratik olması, çabuk sonuç vermesi gibi nedenlerden dolayı rutin laboratuvarlarında geleneksel yöntemleri destekleyici olarak kullanılabileceği düşünülmektedir. 
Agaroz jel elektroforezinde görülen bant uzunluklarının Candida türlerinde çok benzer olması yalnızca PZR ile tür düzeyinde identifikasyonu imkansız kılmaktadır. Bu yüzden doğru tanımlama olan sekans analizinin tür düzeyi tanımlamalarda tercih edilmesi gerektiği kanısına varılmıştır.
Sonuç olarak; yaptığımız çalışmada, mastitise neden olan Candida türlerinin belirlenmesinde;

*Rutin laboratuvarlarda kullanılan geleneksel yöntemlerin ucuz ve güvenilir olup, hala altın standard olarak kullanılabileceği düşünülmekle birlikte bu yöntemlerle identifikasyonun türler arası ayırımı yeterli düzeyde yapamadıkları;
*Son zamanlarda Candida’ların identifikasyonu için kullanılan kromojenik besiyerlerinin klinik önemi olan ve biyokimyasal testler ile zor identifikasyonları yapılan bazı non albicans türlerin hızlı identifikasyonuna tanıyı desteklemek amacı ile faydalı olabileceği,
*Ancak enfeksiyona neden olan türlerin hızlı ve güvenilir identifikasyonunun gerekli olduğu (klasik yöntemler ya da kromojenik besiyerleri ile tanımlamada sorun yaşanan türlerin identifikasyonunda) durumlarda sekans analizinin kullanılmasının hız ve doğruluk açısından yararlı olabileceği düşünülmektedir. 
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