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OZET

MASTITISLI SIGIR SUTLERINDEN CANDIDA TURLERININ iZOLASYONU VE
ANTIFUNGAL DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Sénmez M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji

Program Yiikseklisans Tezi, Aydin, 2016.

Arastirmamizda Marmara bolgesi Tekirdag ili ve ilgelerinde sigirlarda mikotik mastitis
hastaligina neden olan Candida spp.’lerin izolasyon, identifikasyon ve antifungallere karsi
olan duyarliliklarinin tespiti amaglanmistir. Bolgedeki ciftliklerden California Mastitis Testi
(CMT) yapilarak mastitisli oldugu tespit edilen 100 adet mastitisli siit 6rnegi kullanilmastir.
Ornekler dncelikle SDA’a ekildi ve 25°C ile 37°C de ayr1 ayri inkiibe edildiler. SDA’da 2-3
giinde iireyen, hamur kivaminda, 0,5-1 mm ¢apinda, beyaz veya krem renkli, diizgiin sinirli ve
kendine 6zgli maya kokusu olan kolonilerden Gram boyamalar yapildi. Gram boyamada
degerlendirmesinde Candida spp. olarak tanimlanan mikroorganizmalar SDA’ya pasajlanarak
saf kiiltiirler elde edildi. Saf olarak elde edilen izolatlarin identifikasyonu API 20C AUX hizh
identifikasyon kiti ile yapildi. Identifiye edilen Candida tiirlerinin antifungal duyarlilik
degerleri Disk diflizyon teknigi kullanilarak gergeklestirildi. Calismada antifungal duyarlilik
testlerinde Ketoconazole, Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B, Nystatin ve
Flucytosine etken maddelerini igeren antifungal diskleri kullanildi. Arastirmada Tekirdag
ilindeki biiyiikbas ciftliklerinden toplanan 100 adet mastitisli siit 6rneginin 25 (%25) adedinde
Candida spp. varlig: saptanmistir. izole edilen 25 susun API 20C AUX hizli tani test kiti ile
yapilan identifikasyon bulgularina gore 8 adet (%32) C. krusei, 5 adet (%20) C. albicans, 3’er
adet (% 12) C. boidinii, C. famata ve C. kefyr, 2 adet (%8) C. spherica ve 1 adet de (%4) C.
thermophilia tespit edilmistir. izole edilen suslara NCCLS’in M-44 (Method for Antifungal
Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline) yonergesine gore
yapilan test sonuglar1 degerlendirildiginde; Tiim izolatlar Ketoconazol’e %100 duyarli iken
Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B ve Flucytosine %100 diren¢li olduklari
bulunmustur. Arastirmamizda 2 adet (%40) C. albicans ve 1 adet (%12,5) C. krusei izolati
Nystatin etken maddesine tam duyarl iken, diger tiim izolatlarin ise orta diizey duyarli oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mastitis, Candida spp, antifungal duyarlilik
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ABSTRACT

ISOLATION OF CANDIDA SPP. FROM CATTLE MILK with MASTITIS and
DETERMINATION of ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY

Séonmez M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji

Program Yiikseklisans Tezi, Aydin, 2016.

Abstract: Isolation, identification and determination of antifungal susceptibility of Candida
spp. that cause mycotic mastitis in cattle in Tekirdag province and its counties in Marmara
Region were aimed in this research. 100 mastitic milk samples were used that were collected
from farms of the region by performing California Mastitis Test (CMT). Primarily, samples
were cultured to SDA and were incubated separately at 25-37 °C. From the colonies that
grown in SDA in 2-3 days, in paste stiffness, 0.5-1 mm in diameter, white or cream colored,
uniformly bounded and that have distinctive yeast scent were subjected to gram staining.
Under gram staining evaluation, microorganisms that were predefined as Candida spp. were
conveyed to SDA and pure cultures were obtained. Pure isolates were identified by API 20C
AUX rapid identification kit. Antifungal susceptibility rates of identified Candida spp. were
determined by using disc diffusion technique. In antifungal susceptibility tests; Ketoconazole,
Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B, Nystatin and Flucytosine containing discs were
used. Candida spp. were detected in the 25 of the 100 mastitic milk samples. According to
results of APl 20C AUX rapid identification kit, 8 C. krusei (32%), 5 C. albicans (20%), 3
each C. boidinii, C. famata and C.kefyr (12%), 2 C. spherica (8%) and 1 C. thermophilia
(4%) were identified from the 25 isolated strains. In the evaluation of test results of isolated
strains that performed as in respect to M-44 directive of NCCLS (Method for Antifungal Disc
Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline); all strains were found %
100 susceptible to Ketoconazole and 100% resistant to Fluconazole, Miconazole,
Amphoteracine B and Flucytosine. Two of the C. albicans (40%) and 1 of the C. krusei
(12.5%) isolates were susceptible Nystatin while all the other isolates were moderately

resistant to that.

Key Words: Mastitis, Candida spp., antifungal susceptibility



1. GIRIS

Siitiin icerdigi esansiyel niitrient maddelerden dolay1 insanin en vazgegilmez besin
kaynaklarindan biri oldugu herkes tarafindan kabul edilmektedir. Siitiin biyokimyasal ve
mikrobiyolojik saflig1 mastitis olarak bilinen bir hastalik tarafindan degisiklige ugratilmakta
ve bu durum ise siit verimine, kalitesine ve siit ekonomisine direk veya dolayl olarak zarar
vermektedir.

Mastitis, siitciiliikk isletmelerinde giderleri arttirarak ve siit veriminde belirgin bir
azalmaya sebep olarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir problemdir. Mastitis
hastaliginda mikrobiyel faktorler biiyiik rol oynamaktadir. Normal kosullarda siit inekgiligi
isletmelerinde yilda ortalama %30-35 oraninda mastitis olgusu goriilmektedir.

Arastirmamizda Marmara bolgesi Tekirdag ili ve il¢elerinde sigirlarda goriilen mastitis
hastaligina neden olan Candida spp.’lerin izolasyon ve identifikasyonlari ve de antifungallere

kars1 olan duyarhiliklarinin tespiti amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mastitis

Mastitis, genellikle bakteriyel veya mikotik patojen etkenlere bagl olarak sekillenen
meme dokusu yangisidir. Siit inek¢iliginin yapildigr isletmelerde en sik rastlanilan problem
Mastitis’tir. Ortalama her 100 inekten 17’sinde bulunmustur. Yorelere gore degismekle
birlikte yurt ¢apinda %5-53 arasinda olup, mastitisin yurdumuz inekgiliginde ne kadar 6nemli
bir sorun oldugu goriilmektedir (Aydin, 1989).

Genel anlamda mastitis, meme bezlerinin travmatik etkilere ve meme igerisine
cogunlukla ekzojen veya endojen olarak giren mikroorganizmalara karst reaksiyon
gostermesidir (Blood ve ark, 1979). Meme dokusunu olusturan biitiin yapilarin ve bu
dokular1 saran bag dokunun, sebebi ne olursa olsun yangisina mastitis denilmektedir.
Hastalik, meme dokusunun irritan etkilere karsi bir tepkisi olup, meme dokusu ile siitiin
nitelik ve niceligini 6nemli dl¢iide etkilemektedir. Mastitis, etiyolojisi, patogenezisi, siddeti,
stiresi, tedavisi ve kalici etkileri agisindan karmasik bir hastaliktir (Harmon, 1994; Jain, 1979;
McDonald, 1979).

Ruminantlarin meme bezi, anatomik yapisi itibariyle birgok mikroorganizmanin
istilasina kars1 koyan bir organdir. Sagmal ineklerin giinliik sagimlar1 ve sagim sonrast meme
bas1 kanalinin gecici bir siire kapanmamasi, meme dokusunu mikroorganizmalara acgik hale
getirmekte ve mastitis vakalarinin gelismesine sebep olmaktadir. Insan saghigi ve yavrularin
beslenmesi agisindan mastititisli siit kullaniminin sakincali olmasi sebebiyle hayvanlarin bu
hastaliktan korunmasi gerekmektedir (Alagam ve ark, 1986; Ahl ve ark, 1989).

Birgok {ilkede siit isletmelerinde yapilan gozlemler gdstermistir ki, inekler arasinda
mastitisin prevalansi % 50, bir meme lobundaki infeksiyon orani ise % 25 civarindadir (Blood
ve ark, 1979). Mastitis kontrol programlarinin uygulanmasi ve bu programlarin devamliliginin
saglanmasi, Ozellikle kapasiteleri biiylik olan siit igletmelerinde, ekonomik verimliligin en
onemli gostergesidir. Ancak iilkemizde oOzellikle siit yonlii yetistiricilikte isletme
kapasitelerinin kiigiik olmasi ve heniliz verimlilik merkezli mastitis kontrol programlarinin
olusturulamamas1 nedeniyle, siit iiretiminde biiyiilk ekonomik kayiplar ortaya c¢ikmaktadir
(Atasever ve Erdem, 2008; Topgu, 2008). Saglikli siit, saglikli hayvanlardan elde edildigi i¢in,

hayvan saghigmmi korumak ve mastitis olgularin1 erken teshis etmek temel hedeftir. Siit



endistrisinde mastitis nedenli ekonomik kayiplar, siit kalitesinin ve siit veriminin azalmasi,
buna bagli olarak da ila¢ ve veteriner hizmet kullaniminin artmasi ve yem giderlerinin artisi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Ayni zamanda, infeksiyonun tedavisi i¢in kullanilan
antibiyotiklerin siitte kalint1 birakmasi, bilingsiz olarak ila¢ kullanimimna bagli gelisen
antibiyotik direngli bakteriler, tedavi olanaklarinin sinirlanmasi gibi olumsuz etkiler
olusmaktadir (Meiri-Bendek ve ark, 2002). Diizenli ve bilingli kontrol programlarinin
uygulanmasi, klinik mastitis olgularinin azaltilmasini ve subklinik infeksiyonlarin da erken

teshis edilmesini saglamaktadir (Qsteras ve ark, 2006 ).

2.2. Mastitis Formlarn

Mastitisin klinik formlari, Klinik mastitis, subklinik mastitis ve kronik mastitistir.
Klinik mastitis siitte fark edilebilir degisikligin olustugu meme yangisidir ve perakut, akut,
subakut ve kronik olarak dort formu vardir (Aydin, 1989).

a) Akut mastitis: Hayvanin genel durumunun bozulmasiyla birlikte meme loblari
sismis, sicak, sert ve agrili yangidan dolayr kizarmistir. Siit sulu, pihtili, irinli ve kanl bir
sekilde gelir. Akut mastitislerde ates ve depresyon gibi sistemik bozukluklarda goriilmektedir.

b) Subakut mastitis: Memede yang1 belirgin degildir. Siitte koyu pihtilar vardir.

c) Perakut mastitis: (akut sistemik, akut toksik mastitis) Meme boliimlerinden bir veya
birkaginda ani sisme, sicaklik artisi, sertlik ve agri bulunmaktadir. Siitiin yapisinda
bozulmalar olabilir. Genel durumda da bozukluklar sekillenebilir.

d) Kronik mastitis: Klinik (akut ve subakut) mastitislerin tedavi edilmedigi durumlarda
veya subklinik mastitislerin devami olarak sekillenmektedir. Bu tip mastitisde yangi
goriilmez, siitte gozle goriiliir bir degisiklik goriiniir ve siit salgis1 azalir, memede fibrozis ve
indurasyon olusumuna bagli olarak meme dokusu sertlesir.

Subklinik mastitisler ise; yayginliklar1 ve isletmelerde siit verimindeki diisiise bagli olarak
meydana getirdigi ekonomik kayiplar acisindan klinik mastitislerden daha onemlidir. Bu
nedenle hemen tiim hastaliklarda oldugu gibi subklinik mastitislerin erken teshisi de
olusturacagi zararlarin Oniine gecilmesi agisindan onemlidir (Alagam, 1988; Deveci ve ark,
1994). Subklinik mastitislerin teshisinde kimyasal ve mikrobiyolojik bir¢ok test kullanilmakla
birlikte siitiin ml’sindeki somatik hiicre sayisinin (SHS) belirlenmesini esas alan testler son
yillarda daha da onem kazanmistir. Ancak, siitteki SHS subklinik mastitislerin tespitinde
onemli bir kriter olmakla birlikte hayvanin yasi, irki, laktasyon donemi, seksiiel siklus

periyodu, beslenme rejimi, hayvanin viicudundaki diger enfeksiyonlar ve mastitise sebep olan



bakteri tiirli gibi bir ¢ok faktoriin bu sayiy1 etkiledigi de géz 6niinde tutulmalidir. Bu sebeple
subklinik mastitislerin teshisinde siitteki SHS’n1 belirleyen testlerin yani sira diger teshis
metotlarinin da kullanimu tavsiye edilmektedir (Arda ve ark, 1982; Harmon, 1994). Subklinik
mastitis bir siirli problemidir ve yayilmasi ile bir biitiin olarak degerlendirilir. Siit ineklerinin
en az %50’si bu sekilde subklinik mastitis yoniinden pozitif sonu¢ verebilirler. Siitiin
muayenesi ile 10kosit sayisi, dolayisiyla siitteki SHS’nin belirlenmesi, meme bezleri ve
hayvan sagligi hakkinda bilgi verir. Meme sagliginin korunmasinda, siitteki somatik hiicre

sayis1 bundan dolay1 6nemlidir (Bayer, 1986).

2.3.  Mastitisin Nedenleri

Siitte nitel ve nicel bozukluklara sebep olan mastitislerin  etiyolojisinde
mikroorganizmalarin roli biiyliktlir. Enfeksiyona neden olan bu etkenlerin memeye yayilmasi,
sadece mikroorganizmalarin virulensine bagli degil, ayn1 zamanda memenin etkenlere maruz
kalma siiresi ve siddeti ile de iliskilidir. Bazi1 faktérler de memelerin mastitise karsi
duyarliliklarini arttirarak, enfeksiyonun olusmasina sebep olur (Izgiir, 1984). Mastitis hastalig1
icin hazirlayic1 faktorler olarak nitelendirilen bu faktorler hayvanlarin fizyolojik yapisi,
memenin anatomik yapisi, beslenme, barinma, iklim ve sagim kosullarini igine alan ¢evresel
etkenler, sagim yaparken hijyen kurallarina dikkat edilmemesi, meme basi ve meme yaralari,
firsatg1 patojenler olarak da ozetlenebilir (Izgiir, 1984; Kiligoglu ve Alagam, 1985). Ancak
ciftlik hayvanlarinda mastitisin baslica sebebi bakteriler ve bunlarin olusturdugu toksinlerdir

(National Mastitis Council, 1996).

Mastitis olgularinda c¢esitli mikroorganizma cinslerine ait birgok etken izole ve
identifiye edilmistir. Inek mastitislerinde Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Trueperella
pyogenes ve koliform gurubu bakteriler en sik izole ve identifiye edilen etkenler olarak
bildirilmistir. Daha seyrek olarak da Corynebacterium bovis, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Micrococcus spp., Candida spp, Cryptococcus spp., Nocardia spp. gibi ¢esitli bakteri

ve mantarlarin etkili olduklari bildirilmektedir (Alagam ve ark, 1986; Erer ve ark, 1996).



2.4.  Mastitislerin Direk ve Finansal Maliyetler Uzerine Etkileri

Mastitislerin, siit isletmelerinde direk ve finansal maliyetler iizerine bir¢ok etkileri

vardir.

Direk etkiler;

1. Siit veriminde gegici ve kalici kayiplar,

2. Siit kalitesinde degisimler (siit yaginin azalmasi gibi)

3. Yiksek somatik hiicre sayisina bagli siit satis fiyatlarinda azalma

4. Antibiyotik kullanimindan sonra siitlerin atilmasindan kaynaklanan kayiplar,

5. 1lag ve veteriner masraflarina bagl ek maliyetler,

6. Siit kalitesinin belirlenmesi i¢in yapilan masraflar giderleri artirmakta,

7. Erken kesime gonderme,

8. Kesilen hayvanlarin karkas kalitelerinin ve verimlerinin azalmasindan dolayr diistik

degerlere satilmasi gibi bircok faktore bagl olarak siirtileri etkilemektedir.

Finansal maliyetler incelendiginde;

1. Amerika’da mastitise bagli olarak ongoriilen yillik kayiplar 2 milyar dolar

2. Ingiltere’de ciftgilerin yaklasik olarak yillik kayb1 300 milyon pound

3. Kuzey Irlanda’da, ortalama 100 baslik bir siiriide yillik kayip 5000 pound, iilke ¢apinda ise
14 milyon pound

4. Irlanda Cumbhuriyeti’nde, klinik mastitislerin maliyeti enfekte inek basina yaklasik olarak
yillik 693 pound

5. Hollanda’da enfekte inegin maliyeti 164-235 euro olarak belirlenmistir (Viguier ve ark,
2009).

Siit inekeiligi ve siit ekonomisi {izerinde yukarida belirtildigi gibi pek ¢ok olumsuz
etkiye sahip olan mastitisin tanis1 ve tedavisi isletme ekonomisi agisindan oldukca biiytlik bir
Onem arz eder.

Maya ve mantarlar ciftliklerde ve hayvanlarin yasam alanlarinda yem ve altliklarin
normal florasinda bulunurlar ve de kiigiik miktarlarda meme basinda kolonize olurlar (Richard
ve ark, 1980). Bunlar oportunistik mikroorganizma olarak kabul edilirler (Loftsgaard ve
Lindquist, 1960) ve dogal savunma mekanizmalari baskilandiginda hastalik olustururlar

(Santos ve Marin, 2005).



Mantarlardan dolayr meydana gelen mastitis insidensi normalde oldukga diisiiktiir.
ABD’de fungal mastitislerin goriilme siklig1 %2 ile %7 arasinda degismektedir (Kirk ve
Bartlett, 1986). Tropikal iklime sahip iilkelerde ise bu oranlar daha yiiksek olabilmektedir
(Costa ve ark, 1993). Maya ve mantarlara bagl olarak gelisen mastitislerde, en sik goriilen

etkenler arasinda Candida’lar ilk siray1 almaktadir (Santos ve Marin, 2005).

2.5. Mastitisin Tanis1

Genel olarak klinik mastitislerde tan1 gozle goriilebilen gesitli 6zelliklerin muayenesi
ile yapilirken, subklinik mastitislerde ¢esitli yangi indikatorlerinin 6zel yontemler ile ortaya
konulmasina dayanmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kabul géren ve yaygin olarak
kullanilanlar siit igerisinde somatik hiicre sayisinin artigini ortaya koymaya yonelik testlerdir.
Somatik hiicre sayiminda kullanilan yontemler indirek yontemler ve direkt yontemler olarak
ikiye ayrilir. Indirekt yontemler arasinda en ¢ok uygulanami California Mastitis Test
(CMT)’dir. Direkt yontemler ise; otomatik somatik hiicre sayimi, boyama ve mikroskobik
sayim yontemleridir. Ayrica mastitislerin tanisinda, siitiin elektriksel iletkenliginin dl¢iilmesi,
iyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve biyokimyasal yontemler de kullanilmaktadir. Tiim
bu muayene ve analizlere ragmen mastitislerin tanisinda infeksiyona neden olan
mikroorganizmanin izolasyonu hastalifin tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir
(Bastan 2002). Kiiltiirel yoklamalar siirii diizeyinde infeksiyonun izlenmesi, antibiyotik

duyarliliklarinin belirlenmesi ve kontrolii yoniinden de 6nemlidir (Milner ve ark, 1996).

2.5.1 California Mastitis Testi

1957 yilinda anormal siitlerin belirlenmesi amaciyla gelistirilmistir. CMT, siitte
bulunan somatik hiicrelerin indirek yolla belirlenmesi prensibiyle ¢alismaktadir. Siitte
bulunan SHS veya toplam 16kosit sayis1 artti§i zaman, CMT skoru da dogru orantili olarak
degismektedir. CMT, bireysel olarak ineklerde enfeksiyon varliginin belirlenmesinde etkili
olmaktadir. Fakat tank siitlinde yapilan drneklemelerde siiriiniin enfeksiyon varligi hakkinda
net bir bilgi vermemektedir (Sanford ve ark, 2006).

CMT, basit ve kolayca uygulanabilen, hizli ve olduk¢a ucuz bir testtir ve subklinik
mastitislerin belirlenmesinde SHS hakkinda kabaca bilgi vermektedir. CMT, tam olarak SHS
hakkinda kesin bir bilgi vermemekle birlikte sadece degerin diisiik ya da yiiksek oldugunu

gostermektedir (Blowey ve Edmondson, 2010; Bastan, 2013). Yeni sagilmis taze ve normal



siitlin reaksiyonu hafif asittir. pH’ s1 6.4-6.8 arasinda degisir. Mastitisli memelerin siitlerinin
pH’s1 alkali olup, 7.4’e kadar yiikselmektedir. Dolayli olarak lokosit artisini ve pH
degisimleri saptayan CMT’inde kullanilan ayira¢ beyaz kan hiicreleri ile reaksiyona girerek,
hiicre zarini1 parcalar hiicre ¢ekirdegindeki DNA ile birleserek yapiskan bir madde olusmasini
saglar. Bu maddenin yapiskanligi ne kadar fazla ise mastitiste o kadar siddetli sayilir. CMT
yapilirken, CMT kabina her memeden ayr1 ayr siit 6rnekleri alimir. Kap hafifce egilerek
siitlerin fazlas1 akitilir. Siitlerin {izerine esit miktarda CMT ayiraci eklenerek, kap yatay
diizlem iginde yavasca gevrilerek testin sonucu okunur. CMT nin olumsuz ya da negatif
olmasi durumunda, test kabi hafifce egildiginde higbir yapiskanlik gozlenmez. Test
sonucunun siipheli oldugu durumda, hafif bir jeloz kivam olusmakla birlikte c¢evirme
hareketleri sirasinda kaybolmakta veya kolay akan siit karistminin altinda daha yavas akan
ince bir kat izlenmektedir. CMT olumlu durumda ise sonu¢ kap cevrildiginde olusan jeloz
tabaka yogunluguna gore, CMT (+), CMT (++) ve CMT (+++) olarak degerlendirilmektedir.
Somatik hiicre sayis1 (SHS) memede mastitisin olusumu ile birlikte, siitiin 16kosit sayisinda ve
klor igeriginde artis meydana gelmektedir. Epitel hiicreler, eritrositler, 16kositler ve plazma
hiicrelerinin tamamini ifade eden somatik hiicre sayisinin (SHS) az yada ¢ok olmasina gore
memenin ve siitlin saglikli olup olmadigi anlasilabilmektedir. Saglikli ineklerde, siitteki
somatik hiicre sayisinin % 60’11 epitel hiicreleri olugsurken, mastitise yakalanmis ineklerde bu

oranin % 75’den fazlasini 16kositler olusturmaktadir.

CMT’nin avantajlar

1. Diger testler ile birlikte SHS 6l¢iimlerinde oldukca basarili calismaktadir.

2. Hassastir ve oncelikli olarak sadece bireysel meme loblarinin enfeksiyon varliginin tespiti
icin gelistirilmesine ragmen tank veya kova siitiinde de kullanilmaktadir.

3. Kil, tily gibi yabancit maddelerden etkilenmemektedir.

4. Ucuzdur.

5. Test basittir ve fazla ekipmen gerektirmez.

6. Her uygulamadan sonra suyla kolayca temizlenebilir.

CMT nin dezavantajlari

1. Test skorlari; bireysel olarak, uygulayiciya gore ¢esitlilik gosterir. Miimkiin oldugunca ayni1
kisi tarafindan yapilmasi1 gerekmektedir.

2. Skorlar; kesin sayilar yerine, siitte bulunan 16kosit iceregine gore oranlanir.



3. CMT uygulamalarinda siklikla yanlis sonuglar ¢ikmaktadir. Bunun nedeni; inegin kuru
doneme yakin veya laktasyon doneminin baslangicinda olmasindan kaynaklanmaktadir (Rice,
1981).

CMT, siitte bulunan DNA igerigine dayali ¢alisan bir testtir. Reajan olarak basit bir deterjan

kullanilir ve bromcreosol purple ise pH indikatorii gorevi tistlenmektedir (Pyordla, 2003).

2.6. Candida Tiirlerinin Tarihgesi

Candida enfeksiyonlariyla ilgili bilinen ilk tanimlama, M.O. 1V. yiizyilda Hipokrat’in
Epidemics Kitabinda, altta yatan hastalig1 olan iki hastada tarif edilen oral kandidiyazistir
(pamukcuk). Oral kandidiyazis etkeninin mantar olarak tanimlanmasi1 1842 yilinda olmus ve
Gruby mikroorganizmay1 Sporotrichum olarak smiflamistir. Takip eden yiizy1l boyunca
mayalar ile iliskili olan bir¢ok patolojik tablo rapor edilmistir.

Candida enfeksiyonlart1 son yillarda gittikge artmakla birlikte ge¢miste de
bildirilmistir. Candida 1844 yilinda Bennett tarafindan tiiberkiilozlu bir hastanin balgam
orneginden, 1849°da Wilkinson tarafindan vajinal lezyondan, 1853’de Robin tarafindan
sistemik bir enfeksiyondan, 1861 yilinda Zenker tarafindan diigkiin bir hastada oral lezyondan
hematojen olarak yayildigi gosterilen bir beyin enfeksiyonundan izole edilmistir.

Candida tiirlerinin etken oldugu buna benzer patolojik tablolar yirminci yiizyilin
baslarinda da bildirilmeye devam etmistir. 1904 yilinda Dubendorfer onikomikozu, 1910°da
Rafin sistiti, 1923’te Jacobi dermatiti, ayni tarihte Forbes kronik mukokutan6z kandidiyazisi
Candida tiirlerinin etken olabildigi klinik tablolar olarak bildirmislerdir (Merz ve ark, 2005).

1928 yilina gelindiginde Conner osteomiyeliti, 1943’te Joachim ve Polayes
endokarditi, Suthin de endokrin sistem ile Candida enfeksiyonlar1 arasindaki patolojik iligkiyi
tanimlamistir (Merz ve ark, 2005).

1912 yilinda Catellani’nin tanimladigi ¢ay tadicilarinin oksiiriigli (“tea tasters’ cough™)
ise Candida albicans disindaki Candida tiirlerinin patolojik siiregte yer alabilecegini One
stiren ilk rapor olarak literatiirdeki yerini almistir (Merz ve ark, 2005).

Farkli klinik tablolarda gosterilen bu mayalarin isimlendirilmesi ise sik¢a degismistir.
Candida albicans’a; Robin 1853 yilinda Oidium albicans, 4 Quinquad 1868’te Syringspora
robini, Reess 1875’te Saccharomyces albicans adini vermistir. Zorp tarafindan 1890 yilinda
Onerilen Monila albicans ismi daha kalici olmussa da, diger adlar ile karigtirllma sorunu

devam etmistir (Merz ve ark, 2005).



1923’te Berghout bu karigikligi gidermek i¢in Candida cinsini tekrar ele alarak oral
kandidiyazis etkenini Candida albicans olarak isimlendirmistir. 1970’li yillardan sonra
bagisiklik baskilayan ilaglarin kullaniminin artmasi ve AIDS gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasi

ile beraber mantar hastaliklar1 daha 6nemli hale gelmistir (Asan, 2007).

2.7. Candida’larin Genel Ozellikleri

Candida’lar ince duvarli, oval veya yuvarlak, kapsiilsiiz, hareketsiz, 1-3x4-6 um
boyutlarinda, multilateral tomurcuklanma (blastospor) ile aseksiiel olarak iireyen fakiiltatif
anaerop mayalardir (Koneman, 1997). Gram boyama ile tim Candida tiirleri Gram olumlu
boyanir (Hazen ve Howell, 2003). Candida tiirleri Sabouraud dekstroz agarda (SDA) ve kanli
agarda oda 1sisinda (22- 26°C) ve 37°C'de kolayca iireyebilirler. Kiiltiir i¢in alinan 6rnekler
hem 26°C hem de 37°C'de ayr1 ayr inkiibe edildiginde 37°C'de iireyememe saprofitligi ortaya
koyan bir Ozelliktir. Patojen kandidalarin ¢ogu hem 26°C hem de 37°C'de iirerler. Oda
1s1sinda SDA'da 24-48 saatte krem renkli, opak, diizgiin ylizeyli, 1-2 mm ¢apinda, tipik maya
kokusu olan S tipi koloniler olustururlar. Candida’lar kendiliginden S tipi koloniden R tipi
koloniye doniigebilir. R tipi kolonilerin olusumu fazla migel gelisimi ile ilgilidir. Bazan,
orneklerden ilk izolasyonda C. albicans’in SDA'da burusuk koloni olusturdugu gozlenebilirse
de bunlar subkiiltiirlerinde diiz kolonilere dontisiir. C. albicans'in bir¢ok izolati kanl agarda
kisa diizensiz uzantili koloniler olustururlar (Edwards, 2000; Koneman, 1997; Jawetz ve ark,
1989).

Candida krusei kolonileri ise; u¢ kisimdan uzamis ve eliptik iken, Candida
parapsilosis dantelimsi koloniler olusturmaktadir. Candida glabrata diiz, yumusak, parlak
koloniler seklinde {irer. Candida keyfr krem renginde yumusak kivamli koloniler
olustururken; Candida lusitaniae krem rengi, yumusak koloniler yapmaktadir. Candida
guilliermondii ise SDA’ da diiz veya burusuk beyaz renkli koloniler halinde tiremektedirler.
Candida dubliniensis kolonileri ise koloni morfolojisine bakilarak C. albicans kolonilerinden
ayirt edilememektedir.

C. albicans ve C. dubliniensis yalanci hif ve gergek hif olusturabildikleri igin
dimorfik mantarlar olarak da bilinmektedirler. C. albicans ve C. dubliniensis insan serumunda
37°C’de li¢ saate kadar inkiibe edildiklerinde germ tiip olusumu saptanabilmektedir. Germ
tiip, gergek hif gelisiminin ilk agamas1 olup ana hiicreden bogum yapmadan uzayan tiibiiler bir
yap1 seklinde goriiliir. Germ tiip yapabilen bir Candida susu 45°C sicaklikta {ireyebiliyorsa C.

dubliniensis’ten ayrilarak C. albicans olarak tanimlanabilmektedir.



2.8. Candida Tirleri

Kandidiyazis’e neden olan 6nemli candida tiirleri; C. albicans, C. kefyr, C. tropicalis,
C. boidinii, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. gullermondii, C. famata, C. catenulata,
C. cifererrii, ,C. sypherica C. lambia, C. termophilia, C. lusitanae, C. norvegensis, C.
pelliculosa ve C. rugosa ‘dir.

Candida albicans; Kandidiyazis’in en yaygin nedenidir. SDA (Saboraud Dextrose
Agar) besiyerinde C. albicans krem renginde, yumusak krem veya tereyagi kivaminda S
ve/veya R tipi koloni olusturur (Tiimbay, 1983). Bu kolonilerden hazirlanan preparasyonlar
gram yoOntemi ile boyandiginda maya hiicrelerinin gram pozitif, oval veya yuvarlak, tek tek
veya gruplar halinde olduklar1 goriiliir.

Serumda 37°C’de, 2 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerden bogum olusturmaksizin
uzayan ¢imlenme borular1 (germ tiip) olustururlar (Kevin ve Howell, 2003; Tiimbay, 1999;
Timbay, 1983). Diger Candida tiirlerinden farkli olarak misirunlu- Tween 80 agarda yalanci
hifler, yalanci hiflerin bogumlar1 ¢evresinde kiimeler yapan blastospor ve yalanci hif
uclarinda kalin duvarli, tek veya birka¢ tane klamidospor olusturur (Hilmioglu, 2002;
Timbay, 1983). Klamidosporlar C. albicans'in en belirgin 6zelligidir ve herhangi baska bir
Candida tiirii tarafindan nadiren meydana getirilir (Tiimbay, 1983).

C .albicans bulundugu ortam kosullarina bagli olarak farkli morfolojide goriiliir. Besin
degeri yiiksek, notr pH’da oksijenli ortamda maya seklinde iirer; besin degeri zayif, diisiik
oksijen konsantrasyonunda ve asit pH’da yalanci hif ve klamidospor teskil eder (Tiimbay,

1983).

Sekil 1. C. albicans’in SDA’daki koloni morfolojisi.
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C. tropicalis: Krem renginde, yumusak krem gibi ve ¢evresinde migelin ¢iktigi “kirma”
koloni olustururlar. Misir unlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat inkiibasyonu sonunda
yalanci hif, yalanci hif boyunca tek tek veya ufak kiimeler yapacak bigimde dizilim gosteren
blastosporlar olusturur (Kevin ve Howell, 2003; Tiimbay, 1999; Tiimbay, 1983). Bazen de
yalanci hiflerin ucunda ince duvarh, yuvarlak klamidospora benzer yapilar olusturabilir.
Ancak bunlar C. albicans'a ait klamidosporlardan, bir destek (siispansor) hiicrenin
bulunmamasiyla farklilik gosterir (Tiimbay, 1983).

Diger yandan C. tropicalis, ¢imlenme borusuna benzeyen uzamis yalanct hifimsi
hiicreler de yapabilir. Cimlenme borusuna benzeyen bu borucugun C. tropicalis'e ait maya
hiicresinden ¢iktig1 yerde bir daralma goriiliir. Bu daralma durumu C. albicans'in ¢imlenme

borusunda goriilmemektedir (Tiimbay, 1999; Yiicel veKantarcioglu, 1999).

Sekil 2. C. tropicalis’in SDA’daki koloni morflojisi.
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C. krusei: Yassi, kuru, donuk, krem renginde ¢evresinde migelin ¢iktigi “kirma” koloniler
olusturur. Mistrunlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat sonunda yalanci hif, bunun etrafinda
uzun “agaca benzer” dizilim gdsteren blastokonidyumlar olusturur (Tiimbay, 1983). Ureaz
pozitiftir. Flukonazol proflaksisi alan immunkompremize hastalarda énemli etkendir (Kevin
ve Howell, 2003; Tiimbay, 1999).

Sekil 3.C. krusei’nin SDA’daki koloni morfolojisi

C. kefyr: Krem renginde, yumusak krem gibi veya tereyagi kivaminda S tipi diizgiin koloni
olusturur. Misir unlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat inkiibasyon sonunda yalanci hif ve
uzun blastospor yapar (Kevin ve Howell, 2003; Timbay, 1999). Cogunlukla blastosporlar
yalanct hiften ayrilip birbirine paralele dizilim gosterirler ve bu goriiniimleri ile “irmakta

yiizen kiitiik dizileri”’ni andirirlar (Ttimbay, 1983).
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Sekil 4.C. kefyr’in SDA’daki koloni morfolojisi

C. boidinii: Toprak, deniz suyu gibi dogal ortamlarla birlikte, fermente yag gibi maddelerde
de bulunmakta olup, biyoteknilojik olarak metanol oratminda sitrik asit liretmesi yoniinden de
oldukga 6nemli bir candida tiirtidiir (Hui ve Khachatourians, 1995).
C. famata: Bu maya tipinin ilk baslarda insanlar ve diger canlilar i¢in patojenik olmadigi
diistintilse de ilerleyen yillarda diger patojen Candida tiirlerinin sebep oldugu, okiilar
endopthalmitis, akut zonal rahatsizliklar, sinir sistemi enfeksiyonlar1 gibi hastaliklarda etken
oldugu kanitlanmistir (Liu, 2011).
C. thermophilia: 45- 60 °C sicakliklar arasinda ¢ogalma egiliminde olan bir Candida tiiriidiir.
40 °C sicakligin altinda ciddi bir gelisim egilimi yoktur. Toprakta bol miktarda bulunur.
Mantarlara bagli gelisen mastitisler, mikrobiyal inceleme yapilmadan antibiyotik
secimine bagl hatali tedavilerden sonra gelismektedirler (Richard ve ark, 1980; Galli, 1954;
Lohan ve ark, 1977). Mantarlara bagli mastitislerde etken ¢ogu zaman Candida spp. olup
belirlenmediginden dolayi, uzun siireli antibiyotik tedavileri yapilmakta ve bir ¢ok
mikroorganizmaya karsi direng gelisimi saglanmaktadir. Bundan dolayr mantarlara baglh
mastitislerin gelecekte 6nemli bir problem olusturmasi beklenmektedir (Santos ve Marin,

2005).
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Calismamizda aragtiracagimiz Candida spp’ler mantar ve mayalara bagl gelisen
mastitis vakalarinda en sik rastlanilan etkendir. Ozellikle inatc1 mastitis vakalarinda karsimiza
cikmakta ve etkenlere karsi kullanilan antibakteriyel tedavilerine cevap alinamamaktadir.

Antifungal se¢iminin ise gelisen direncin arastirilarak uygulanmasi gerekmektedir.

2.9. Candida Tiirlerinin Tanimlanmasi ve Tedavisi

Antimikrobiyallerin 1945°te, 1950°de kortikoterapi’nin ve 1966’da ise immun
supresif’lerin tedavide kullanilmaya baglamasiyla birlikte fungal enfeksiyonlarin goriilme
sikliklarida yiikselmeye baslamistir. Simdiye kadar dogada (yem, bitkiler, su ve hava) 72.000
civarinda mantar tanimlanmistir. Bunlardan 300 kadar1 potansiyel patojen olarak insan ve
hayvanlarda mikozislerden sorumludurlar (Krukowski ve Saba, 2003).

Fungus (Mantar) kelimesi Latince deki fungus kelimesinden gelmekte olup Latinceye
de Yunancadaki sphongirs veya spongae kelimelerinden ge¢mistir. Mikolojinin tarihgesinde
en Onemli isi Sabouraud adiyla bilinen bilim adami gerceklestirmis ve mantarlarin
izolasyonunda kendi adiyla anilan besiyerini gelistirmistir. Mantar izolasyonlarinda genellikle
Sabouraud medium kullanilmaktadir (Drouhet, 1998).

Candida tiirlerinin {iretilmesinde, bakterilerin ve hizli iireyen kiiflerin iiremelerini
baskilayan besiyerlerinin secgilmesi kolaylik saglar. Bu amagcla secicilik saglamak iizere
primer izolasyon besiyerlerinin bilesimine penisilin, streptomisin, gentamisin, kloramfenikol
gibi antibiyotikler ve sikloheksimid (actidione) eklenebilir. Pratikte cesitli antibiyotikler
eklenmis Brain Heart Infiizyon agar (BHI), Sabouraud-BHI agar (SABHI) ve Inhibitory Mold
Agar (IMA) gibi besiyerleri primer izolasyon amaci ile kullanilmaktadir (Rodriguez-Todela
ve Martinez-Suarez 1994; Baumgartner ve ark, 2003).

Cesitli iilkelerde yapilan arastirmalarda mantarlarin birgok tiirii mastitislerden sorumlu
tutulmustur (Krukowski ve Saba, 2003). Meme bezlerindeki mantar infeksiyonlarinin mayalar
daha baskindirlar. En sik goriilen tiir ise Candida’lardir. Cryptococcus ve kiiflere daha nadir
oranda rastlanilmaktadir (Gonzalez, 1996).

Casia dos Santos ve Mo acir Marin yaptiklari incelemelerde cesitli tilkelerdeki mantar
etkenlerine bagli mastitisli siitlerde mantar izolasyon oranlart Misir’da % 6.1, Danimarka’da
%1.3, Brezilya’da %12.07, gibi farkliliklar igerirken, yapmis olduklar1 calismalarinda %32
olarak belirtikleri mantar infeksiyonlarindan %17.3iinden Candida’lar1 sorumlu tutmuslardir
(Dos Santos ve Marin, 2005). Tarfarosh ve Purohit klinik mastitisli 56 siitte yaptiklar
caligmada 4 adet (%7.14) Candida spp. izole etmislerdir (Tarfarosh ve Purohit, 2008).
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Birgok arastirmada mastitisli sigir siitlerinde bulunan Candida tiirlerinden en sik
rastlanilanlar1 C. krusei, C. rugosa ve C. albicans olarak belirtilmektedir (Costa ve ark, 1993,
Aalbaek ve ark, 1994; Santos ve Marin, 2005). Kurowski ve ark (2006) Polonya’nin Lublin
bolgesinde yaptiklari arastirmada en sik rastlaninlan tiirleri C. kefyr, C. ciferrii ve C. Krusei
olarak rapor etmislerdir.

Seker (2010) yaptig1 arastirmada mastitisli sigir siitlerinden elde edilen 207 Candida
tiiriiniin identifikasyonu ve hemolitik aktivitesini incelemistir. Identifikasyon asamasinda altin
standart olarak kabul edilen API 20C AUX yar1 otomatik identifikasyon sisteminden
yararlanilmig ve arastirma sonuglarinda en yiiksek oranda Candida krusei (34.8%)
bulunmustur. Bunu sirasiyla, Candida rugosa (16.4%), Candida kefyr (12.6%), Candida
albicans (10.1%) ve Candida tropicalis (9.2%) takip etmistir. Daha az oranlarda ise Candida
zeylanoides (5.8%), Candida parapsilosis (4.3%), Candida guilliermondii (3.4%), Candida
famata (1.9%) ve Candida glabrata (1.5%) identifiye edilmistir.

2.9.1.Candida’larda Kullanilan Antifungaller

Dissemine Candida enfeksiyonlarinin tedavisi olduk¢a giictiir. Ciinkii bu
enfeksiyonlarda tedavi alternatifleri sinirhdir ve mevcut antifungallerin birgogu 6nemli yan
etkilere sahiptir. Antifungal ilaglarin hedefi genellikle fungal hiicre membran sterolii ya da
hiicre duvaridir. Son yillarda klinik kullanimda olan sistemik etkili antifungal ilaglar 3 ana
grupta yer almaktadir bunlar; polyenler, azoller ve ekinokandinlerdir (Herbrecht ve ark,
2002).

Polyenler: Bu grupta amfoterisin B (AMB) ve nistatin yer almaktadir. AMB ve lipit
formiilasyonlar1 sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Nistatin ise topikal bir antifungaldir ve sistemik kullanim igin gelistirilmis bir lipit
formiilasyonu arastirma asamasinda kalmistir (Johnson ve Kauffman, 2003). AMB hidrofilik
bir polihidroksil zinciri ve lipofilik bir polyen hidrokarbon zincirine sahip amfoterik bir
bilesiktir. Suda iyi ¢06ziinmez. Ticari olarak bulunan parenteral formiilasyonu AMB
deoksikolattir (Letscher-Bru ve Herbrecht, 2003). Siddetli sistemik enfeksiyonlarda en etkili
antifungal ilag¢ olmasina ragmen terapotik araliginin dar olmast klinik kullanimini
siirlamaktadir (Moran ve ark, 2002; Letscher-Bru ve Herbrecht, 2003; Sucher ve ark, 2003).
Bu nedenle AMB lipit kompleks, AMB koloidal dispersiyon ve lipozomal AMB gibi lipit
formiilasyonlar1 gelistirilmistir ve bunlarin bobrekteki konsantrasyonlar1 nefrotoksik AMB

deoksikolattan daha diisiiktiir (Moran ve ark, 2002; Letscher-Bru ve Herbrecht, 2003; Sucher
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ve ark, 2003). AMB ve diger polyenler fungusidal etkilidir ve primer olarak fungal hiicre
membraninin esas sterolil olan ergosterole baglanarak etki gosterirler (Moran ve ark, 2002;
Letscher-Bru ve Herbrecht, 2003; Sucher ve ark, 2003). Memeli hiicresindeki temel sterol
olan kolesterole diisiik afinitesi, ilacin segici toksik etkisini belirlemektedir (Eliopoulus ve
Moellering, 2006). Bu baglanma sonucunda mantar hiicresinin membran gegirgenligi artar ve
bunu hiicre i¢i potasyum, magnezyum, sekerler ve metabolitlerin kaybi takip eder. Sonugcta
hiicre canliligim1 kaybeder. AMB’nin ilave bir etki mekanizmasi1 da oksidatif mekanizmalarla
direkt membran harabiyetine neden olmasidir. AMB genis bir etki spektrumuna sahiptir;
Candida, Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp., zigomigetesler ve endemik dimorfik
patojenlere (Blastomycesii dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis ve Penicillum marneffei) etkilidir. Bununla birlikte, Aspergillus
terreus, Fusarium spp., Pseudallescheria boydii, Scedosporium prolificans, Trichosporon
spp. ve bazi dematiyeséz (esmer) mantarlarin AMB’ye direngli oldugu bildirilmektedir
(Uzun, 2006). Ayrica C. guilliermondii, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae ve C. rugosa’nin
bazi izolatlar1 arasinda AMB’ye azalmis duyarlilik bildirilmistir (Johnson ve Kauffman,
2003). AMB, ¢esitli organlara genis olarak yayilir ve en yiiksek konsantrasyona karaciger,
dalak, bobrek ve akcigerlerde ulasir. Beyin omurilik sivisina gecisi az olmakla birlikte, MSS
fungal enfeksiyonlarinda etkili bulunmustur. Lipit AMB formiilasyonlar1 kolay tolere
edilebilirlikleri ve enfeksiyon alanina daha fazla yayilmalar1 nedeniyle in vivo yiiksek
etkinlige sahiptirler. Bunlar esas olarak renal fonksiyonu bozuk ya da AMB deoksikolati
tolere edemeyen hastalarda endikedir. En Onemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Lipit
formiilasyonlarin, basta nefrotoksisite olmak iizere yan etkileri dnemli oranda azalmistir.
AMB infiizyon sirasinda ya da sonrasinda ortaya cikabilen ciddi yan etkilere sahiptir.
Infiizyon sirasinda ortaya ¢ikan akut reaksiyonlar interlokin ve prostaglandinlerin salinmasina
bagl ates, titreme, miyalji, hipo/hipertansiyon, tagikardi ve bronkospazmdir. Daha ge¢ ortaya
cikan reaksiyonlar hastanin duyarliligi ve altta yatan hastaligi ile ilgili olarak, siklikla
nefrotoksisite ve anemidir. Lipit formiilasyonlarin en onemli avantaji bu nefrotoksik yan
etkiyi anlamli oranda azaltmasidir (Johnson ve Kauffman, 2003).

Azoller: Azol grubu antifungaller kimyasal yapilarma gore iki gruba ayrilirlar;
imidazoller (azol halkasinda iki nitrojen bulunur; ketokonazol, mikonazol, klotrimazol ve
ekonazol) ve triazoller (azol halkasinda ii¢ nitrojen bulunur). imidazoller iginde sadece
ketokonazol sistemik etkiye sahiptir. FLU, itrakonazol, vorikonazol (VOR) ve posakonazolii
iceren triazollerin hepsi sistemik etkiye sahiptir, ayrica bu grupta yer alan ravukonazol,

isavukonazol ve albakonazol heniliz arastirma asamasindadir. Azol grubu, en yaygin
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kullanilan antifungal ajanlardir ve fungal sitokrom P-450 bagimli enzim 14-a-demetilazi
inhibe ederek etki gosterirler. Bu enzim lanosteroliin ergosterole doniisiimiinii sagladigindan,
inhibisyonuyla fungal hiicre membran1 sentezi bozulur. Boylece fungal iireme engellenir
(fungustatik) ya da fungal hiicre 6liimi (fungusidal) gergeklesir. Genellikle azoller, Candida
spp. ve Cryptococcus neoformans gibi mayalara fungustatik etki gostermekteyken,
itrakonazol, VOR, posakonazol ve ravukonazoliin Aspergillus tiirlerine kars1 fungusidal etkili
oldugu bildirilmektedir (Johnson ve Kauffman, 2003).

VOR vyeni bir triazol antifungaldir ve olduk¢a genis bir etki spektrumuna sahiptir;
Candida spp., Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp. gibi maya mantarlarina;
Aspergillus spp., Fusarium spp. ve dematiyesoz etkenler gibi filamantdz mantarlara; ve
endemik dimorfik patojenlere etkili oldugu bildirilmektedir (Johnson ve Kauffman, 2003;
Uzun, 2006). Ayrica dogal FLU direncine sahip oldugu bilinen C. krusei ve FLU’e azalmis
duyarliligindan s6z edilen C. glabrata’ya karsi da etkilidir. VOR Zygomycetes’e etkisiz,
bunun yaninda Aspergillus terreus ve Pseudallescheria boydii gibi AMB’ye direngli
mantarlara kars1 etkilidir (Johnson ve Kauffman, 2003).

VOR’lin hem oral hem de parenteral formlar1 mevcuttur ve oral biyoyararlanimi
oldukga yiiksektir (>%90) (Letscher-Bru ve Herbrecht, 2003; Johnson ve ark, 2004). MSS ve
diger tim dokulara penetrasyonu iyidir. Maya mantarlarina fungustatik, Aspergillus tiirlerine
fungusidal etkilidir. VOR tedavisi i¢in primer endikasyon invaziv aspergillozdur ve invaziv
aspergilloz tedavisinde AMB’den daha etkili bulunmustur (Johnson ve ark, 2004). VOR
genellikle 1yi tolere edilir, en sik yan etkisi gecici gorme bozuklugudur ve hastalarin yaklasik
%30’unda goriiliir. Nadiren tedavinin kesilmesini gerektirir. Bunun diginda cilt reaksiyonlari,
anormal karaciger fonksiyon testleri, haliisinasyonlar ya da konfiizyon gibi yan etkiler de
gozlenebilir. Hepatik P-450 sistemi ile metabolize olan diger ilaglarla etkilesimi siktir
(Johnson ve Kauffman, 2003).

Primidin Sentezi Inhibitorleri: Flusitozin (5-FC): Bir antitimoér ajani olarak
kesfedilmistir. Fungostatik etkilidir (Mathema ve ark, 1997). Ancak tedavide tek ilag
kullanimina yaygin olarak diren¢ gelistirmektedir. Bu yiizden tedavide kullanimi smirhidir
(Zer ve Balct, 2001).

Klinik olarak persistan kandidemilerde, derin doku kandidozlarinda Amp-B ile
kombine kullanimi tedavide etkili olmustur (Kog, 2002). Flusitozin’in etki tarzi timidilat
sentatazi inhibe ederek fungal DNA olusumunu engellemesidir (Koneman ve ark, 1997).

Wawron ve ark., Polonya’da yaptiklar1 arastirmada mastitisli siitlerden izole edilen

150 maya’nin antifungal duyarlilik incelemisler ve tioconazol’e % 96.7, nystatin’e %95.4,

17



amphoterycin’e %94 ve flucytosin’e % 92.7, fluconazol’e % 39.3, clotrimazole ise % 60
duyarlilik sonuglarina ulasmislardir (Wawrow ve ark, 2010). Buna benzer bir ¢alismada sigir
mastitislerinden izole edilen Candida spp. lerde en etkili antifungalin ise Nsytatin oldugu

rapor edilmistir (Nadas ve ark, 2011).

Tablo 1: Kullanilan antifungaller ve etki mekanizmalari

Antifungal Ajan Etki Mekanizmasi

Poliyenler: Mantar  hiicre  duvar1  ergosteroline
baglanarak hiicre duvar1 gegirgenligini
artirir. Ozellikle hiicre i¢i K+ kaybi hiicre
Lipozomal amfoterisin-B canliliginin yitirilmesine neden olur.

Polyen Amfoterisin-B

Amfoterisin-B lipid compleks

Amfoterisin-B colloidal dispersiyon

midazoller: Sitokrom P450’nin hem kismina baglanarak
lanosteroliin a-demetilasyonunu inhibe

Mikonazol ederek ergosterol sentezini inhibe eder.
Ketokonazol

Triazoller: Imidazollerle ayn

Flukonazol

Primidin Sentezi inhibitérleri: RNA ve DNA sentez inhibisyonu yapar.
5-Flusitozin

Cesitli arastirmalarda da gortldigi tizere Sigirlarin Mastitis olgularinda Candida
spp.’lerin goriilme oranlar1 oldukca farkliliklar gostermekte ise de genellikle % 1 — 15
arasinda bulunmaktadir. Literatiir incelemede de belirtildigi gibi bu goriilme sikliginin havada
ki nem oranlar ile de bir iligkisi bulunmaktadir. Tekirdag ili ve ¢evresi de havada ki nem
oranmin disiik olmadig1 bir cografyaya sahip olup, bu bolge de goriilecek olan mastitis
vakalarinda Candida spp.’lerin goriilme sikliginin Tirkiye’nin diger bolgelerine oranla daha

yiiksek olabilecegi tahmin edilmektedir. Bunun yaninda arastirmalara bakildiginda mastitisleri
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inceleyen birgok arastirict etken izolasyonlarinda Candida spp.’lere yer verirken antifungal
duyarlilikla ilgili somut verilere rastlanilmamaktadir. Arastirma da kullanilmasi planlanan
antifungallerin de bu tip mastitis vakalarinin sagalttminda biiylik yardimi olacag

diistintiilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Ornekler

Arastirmamizda Tekirdag ilinde bulunan biiyiikbag ¢iftliklerinden alinan numuneler ile
calisilmistir. Arastirmada ¢iftliklerden toplanan 100 adet mastitisli siit 6rnegi kullanilmistir.
California Mastitis Testi (CMT) yapilarak mastitisli oldugu tespit edilen 6rnekler steril
kosullarda alindi. Ornekler periyodik araliklarla soguk zincir altinda Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD laboratuarlarina getirilerek analizlere
tabi tutulmustur.

Arastirmanin yapilmasima Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulunun 64583101/2015/100 say1li karart ile etik agidan bir sakinca goriilmemistir.

3.1.2. Californiya Mastitis Test Ayraci (Immucell®)

Alkil Benzen Siilfonat

pH indikatdrii

Ayraclar, siit ile karistirilarak infeksiyonun derecesine gore mastitis sliphesi tasiyan
hayvanlarin siitleri toplandi. Toplanan siitlerde, test kiti prosediiriine gore mastitis derecesi

belirlendi.

3.1.3. Antifungal Standartlar
Calismada antifungal duyarlilik testlerinde Ketoconazole, Fluconazole, Miconazole,

Amphoteracine B, Nystatin ve Flucytosine etken maddelerini iceren antifungal diskleri

kullanilmustir.
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3.1.4. Besiyerleri

3.1.4.1. izolasyon Besiyerleri

%4 Sabouraud Dextrose Agar (Merck 1.05438)

Peptone 10.0 g/L

D(+) Glucose 40.0 g/L

Agar-agar 15g/L

Karisimin pH’s1t 5.6’ya ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 °C’ye kadar

sogutulup, igerisine antibiyotik ilave edilip steril petrilere dokiildii.

3.1.4.2. Antifungal Duyarhhik Testinde Kullanilan Besiyerleri

Mueller — Hinton Agar (Oxoid CM 0337)

Beef, dehydrated infusion from 300
Casein hydroysate 17.5
Starch 1.5
Agar 17
Distile su 1000 cc
Karisimi pH’1 7,4°e ayarlandi. 15 dakika otoklav edildikten sonra, 55 °C’ye kadar
sogutulup, igine % 5 oraninda kan ilave edildi (Allan ve ark, 1985).
Mueller - Hinton Agar + 2% Glucose ve 0.5 pg/mL Methylene Mavisi (GMB)
Beef, dehydrated infusion from 300
Casein hydroysate 17.5
Starch 1.5
Agar 17
Glukoz %2
Metilen Mavisi 0.5 pg/mL
Distile su 1000 cc
Miiller — Hinton agar hazirlandiktan sonra final konsantrasyonuna %2 Glukoz ve 0.5 pg/mL

Methylene Mavisi eklenerek hazirlanir.
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3.1.5. Hizhh Tam Test Kiti

Fransiz Biomerieux firmasi tarafindan Candida tiirlerinin identifikasyonu igin

tiretilmis olan API 20C AUX hizli tani kiti kullanilmastir.

3.1.6. Boyalar

3.1.6.1. Gram Boyama

Crystal violet 500 ml
Lugol 500 ml
Deklorizasyon ¢ozeltisi 500 ml
Safranin 500 ml

Yukarida igerigi yazili olan Gram boyama seti kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikrobiyolojik Muayene

3.2.1.1. Orneklerden Candida spp. izolasyonu

Arastirmamizda Tekirdag ili ve gevre ilgelerinden temin edilen 100 adet mastitisli siit
numunesi kullanilmigtir. Ornekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis laboratuarina getirilmistir. Rutin laboratuvara
mantar kiiltiirii amaciyla getirilen 6rnekler SDA’a ekildi ve 25°C ve 37°C de inkiibe edildiler.
Uremeler giinliik olarak kontrol edildi ve 72 saat sonunda, maya iiremesi olmayan &rnekler
calisma dis1 birakildi. SDA’da 2-3 giinde {ireyen, hamur kivaminda, 0,5-1 mm ¢apinda, beyaz
veya krem renkli, diizgiin sinirli ve kendine 6zgii maya kokusu olan kolonilerden Gram
boyamalar yapildi. Gram boyamada; Gram pozitif, oval veya uzamis tomurcuklu maya
hiicreleriyle, tek tek, bazen ikili, iicli blastospor kiimeleri ve pseudohif olusturan maya
hiicreleri Candida spp. olarak tanimlandi. Candida spp. olarak tanimlanan mikroorganizmalar

SDA’ya pasajlanarak saf kiiltiirler elde edildi. Saf olarak elde edilen kiiltiirlerden antifungal
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duyarhilik testinde kullanilmak iizere yatik SDA’a pasaj yapildi ve g¢alisilincaya kadar -20
°C’de sakland1 (Bilgehan, 1995).

3.2.1.2. izole Edilen Suslarin Hizh Tam Test Kiti ile identifikasyonu

API 20C AUX; 19 karbonhidrat asimilasyon testinin hazirlandigi 20 mikrokuyucuk
igerir. Test edilen karbonhidratlar: glukoz, gliserol, 2-keto-D-glukonat, Larabinoz, D-ksiloz,
adonitol, ksilitol, galaktoz, inositol, sorbitol, a-metil-Dglukozid, asetil-D-glukozamin,
selobiyoz, laktoz, maltoz, siikkroz, trehaloz, melibiyoz ve rafinozdur. Mayalar inokiile
edildikleri kuyucuktaki karbonhidrati karbon kaynagi olarak kullaniyorlarsa, o kuyucukta
tireme olur (Sekil 5). APl 20C AUX'la mayalarin karbonhidrat asimilasyon yetenekleri 24.,
48. ve 72. saatte degerlendirilerek sonug verilir.

Testin Uygulanmast:

1. Stripin hazirlanmasi: Inkiibasyon kabinin igindeki kuyucuklar 5 ml distile su ile dolduruldu
ve strip paketi acilarak icine yerlestirildi.

2. Inokiilasyon: SDA'daki 24 saatlik taze kandida kolonilerinden steril bir 6ze ile almip, 2 ml
'lik Suspension Medium (%0.85 NaCl) i¢inde karistirilarak yogunlugu 2 McFarland olacak
sekilde ayarlandi. Bu siispansiyondan, kit iceriginde olan C medium i¢ine 100 pl aktarildi. Bu
slispansiyondan stribin ig¢inde bulundugu kuyucuklara dolacak fakat tagsmayacak sekilde
dagitildi. Strip inkiibasyon kabinin igine yerlestirilip, kapag1 kapatildi1 ve 30°C'de 24-72 saat
inkiibasyona birakild.

3. Stribin okunmasi: Bulaniklik olan kuyucuklarda tireme pozitif kabul edildi. Negatif
kontrolde iiremenin olmamasina dikkat edildi. Ozellikle glukoz kuyucugunda iireme yoksa
inkiibasyon siiresi 24 saatten 72 saate kadar uzatildi. Ureme olan kuyucuklar not edildi.

4. Identifikasyon: Test prosediiriine gore iireme olan kuyucuklara 72 degerlendirme cetvelinde
1,2,4 gibi numaralar verildi. Her bir grup i¢indeki sayilar toplandi ve sayisal profil elde edildi.
Hif olusumu i¢in de 4 say1 eklendi. Elde edilen sayisal profil, API 20C AUX Analytical
Profile Index'e gore degerlendirildi (API 20C AUX, bioMerieux, France, kit prosediirii).
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Sekil 5: Api 20C AUX test kiti karbonhidrat kuyucuklarinda tireme
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3.2.2. izole ve Identifiye Edilen Candida’larin Antifungal Duyarhlik Testleri

Mastitisli siitlerden identifiye edilen Candida tiirlerinin antifungal duyarlilik degerleri
Disk diflizyon teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada antifungal duyarlilik
testlerinde Ketoconazole, Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B, Nystatin ve
Flucytosine etken maddelerini igceren antifungal diskleri kullanilmistir. Caligmanin planlanma
asamasinda kullanilmas diisiiniilen Itraconazole antifungal diski piyasadan temin edilemedigi

i¢in kullanilamamustir.

3.2.2.1. Maya inokulumun Hazirlanmasi

Test oncesi tim suslar SDA besiyerine pasajlanip, 35°C'de inkiibasyona birakildi. 24
saatlik taze kiiltiirden 1 mm ¢apli yaklasik bes koloni alinarak 5 ml steril % 0.85 NaCl iginde
homojen siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyon yaklasik 15 saniye vortekslendikten sonra

0,5 McFarland bulanikliga ayarlanda.

3.2.2.2. Antifungal Disk Difiizyon Metodu

Izole edilen suslarin antifungal duyarhilik testleri NCCLS’in M-44 (Method for
Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline) yonergesine
gore yapildi. Her bir izolat McFarland No:5 yogunlugunda ayarlandiktan sonra 15 dakika
beklendi. Steril pamuk svab hazirlanan siispansiyona batirildi ve 2-3 defa ¢evirildikten sonra
stv1 seviyesini ayarlamak i¢in tliplin kenarlarina bastirildi. Busayede svabtaki fazla sivi
uzaklagtirildi. Daha sonra pamuk svab steril Muller-Hinton + GMB agar’in tiim ylizeyine
stiriilerek inokulasyon asamasi tamamlandi. Standart antifungal diskleri (Oxoid) steril bir pens
yardimu ile esit araliklarla petri iizerine yerlestirildi. Petriler 37 °C°de 20-24 saat inkube edildi.
Inkubasyon sonrasinda her diskin ¢evresinde bulunan inhibisyon zon ¢aplari milimetrik olarak
Olctildii ve standartlar1 ile karsilastirildt (NCCLS Method for Antifungal Disk Diffusion
Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline 2004 M44-A Vol. 24 No.15)
Arastirmada kullanilan antifungal maddelerin duyarlilik/direnglik standart zon ¢aplari

Tablo1’de verilmistir (Wawron, 2010).
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Tablo 2. Anifungal Standart Zon Caplar1 (Wawron, 2010).

Antifungal

Fluconazole

Ketoconazole

|

Flucytosine

S

>18

14-18

14-18

12-16

<14




4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Bu tez ¢alismasinda Tekirdag ilinde bulunan biiyiikbas ciftliklerinden alinan numuneler
ile c¢alisilmistir. Arastirmada ¢iftliklerden toplanan 100 adet mastitisli siit Ornegi
kullanilmistir. Arastirmada Tekirdag ilindeki biiylikbas ciftliklerinden toplanan 100 adet
Mmastitisli siit 6rneginin 25 (%25) adedinde Candida spp. varlig1 saptanmistir. izole edilen 25
susun API 20C AUX hizli tani test kiti ile yapilan identifikasyon bulgularina gore 8 adet
(%32) C. krusei, 5 adet (%20) C. albicans, 3’er adet (% 12) C. boidinii, C. famata ve C. kefyr,
2 adet (%8) C. spherica ve 1 adet de (%4) C. thermophilia tespit edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3: izole edilen Candida tiirlerinin identifikasyon sonuglari

Candida tiirii Adet %
C. krusei 8 32
C. albicans 5 20
C. boidinii 3 12
C. famata 3 12
C. kefyr 3 12
C. spherica 2 8

C. thermophilia 1 4

Toplam (n=25) 25 100

4.2. izole Edilen Candida izolatlarinin Antifungal Duyarhlik Testi Bulgular

Izole edilen suslara NCCLS’in M-44 (Method for Antifungal Disk Diffusion
Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline) ydnergesine gore yapilan ve
Ketoconazole, Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B, Nystatin ve Flucytosine
disklerinin kullanildig1 antifungal duyarlilik testleri sonuglart degerlendirildiginde; Tim
izolatlar Ketoconazol’e duyarli (%100) iken Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B ve

Flucytosine (%100) direngli olduklar1 bulunmustur. Nystatin etken maddesine ise 2 adet C.
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albicans (%20) ve 1 adet C. krusei (%12,5) izolati1 tam duyarli iken diger tim izolatlarin ise
orta diizey duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Calisma sonunda tiirlere gore elde edilen zon
caplar1 Tablo 4’de, duyarlilik sonuglari ise Tablo 5’de ayrintili olarak verilmistir. Antifungal

test sonuglarinin degerlendirilmesindeki besiyeri resimleri Sekil 6 ve 7 de gosterilmektedir.

Sekil 6: Antifungal zonlar1 1

Sekil 7: Antifungal zonlar1 2
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Tablo 4. Tiirlere gore elde edilen antifungal zon gaplari

C. krusei 30 12 9 0 17 0
C. krusei 27 10 10 0 18 0
C. krusei 24 10 10 0 16 0
C. krusei 25 10 9 0 17 0
C. krusei 26 0 9 0 15 0
C. krusei 25 0 0 0 19 0
C. krusei 29 8 9 0 17 0
C. krusei 28 6 9 0 17 0
C. albicans 26 5 10 0 21 0
C. albicans 25 8 10 0 16 0
C. albicans 25 8 10 0 19 0
C. albicans 27 10 9 0 17 0
C. albicans 25 3 10 0 17 0
C. boidinii 25 9 0 0 16 0
C. boidinii 26 11 10 0 18 0
C. boidinii 30 12 9 0 18 0
C. famata 27 0 9 0 17 0
C. famata 25 0 9 0 17 0
C. famata 25 11 10 0 17 0
C. kefyr 26 0 0 0 18 0
C. kefyr 29 0 0 0 18 0
C. kefyr 25 0 9 0 17 0
C. spherica 28 11 10 0 17 0
C. spherica 26 9 10 0 17 0
C. thermophilia 25 10 10 0 18 0
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Tablo 5: Elde edilen Candida tiirlerinin antifungal duyarlilik degerleri

C. krusei (n=8)

C. boidinii (n=3)

C. kefyr (n=3)

C. thermophilia (n=1)

ANTIFUNGAL

20 pg

10 pg

100 Unit

S: Duyarli, I: Orta diizey duyarli, R: Direngli — KCA: Ketoconazole, MCL: Miconozole, AMB: Amphoterycin B, FCN: Fluconazole, NY: Nystatin, FY: Flucytosine




5. TARTISMA

Siit isletmelerinin en 6nemli sorunlarindan olan mastitis, isletme giderlerini artirarak,
st verimi azaltarak ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Mantarlara bagli gelisen
mastitisler, mikrobiyal inceleme yapilmadan antibiyotik se¢imine bagli hatali tedavilerden
sonra gelismektedirler (Richard ve ark, 1980; Galli, 1954; Lohan ve ark, 1977).

Mantarlara bagli mastitislerde etken ¢ogu zaman Candida spp. olup
belirlenmediginden dolayi, uzun siireli antibiyotik tedavileri yapilmakta ve bir ¢ok
mikroorganizmaya karsi diren¢ gelisimi saglanmaktadir. Bundan dolayr mantarlara bagh
mastitislerin gelecekte onemli bir problem olusturmasi beklenmektedir (Santos ve Marin,
2005).

Arastirmalar arttikca mastitise sebep olan mantarlarinda dnemli bir yer tutacagi ve
antifungal ilaglarinda 6nem kazanacag: degerlendirilmistir. Ozellikle tropikal iklimlerde ve
nem miktar1 yiikksek olan bolgelerde Candida spp. den kaynakli mastitislerin  hig
azimsanmayacak seviyede oldugu sonucuna varilmistir.

Bu c¢alismada Tekirdag ili ve cevre ilgelerinde farkli isletmelerden 113 adet klinik
muayene ile mastitis siipheli siit alinmistir. Alinan bu siitlerden 100 adedi CMT (+) olarak
tespit edilmistir. 100 adet mastitisli slit numunesi soguk zincir altinda periyodik araliklarla
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD laboratuvarina
gonderilmistir.

Gonderilen siit numuneleri mantar kiiltiirii amaciyla SDA’a ekilerek inkiibe edildikten
sonra Gram boyama ile Candida spp. oldugu tanimlananlar ise antifungal testlerde kullanmak
{izere SDA’ ya pasajlanarak ayrilmistir. Izole edilen suslarin Biomerieux API 20C AUX hizli
tan1 kiti ile identifikasyonlar1 yapilmustir. Identifikasyon islemi sonucu 100 adet mastitisli
stitten 25 (%25) adeti Candida spp. den kaynaklandig: tespit edilmistir.

Biiyiikcangaz ve ark (Biiyilkcangaz, 2012) Bursa ve g¢evre illerinde yaptiklari
caligmalarinda 480 adet subklinik mastitisli sigir siitlerini inceledikleri aragtirmalarinda 53
adet C. albicans identifiye etmislerdir. Izole edilen fungal ajanlar igerisinde en 6nemli yerin
% 91.37 lik bir oranla C. albicans oldugu belirtilmistir. Kaya ve arkadaslar1 (Kaya ve ark,
1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise 141 adet siit 6rnegi patojenik mikroorganizmalar
yoniinden incelenmis ve 18 adet (%13) C. albicans identifiye edilmistir. Arda ve

Istanbulluoglu (Arda ve Istanbulluoglu, 1979) ise mastitis iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada
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%38.8 oraninda C. albicans identifiye etmiglerdir. Tel ve ark (Tel ve ark, 2009) Sanliurfa
yoresinde mastitisli siitleri inceledikleri ¢aligmalarinda CMT pozitif bulunan 181 inekten
alinan 332 adet siit 6rneginden 258 mikroorganizma izole etmisler ve bunlardan da 5 adet
(%1.5) Candida spp. elde etmislerdir. Diyarbakir’da 2012 yilinda yapilan arastirmada ise
CMT pozitif 134 inekten alinan toplam 268 siit 6rneginden 239’unda mikroorganizma
tiremesi goriilmiis ve de 10 (%3,73) Candida spp. izolasyon orani bildirilmistir (Yesilmen ve
ark, 2012).

Spanamberg ve ark (2008), Brezilya’da siit sigirlarindan alinan 242 adet siit
orneginden yaptiklar1 bir c¢aligmada ise; 43 (% 17.3) adedinde maya kokenli mastitis
belirlemislerdir. Ureyen etkenler arasinda ise yaygin olarak sirasiyla Candida spp. (%37.9),
Pichia spp. (%19.1), Cryptococcus spp. (%10.3) ve Rhodotorula spp. (%10.3)
belirlemislerdir.

El-Razik ve ark (2011), Misir’ da yaptiklari benzer bir ¢alismada ise, 123 adet siit
ornegini mikotik mastitisler yoniinden incelemisler ve bunun sonucunda 24 6rnekte Candida
albicans 7 érnekte ise Aspergillus fumigatus tiredigini bildirmislerdir.

Krukowski ve ark (2001) Polonya’nin Lublin bdlgesinde yaptiklari aragtirmalarinda
mastitisli sigir siitlerinde %9.6 oraninda mantar izolasyonu yapmislardir. Dworecka-Kaszak
ve ark (2012) yaptiklar1 ¢alismada ise mastitisli sigir siitlerinde %14 Candida spp. ve %57
Bakteri + Candida spp. izolasyonlar1 yapmislardir. Calismalarinda toplam 55 adet Candida
spp. izole etmislerdir.

Casia dos Santos ve Mo acir Marin (2005)’e gore mastitisli siitlerde Candida spp.
varlig1 diinyanin ¢esitli yerlerinde fakliliklar gostermektedir. Yaptiklar: incelemede Misir’da
% 6.1 (Awad ve ark, 1980), Danimarka’da %1.3 (Aalbek ve ark, 1994) ve Brezilya’da ise %
12.07 (Costa ve ark, 1993) sonuglarina ulasmislardir. Casia dos Santos ve Mo acir Marin
(2005) ise arastirmalarinda % 32 oraninda mantar izole etmisler ve bunun % 17.3 iiniin
Candida spp. oldugunu bildirmislerdir.

Candida spp. genel olarak oportunistik mantar patojeni olarak bilinmektedir ve meme
derisi, sagimcilarin ellerinde, silit sagim makinalarinda saman, yem ila¢ ve ilaglama
materyallerinde ve diger ¢iftlik ekipmalarinda bulunabilmektedir (Seker, 2010; Costa ve ark,
2004). Immun sistemin baskilandigi durumlarda ise gerek tek basma gerekse de diger
mikroorganizmalarla birlikte memelerdeki savunma bariyerlerini gegerek hastalik
olusturabilmektedir (Dworecka-Kaszak ve ark, 2012). Bununla birlikte Candida tiirlerinin
dagilimi da bolgeler arasinda farkliliklar gostermekte olup son yillarda Candida tiirlerinden

kaynaklanan mastitis vakalarinda bir artis gézlemlenmektedir. Krukowski ve ark (2001) en

32



sik rastlanilan Candida tiirlerini C. kefyr, C. cirferi ve C. krusei olarak rapor etmislerdir. Costa
ve ark (1998, 2004) ise en siklikla C. krusei, C. rugosa ve C. albicans tiirlerine rastlandigini
bildirmektedirler. Dworecka-Kaszak ve ark (2012) yaptiklari ¢aligmada ise arastirmamiza
benzer bir sekilde API hizli identifikasyon kitleri kullanmiglar ve 25 adet Candida
parapsilosis, 15 Candida krusei, 5’cr adet Candida lusitaniae ve Candida famata, 3 adet
Candida guilliermondii, 1 adet Candida tropicalis 1 adet te Candida albicans identifikasyonu
elde etmislerdir.

Ozeng ve ark (2008) tarafindan Afyonkarahisar ydresinde manda siitlerinden alinan
324 adet numune ile yapilan ¢alismada 66 adet Candida spp. izolati elde edilmistir. Bu
izolatlarin identifikasyonu sonucunda ise Candida krusei (% 27.3), Candida rugosa (% 16.7),
Candida kefyr (% 12.1) ve Candida tropicalis (% 10.6) ile birlikte, Candida albicans (9.1%),
Candida zeylanoides, (% 6.1), Candida parapsilosis (% 6.1), Candida guilliermondii (% 4.5),
Candida famata (% 3.0), Candida glabrata (3.0%) ve Candida ciferrii (% 1.5) gibi tiirler de
tepit edilmistir.

Arastirmamiz sonuglar1 degerlendirildiginde mastitisli siitlerde goriilen candida tiirleri
C. krusei 8 adet (%32), C. albicans 5 adet (% 20), C. boidinii 3 adet (%12), C. famata 3 adet
(%12), C. kefyr 3 adet (%12), C. spherica 2 adet (%8), C. thermophilia 1 adet (%4) olarak
tespit edilmistir. (Tablo 2). Elde edilen sonuglar Tiirkiye’nin diger bdlgelerinde yapilan
calismalar ile karsilastirildiginda (Seker, 2010; Ozeng ve ark, 2008) benzerlik gdstermektedir.
Tiir bazinda incelendiginde C. krusei ve C. kefyr siklikla tiim diinyada yiiksek yiizdelerde
goriilmekle birlikte 6zellikle C. albicans’in Trakya bolgesinde yiiksek bir oranda bulundugu
gozlemlenmistir.

C. krusei’nin flukonazole intrinsik direngli olmasi gibi bazi1 Candida tiirleri bazi
antifungallere dogal direnclidir. Bu nedenle ila¢ se¢iminde Candida’nin tiiriiniin belirlenmesi
de onemlidir (Kustimur, 1999). Son yillarda Candida tiirlerine bagl enfeksiyonlardaki artis ve
bu tiirlerin kullanilmakta olan antifungal ajanlara kars1 farkli duyarliliklar: invitro duyarlilik
testinin terapotik karar verme asamasinda ¢ok 6nemli bir yeri oldugunu goéstermistir (Uzun,
1998). 1950’lerde kullanima sunulan amp-B her ne kadar her mantar enfeksiyonuna etkili
olmasada ve toksik 6zelligi olsa da uzun siire alternatifi tiretilememistir. Flusitozin’in ise dar
spektrumu ve hizli direng kullanimi sinirlandirmistir (Kog, 2003).

1980’11 yillardan 6nce sinirlt sayida olan antifungal ilaglar daha sonraki yillarda artig
gostermistir. Nitekim son 10 yilda goriilen mantar enfeksiyonlarindaki artis antifungal

ilaclarin gelisimine yol gosterici olmustur. Son yillarda antifungal ajanlarin artan kullanimi
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endojen fungal floray1 suprese etmis ve duyarli suslarin supresyonu ile de daha direncli suglar
ortaya ¢ikmistir (Kog, 2003).

Birgok Candida izolatinda amfoterisin B’ye direng gosterilmistir (Giines ve ark,
2001). Baz1 kandida izolatlar1 ise ketokonazole direnglidir. C. albicans’da Flucytosine karsi
%10-30 diren¢ Dbilinirken, non-albicans Candida tiirlerinde de artmis direngten
bahsedilmektedir. C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis gibi tiirlerde flukonazole
kars1 dogal yada kazanilmis diren¢ saptanmistir (Arikan, 2002). Bu nedenle ila¢ seg¢iminde
Candida’larin tiiriiniin belirlenmesi de 6nemlidir.

Calismamizda izole edilen Candida izolatlarmin duyarlilik testi i¢in Ketoconazole,
Fluconazole, Miconazole, Amphoteracine B, Nystatin ve Flucytosine diskleri kullanilmustir.
Duyarlilik testi sonuglarinda; tiim izolatlar Ketoconazol’e duyarli (%100) iken Fluconazole,
Miconazole, Amphoteracine B ve Flucytosine (%100) direncli olduklar1 bulunmustur.
Nystatin etken maddesine ise 2 adet C. albicans (%20) ve 1 adet C. krusei (%12,5) izolat1 tam
duyarli iken diger tiim izolatlarin ise orta diizey duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
sonuclar Tablo 5’de ayrintili olarak gdsterilmistir. Arastirmamiz sonuglarinda elde edilen
direnglilik tablosu yukarida bildirilen duyarlilik/direnclilik  verileri ile uyumluluk

gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Aragtirmamizda Marmara bolgesi Tekirdag ili ve ilgelerinden topladigimiz 100 siit
orneginde Candida spp. lerin varligi ve yogunlugu arastirilmis, elde edilen Candida
izolatarinin antifungal duyarlilik testleri yapilmistir. Elde etigimiz sonuglar mikotik
mastitislerin en onemli sebeplerinden olan Candida spp’lerin 6zellikle ¢alisma yaptigimiz
bolge gibi nemli bolgelerde %25 gibi oldukga yiiksek yogunlukta oldugunu gostermistir.

Bu c¢alismadaki esas amacimiz, mastitislerin sebeplerinden olan ve genellikle
oportunistik patojen olarak tabir edilen Candida tiirlerinin tedavisinde her antimikotik ajanin
basarili olmadigini ve uzun siireli antibiyotik kullanilarak sonu¢ alinamayan mastitislerde
mikotik mastitisin de varligininda g6z 6niinde bulundurulmasi gerekliligini ortaya koymakti.

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde; toplanan mastitisli siitlerde %25 gibi yiiksek bir
yiizdede bulunan Candida tiirlerinin hayvanin immun sistemin giiciinde olas1 diistislerde
gerek mastitise gerekse de sistemik Kandidiyazislere sebebiyet verebilecegi ortaya
konmustur. Bununla birlikte elde edilen Candida spp. lere yapilan identifikasyon sonuglarinda
8 adet (%32) C. krusei, 5 adet (%20) C. albicans, 3’er adet (% 12) C. boidinii, C. famata ve
C. kefyr, 2 adet (%8) C. spherica ve 1 adet de (%4) C. thermophilia tespit edilmistir.

Identifiye edilen tiirlere antimikotik diren¢ yoniinden yapilan testlerde elde edilen
sonuglarda ise bu tip vakalarda kullanilabilecek olan en gegerli etken maddenin Ketoconazole
oldugu gosterilmistir.

Elde edilen sonuglar bir biitlin i¢inde degerlendiricek olursa; Yetistiricilikte siklikla
karsilasilan Mastitis olgularinda oncelikle etkenin ortaya konulmasi ve etkene yonelik
kullanilacak ilacin bir duyarlilik/direnclilik testinden sonra se¢ilmesinin uygun olacagi
diistinilmektedir. Bu konuda hem sahada calisan Veteriner Hekimlerin hem de yetistiricilerin
bilinglendirilmesi gerekmektedir. Yapilan ¢aligma ayni zamanda da iilkemizde yiiriitiilen
ender sayidaki antifungal diren¢ gelisiminin ele alindig1 ¢aligmalardan biri olarak literatiire de

onemli katki saglamaktadir.
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