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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD Amerika Birlesik Devletleri
AIDS Acquired immune deficiency syndrome
Als Agliitinin benzeri sekans

ALS Agliitinin benzeri sekans

bp Baz cifti

cm Santimetre

°C Santigrat derece

EHEC Enterohemorajik E. coli

FDA Food and Drug Administration
gr Gram

HIV Human immunodeficiency viriis
Hwp Hiphal hiicre duvar1 proteini
Int Integrin benzeri protein.

Lip Lipazlar

PDA Patates dekstroz agar

PL Fosfolipaz

Plb Fosfolipaz B

Sap Salgilanan aspartil proteinaz
SDB Sabourraud Dekstrose Broth
vb Ve benzeri

pl Mikrolitre

M Mikrometre

% Yiizde
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OZET

Siit Toplama Tanklarinda Patojen Candida spp. Varliginin Belirlenmesi

Bu ¢aligma siit toplama tanklarinda patojen Candida spp’nin varliginin incelenmesi ve
PCR ile dogrulanmasinin yapilmasini saglamak amaciyla yapilmistir. Bu amagla siit
toplama tanklarindan alinan toplam 100 adet siit 6rnegine karbonhidrat fermentasyon,
karbonhidrat asimilasyon testi, iireaz testi, germ tiip ve klamidospor testleri yapilarak
51 siit drneginde Candida spp. saptanmistir. Tiir ayrimina gidilmesi sonucunda 15 siit
Ornegine ait izolatlarin C. tropicalis oldugu bulunmustur. PCR teknigi ile yapilan
dogrulama sonucunda 15’inde C.tropicalis oldugu saptanmistir. Sonug olarak patojen
candida tiirii olan C.tropicalis ¢ig siitlerde varligi hem siit sektorii hem de halk saglig
acisindan risk olusturdugu bildirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Siit, Patojen Candida spp, Candida albicans, Candida krusei,
Candida tropicalis
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ABSTRACT

Determination of Pathogen Candida spp. Bulk Tank Milk Samples

This study was conducted to confirm the presence of pathogen Candida spp. in the
milk collected from milk tanks with the use of Polymerase Chain Reaction (PCR).
For this purpose, carbohydrate fermentation, carbohydrate assimilation test, urease
test, germ tube and chlamidyaspor tests were performed on 100 milk samples taken
from milk tanks. Performed tests showed that in 51 milk samples Candida spp. was
determined. As a result of species separation, 15 samples were found to be C.
tropicalis. Furthermore verification of the 15 samples was done with the use of PCR
technique. As a result, it can be concluded that the presence of C.tropicalis in raw
milk, a pathogen belonging to Candida species, poses a risk for both the milk sector
and public health.

Key Words Milk, Pathogen Candida spp, Candida albicans, Candida krusei, Candida
tropicalis



1. GIRIS

Siit, insan beslenmesinde yasam icin gerekli tim besin maddelerini yeterli ve
dengeli bir sekilde icermelerinden dolayr olduk¢a Onemli bir besin kaynagidir
(Tekinsen ve Nizamlioglu, 2001). Cig siit, sagim sekli ve hijyen uygulamalarina bagh
olarak ¢esitli mikroorganizmalar1 igermektedir (Deak ve Beuchat, 1996). Siitte
meydana gelen mikrobiyal kontaminasyonlarda basta mastitis olmak iizere personel,
sagim hijyeni ve siit toplama tanklar1 temizliginin yetersizligine bagli olarak
sekillenmektedir (Homan ve Wattiaux, 1995). Bu yollarla bulasan bakteri, maya ve
kiifler halk sagligi agisindan risk olusturmakla birlikte siit isletmelerinde ekonomik
zarara yol agmaktadirlar (Santoz, 2005). Hayvancilikta saglikli siit iiretiminde
yetistiricilerin 6nemli ekonomik kayiplara neden olan en biiylik sorunu mastitis
hastaligi neden olmaktadir. Mastitis olgularinda daha c¢ok bakteriyel hastaliklar
irdelenmektedir. Bununla birlikte mastitis olgularinda Trichosporon capitatum,
Candida albicans gibi patojen mayalar da siklikla rastlanmaktadir. (Ozyurtlu N 2011).
Moretti ve ark. (1998), mastitisli ineklerden aldiklari siit 6rneklerinin %4.9’unda maya
tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada izole ettikleri mayalarin tiir idendifikasyonu
sonucun da Trichosporon capitatum (%31.2), T.beigelii (%18.72), C. albicans
(%12.48), C. guillermondii (%12.48), C. tropicalis (%]12.48) tiirlerini tespit

etmislerdir.

Siit hemen islenmesi durumunda soguk muhafaza kosullarinda toplanmasi
gerekmektedir. Siit toplama tanklar1 sayesinde mevcut mikroorganizma sayisi artisi
kontrol altina alinmaktadir. Siit toplama tanklar1 bir¢ok hayvanin siitiiniin toplandigi
ilk ekipman olmas1 nedeniyle ¢ok énemli bir cihazdir. Ancak siit igerisinde bulunan
mikroorganizmalarin sayis1 bu kosullarda bile artabilmektedir (Erdem ve Atasever,
2004). Siit toplama tanklarmin hijyen yetersizligi nedeniyle de kontaminasyon
meydana gelebilmektedir. Torkar ve Teger (2008), tarafindan siit toplama tanklarinda
yapilan bir ¢aligmada; 203 siit toplama tankindan aldiklart 6rnekler toplam maya-kiif

sayisinin 2.3 log 10 kob/ml bulmuslardir.

Islemeye getirilen ¢ig siitler iizerinde gergeklestirilen mikrobiyolojik
analizlerde tankerden alinan 6rneklerde toplam kiif maya miktar1 7,591 log kob/ml,

bulmuglardir. Alisarl1 ve ark. (2003), ¢ig siitte kiif-maya sayisini 0,14 log kob/ml, Yeni



Ayvaz ve Oysun (2003), ise 5,43 log kob/ml olarak belirlemistir. Depolama siiresince
maya-kiif sayisinda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. Az sayida da olsa bekletme

esnasinda maya ve kiif sayis1 artig géstermistir (Donlan ve ark., 2002).

Burdur ilinde iiretilen ¢ig siit toplama merkezlerine ait depolama tanklarinda
Candida spp. varlig1 iizerine herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu

calismanin temel amaci;

e Siit toplama tanklarinda patojen Candida tiirlerini saptamak

e PCR yontemi ile tiir dagilimini belirlemek

e Siit toplama tanklarindan tespit edilen mikroorganizmalarin ayni zamanda
klinik ve subklinik mastitis arasinda siki bir iligki bulundugu i¢in var olan
sorunlarin ¢oziimii, siit kalitesine etkisi ve yol acabilecegi teknolojik

sorunlarini incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Candida spp. Smiflandirmasi ve Genel Ozellikleri
2.1.1. Smiflandirma

Mantarlarm varligmm taninmast M.O 1200°lii yillara kadar uzanmaktadir.
Vedas (M.O 1200); o yillarda bitkiler iizerinde mantarlarin iiredigini ve zararh
etkilerinin oldugunu belirtmektedir. Mantarlar, bitkilerde oldugu gibi; insan ve
hayvanlarda da bir¢ok hastaliga neden olmaktadirlar. Mantarlar kok, govde, yaprak ve
klorofile sahip olmayan basit yapida mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir.
Yaygin olarak bulunan mantarlar 6zellikle saprofit 6zellikte olmas1 nedeniyle cansiz
ortamda da uzun silire hayatta kalmaktadirlar. Mantarlarin tanimlanmasinda
morfolojisi (miselyum yapisi ve durumu, spor ve sporongiumun sekli yapist), tiiri,
tireme karakteri (sekstiel, asekstiel) ve diger biyokimyasal antijenik yapilar1 goz dniine
aliarak yapilmaktadir (Arda, 2015). Mantarlarin siniflandirilmasinda tibbi olarak
onemli olan ana gruplari; Zygomycetes, Basidiomycetes ve Deuteromycetes olarak
adlandirilmaktadir. Eseyli iireme o6zelligi gosterenler Hemiascomycetes simifinda
bulunmakta olup, eseysiz iireme 0zelligi gosterenler Deuteromycetes smifinda yer
almaktadirlar. Candida spp.’ler Deuteromycetes sinifinda bulunmaktadirlar. Eseyli ve

eseysiz liremelerine bakilarak sinifandirilmasi yapilmaktadir (Quinn ve ark., 2011).

Tablo 2.1. Candida spp.’lerin genel siniflandiriimasi

Boliimleri Alt bagliklar Ornekleri

Alem Protista

Divizyon Mycota

Alt Divizyon Myxomycotina

Sinif Zygomuceta Mukor, Rhizopus
Ascomyceta Saccharomyces
Archiascomycota Pneumocystis
Basidiomyceta Crytococcus
Deuteromyceta Candida




2.1.2. Genel Ozellikleri

Candida tirleri ince duvarli, oval, kapsiilsiiz, Gram-pozitif, 4-6 pm
boyutlarinda olup, fakiiltatif anaerob ortamlarda iireyebilmektedirler (Koneman ve
ark., 1997). Candida tiirleri eseyli ve/veya eseysiz lireme Ozelligine sahip Okaryot
hiicreler olup hiicre duvari bulunmalarindan dolayr diger oOkaryotlardan
ayrilmaktadirlar (Larone DH, 1998). Candida spp. multilateral tomurcuklanma
(blastospor) ve ikiye boliinme ile aseksiiel olarak ¢cogalmaktadirlar (Quinn ve ark.,
2011). Tomurcuklanma ile meydana gelen yavru hiicre (blastokonidyum) ana hiicrenin
yapisal olarak aynisi olup, ana hiicreden ayrilabilmektedir. Ancak yavru hiicre ana
hiicreden ayrilmadan yasam donglisiine devam ederse arka arkaya uzayarak yalanci

hif (yalanct hif) olusturmaktadirlar (Larone DH, 1998; Inci R 1999; Timbay E,1999).

Candida spp. c¢ogunlugu yalanct hif olustururken sadece C.albicans,
C.dubliniensis C.norvegensis tiirleri gercek hif olusturma yetenekleri bulunmaktadir
(Kwon-Chung ve ark., 1979; Yiicel ve ark 1999). Gercek hif olusturan Candida tiirleri
hiicre duvarlar1 birbirine paralel ve hif ucunda veya aralarinda konidiosporlar

olusturmaktadir (Y1ildiz, 2008).

Hif ve yalanc1 hif olusma sekilleri agisindan birbirinden ayrilmaktadir. Yalanci
hif, tomurcuklanma yoluyla maya hiicrelerinden veya hifden olusmaktadir. Ancak yeni
biiylime, hiicre-hiicre birlesme noktalarinda daralma ile filamentlerle sonuglanan ana
hiicreye ve uzamaya bagli kalmaktadir. Yalanc hif ile iliskili i¢ ¢capraz duvar (septa)
mevcut degildir (Sekil 2.1). Buna karsilik, ger¢ek hifler maya hiicrelerinden veya
mevcut hifin dallar1 olarak olusmaktadir. Gergek hiflerin gelisimi; hifleri ayr1 mantar
tinitelerine boélen tanimlanmis septa ile uzayan ve sonra dallanan bir germ tiip
olusturmaktadir (Sekil 2.1) (Silva ve ark., 2012). Germ tiipii, blastoconidiumdan
kaynaklanan ve ¢ikis noktalarinda herhangi bir kisitlama olmadan paralel duvarlara
sahip olan filamentli bir bliylime gostermektedir (Deorukhkar ve ark., 2012). Germ
tiipiinii yalanct hiften ayirt etmede dnem tagimaktadir. Germ tiipiiniin aksine, yalanci
hifalar blastoconidium'dan ¢ikma noktasinda daralma goriilmektedir (Pincus ve ark.,
2007). Candida spp. izolatlarinin tiirlerinin tanimlanmasi i¢in temel mikolojik ¢aligma,

serum veya diger proteinli ortamda germ tiipii iiretme yeteneginin olugmasi ile



baslamaktadir. Candida tirleri arasinda C. albicans ve C. dubliniensis, C.stellaoide
germ tiip pozitiftir. C.albicans ve C.stellaoide siikroz asimilasyon testi ile birbirinden
ayrilmaktadir. C. albicans ve C.dubliniensis ise PCR ile birbirinden ayrilmaktadir
(Aytop, 2012). Insan serumu geleneksel olarak germ tiipii testi icin kullanilmasina
ragmen, bir¢ok laboratuvar insan serumu kullanimiyla iliskili dogal giivenlik
problemleri nedeniyle yumurta aki, tiikiiriik, koyun serumu, pepton suyu ve triptikaz
soya suyu gibi alternatif proteinli ortamlar kullanmaktadir. Triptikaz soya et suyunun

germ tiipii liretimi i¢in en etkili ortam oldugu bulunmustur (Deorukhkar ve ark., 2012).

Sekil 2.1. Candida albicans 1n farkli morfolojik biiyiime formlari. Kalkoflor beyazi
ile boyanmis Candida albicans'm farkli morfolojik biiylime formlarinin epifloresan
fotopozisyonu: (A) blastoconidia; (B1) tomurcuklanan iireme; (B2) germ tiipi
olusumu; (C1) psddohipa olusumu; (C2) maya formu; (C3) hipha olusumu. * Ig
duvarlar (septa) (Silva ve ark., 2012).

C. albicans ve C. dubliniensis, hif veya yalanci hif olusturma yeteneklerinden
dolay1 polimorfiktir ve bu tiirlere ayrica tanisal bir 6zellik olan germ tiipii pozitif olarak
da atifta bulunulur (Calderone, 2002). Buna karsilik, C. glabrata polimorfik degildir,
sadece blastoconidia (maya) olarak biiyiir fakat insan enfeksiyonu ile iliskisi nedeniyle
Candida spp. cinsinde siniflandirilmaktadir (Fidel ve ark., 1999). C. albicans ve C.
dubliniensis’in ortak belirgin 6zelliklerinden biri klamidospor tiretebilmeleridir. Misir
unu-tween 80 agara ekilen C. albicans ve C. dubliniensis bu besi yerinde klamidospor
olusturmaktadir (Odds, 1988). Klamidosporlar, hiflere ve bazen yalanci hiflere bagh
uzun siispansiyon hiicrelerinin uglarinda olusan, kalin hiicre duvarlarina sahip, biiyiik
hiicreler olup misir unu-tween 80 agar gibi besince fakir ortamlarda maya hiicreleri

besin depolayan klamidosporlar olusturmaktadir (Calderone, 2002). Hiflerin i¢inde,



kenarinda veya ucunda gelisebilen, biiyiik, yuvarlak ve kalin duvarli bu yapilar,
olumsuz sartlara kars1 Candida tiirlerinin canliligini korumasini saglamaktadir (Yiicel

ve ark., 2000).

C. tropicalis'n ilk ayrildiklar1 sirada klamidosporlar olustururlar ve
klamidosporlarin bi¢gimi gozyas1 damlasi goriinlimiine benzemektedir (Yiicel, 1987).
Misir unu Tween 80 agar ve 72 saat sonra 25 °C'de C. tropicalis oval blastosporlar,
baz1 raporlara bagli olarak yalanci hif, ger¢ek hif {iiretmektedir (Calderone,

2002; Larone, 2002; Yoshio ve Kouji, 2006).

C. stelladoidea'da bazen klamidospor olugsmakta ve antijen yapilar
bakimindan C. albicans’in B tipi ile benzerlik gosterdigi i¢in karigtirilabilmektedir
(Yicel, 1999). C. glabrata’da blastokonidyalar bulunur fakat yalanci hif olusumu
goriilmemektedir. C. krusei’de ise agag¢ benzeri goriiniim veren uzun blastokonidyalar
ile yalanci hif olusumu goézlemlenmektedir. C. parapsilosis ile ilgili olarak, bu tiir
gercek hifayr iiretmez, ancak karakteristik olarak biiyiik ve kavisli olan 'dev hiicreler'

olarak adlandirilan psddohip tiretebilir (Larone, 2002; Trofa ve ark., 2008).

C. glabrata

Sekil 2.2. Candida tiirtinlin misir unu Tween 80'deki makroskopik kolonileri ve
SDA'daki mikroskopi yapist. Mikroskobik yapilar: (a) Candida glabrata; (b) Candida
parapsilozu; (c) Candida tropicalis; makroskopik koloniler: (d) C. glabrata; (e) C.
parapsiloz; (f) C. Tropicalis (Silva ve ark., 2012).



Sekil 2.3. C.albicans'da ara, ug¢ ve yan klamidosporlar (Yiicel A ve ark., 1999)

Candida tirlerinin konak¢iya veya tibbi cihazlara ilk baglanmasini, hiicre
boliinmesi, cogalmasi ve ardindan biyofilm gelisimi takip etmektedir (Ramage ve ark.,
2006). Ayrica, C. albicans, C. parapsilosis, C.  tropicalis ve C.  glabrata
izolatlarinin olusturdugu biyofilmler; biyofilm olusturamayan izolatlarla
karsilagtirildiginda  daha  yiikksek morbidite ve mortalite oranlart ile
iliskilendirilmektedir (Kumamoto, 2002). Yeni tanimlanmis olan iki Candida tiirii
olan C. orthopsilosis ve C. metapsilosis’inde biyofilm olusturabildigi bildirilmistir

(Silva ve ark., 2012).

2.2. Epidemiyolojisi

Candida spp. tiirleri hayvanlarin ve insanlarin cilt ve mukozal yiizeylerinde
kolonize olmakla beraber memelililerden baska dogada; bitkilerde, toprak ve suda da

bulunabilmektedirler (Pappas, 2006). Tiirlerin bulunma yerlerine gore;

C. parapsilosis insan derisinin normal biotasinda ve dig kulakta, ayrica su,
salatalik, cay, bira, zeytin, meyve sular1 gibi ¢esitli kaynaklarda da bulunabilmektedir
(Yiicel, 1999). C. tropicalis ag1z gevresi, tirnak, bagirsak, deri ve dis kulakta bunun
disinda ekmek mayasi, su, meyve, organik maddelerce zengin topraklarda
bulunabilmektedir. C.glabrata agiz florast yaninda bagirsak, su ve toprakta
bulunurken, C. guilliermondii deride ve C. krusei su, toprak bitkilerde

bulunabilmektedir (Yegenoglu, 2002).



Giliniimiizde 200’den fazla Candida tiirii bulunmasina ragmen insanlarda
hastalik olusturan patojen Candida tiirleri; C. albicans, C.guilliermondii, C.krusei,
C.parapsilosis, C.tropicalis, C.glabrata’dir. Ayrica son yillarda insanda C.kefyr,
C.lusitaniae ve C.dubliniensis’inde hastalik yapabildigi gozlemlenmektedir
(Koneman ve ark., 1997). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada; nozokomiyal fungal
infeksiyon etkeni olarak izole edilen Candida tiirlerinin dagilimlart sirasiyla,
C.albicans, C.parapsilosis, C.glabrata, C.tropicalis ve C.krusei oldugunu ortaya
koymaktadirlar (Hilmioglu ve inci, 2000). Amerika ve Avrupa’da ise hastane
enfeksiyonlarin da 4. sirada yer almakta olup en patojen tiir C.albicans’tir (Bassetti ve
ark., 2006). C. albicans serotipleri arasinda GDH18, GDH3339, CA1957, ATCC
28366 ve ATCC 10321 suslar1 daha viriilanstir (Aydin, 2004).

Candida spp. enfeksiyonlari; immiinsiipresif ilaglarin terapotik uygulamalari,
genis spektrumlu antibiyotiklerin ¢esitli klinik durumlarda kullanimi, diger predispoze
faktorler ve immiin sistemi baskilanmig hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlar olarak ortaya
cikmaktadir (Nissapatorn ve ark., 2003). Candida spp. enfeksiyonlari, AIDS
hastalarinda en yaygin mantar enfeksiyonlarim1 da olusturmaktadir (Singh ve ark.,
2003). Bu hastalar agirlikli olarak yetersiz beslenmeye yol agabilen ve ilacin emilimini
engelleyebilen orofarengeal kandidiyazis gelistirmektedir. Bu hastalarda profilaksi
icin antifungallerin yaygin kullanimi, patojen Candida tiirlerinin kolonilesmesinin ve

antifungal ilaglara kars1 artan direncin baslica nedeni olmaktadir (Hsueh ve ark., 2005).

Avrupa liilkelerinde, immunsupresif vakalarinin yarisindan fazlasina C.
albicans neden olurken, diger tiirlerin olusturdugu enfeksiyonlarin gériilme oranlari;
%14 C. glabrata, %7 C. parapsilosis, %2 C. tropicalis ve %2’ nin C. krusei oldugu
bildirilmektedir (Tortorano ve ark., 2006). Latin Amerika iilkelerinden Sili’deki
epidemiyolojik degisiklikler gbzlenmekte ve en sik goriilen tiirler; C. parapsilosis, C.
tropicalis ve C. glabrata oldugu bildirilmektedir (Ajenjo ve ark., 2011). Brezilya da
ise kandidiyazis olgularinda %40.9'u C. albicans , %20.9’u C. tropicalis, %20.5’1 C.
parapsilosis  ve %4.9’u C. glabrata oldugu bildirilmektedir (Colombo ve ark.,
2006; Nucci ve ark., 2010).
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C. albicans, ylksek oOlim oranlari, hastanede kalis siirelerinin uzamasi
nedeniyle artan tibbi ve ekonomik oOneme sahip ciddi bir halk sagligi sorunu
olmaktadir (Almirante ve ark., 2005; Lai ve ark., 2012). C. albicans, invaziv mantar
enfeksiyonlarinda en yaygin tiirler olmasina ragmen, C. albicans olmayan tiirlerin de
baskin bir sekilde bulundugu goézlemlenmistir (Asmundsdottir ve ark., 2002). C.
parapsilosis, genellikle invazif prosediirlerle veya protez cihazlaryla iliskili
endoftalmitis, endokardit, septik artrit, peritonit ve fungemiyi iceren klinik
belirtilerle ve kuzeydeki yeni dogan enfeksiyonlar1 ile 6nemli bir hastane dis1 patojen
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Cantén ve ark., 2011). C. tropicalis kaynakli kandidaemi,
ozellikle 16semi veya ndtropenili hastalarda kanser ile iliskilendirilmistir (Colombo ve
ark., 2007). C. glabrata' yabagh kandidaeminin flukonazol kullanimi ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Nucci ve ark., 2010).

C. guilliermondii ve C.rugosa kandidiyazis olgularinda goriilmezken son
yillarda siklikla hastalik olusturmaktadir (Pfaller ve ark., 2009; Nucci ve ark.,
2010). C. rugosa (% 1,1) diyabetik hastalarin agiz boslugunda tanimlanmistir (Pires-
Gongalves ve ark., 2007). C. tropicalis, flukonazole karsi1 C. albicans'tan daha az
hassastir. C. glabrata antifungal ajanlara, 6zellikle flukonazole kars1 dogal olarak daha
direnglidir. C.krusei’de nétropenik hastalarda yiiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden enfeksiyonlara yol agmaktadir (Peman ve ark., 2006; Pfaller ve ark., 2008).
C. krusei, flukonazole kars1 yapisal olarak direnglidir ve bu tiirlerin neden oldugu
enfeksiyonlar, onceki flukonazol profilaksisi ve notropeni ile giliglii bir sekilde

iliskilidir (Cruciani ve Serpelloni, 2008).

Candida tiirlerinin insidanslart cografi bdlgelere gore de biiyiik oOl¢iide
degismektedir. C. glabrata Asya-Pasifik ve Avrupa Birligi'nde (AB) en yiiksek
diizeyde iken, Afrika ve Orta Dogu'da C. tropicalis enfeksiyonu goriilme
siklig1 AB’nin ii¢ katina yaklasmaktadir. C. parapsilosis ise Kuzey Amerika ve Latin
Amerika'da goriilme oram en yiiksek olan tiirdiir. Ozellikle C. glabrata'daki artis,
yaygin olarak kullanilan azol tiirevi olan flukonazole duyarliligin azalmasi ile
iligkilidir. C. albicans, C. krusei, C. tropicalis disindaki yeni goriilen Candida

tiirlerinin hastalik yapma nedeni de ozellikle antifungal ilaglara direng gelisimine
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baglanmaktadir (Alexander ve ark., 2013; Chapeland-Leclerc ve ark., 2010; Pfaller ve
ark., 2008).

2.3. Viriilens Faktorler ve Patojenite

Candida spp.” nin neden oldugu enfeksiyonlar kandidiyazis veya kandidoz
olarak adlandirilmaktadir (Colombo ve Guimaraes, 2003). Viriilans faktorleri,
mikroorganizmalarin konak savunma sistemleri tarafindan yok edilmelerini 6nlemek
icin olusturduklar1 mikrobiyal iiriinlerdir (Cerikcioglu, 2012). Candida tiirlerinin
konake¢1 dokularinda patojenitesini saglayan en dnemli faktorlerin basinda; biyofilm
olusumu ve hidrolitik enzimlerin salgilanmasi (6rn. Proteazlar, fosfolipazlar ve
hemolizinler) gibi viriilans faktorler rol oynamaktadir (Nicholls ve ark., 2011). Maya
ve hifal formlar arasindaki morfolojik gecis, hiicre yiizeyindeki adezinler ve
invazinlerin ekspresyonu, tigotropizm, biyofilm olusumu, fenotipik anahtarlama ve
hidrolitik enzimlerin salgilanmasi gibi bir takim 6zellikler viriilans faktorleri olarak
kabul edilmektedir. Bu viriilans faktorler hastalik siirecinin patofizyolojisine aktif
olarak katilmaktadirlar (Tamura ve ark., 2007). Bunlara ek olarak, cevresel pH'daki
dalgalanmalara hizl1 adaptasyon, metabolik esneklik, giiclii besin kazanma sistemleri

ve saglam stres yanitlama mekanizmalarini icermektedir (Nicholls ve ark., 2011).

Insan ve hayvan dokularmda mantar kolonizasyonunda birincil faktdr; konak
yiizeylerine tutunabilmesidir. Bu islem hem mantar hem de ¢evresindeki birkag
hiicrenin sinyal merkezleri tarafindan kontrol edilmekte ve uyarilmaktadir.
Candida hiicrelerinin ilk baglanmasina spesifik olmayan faktorler (hidrofobiklik ve
elektrostatik kuvvetler) aracilik eder ve proteinler, fibrinojen ve fibronektin gibi
ligandlar1 taniyan mantar hiicrelerinin yiizeyinde mevcut olan spesifik adezinler
tarafindan tesvik edilmektedir (Li ve ark., 2003). Candida tiirlerinin hiicre yiizeyine
tutunmasini adhezin adi verilen 6zel ylizey proteinleri saglamaktadir. Bu proteinler;
hiicrelerin ylizeyindeki amino asitlere ve sekerlere spesifik olarak baglanabilmekte
veya abiyotik yiizeylere yapismayi saglayabilmektedirler (Darouiche ve Koji¢c 2004;
Verstrepen ve Klis, 20006).
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Biyofilmler, hiicre dis1 bir matriks igine gomili, yilizeyle iliskili
mikroorganizma topluluklar olarak tanimlanmaktadir (Al-Fattani ve Douglas, 2006;
Silva ve ark., 2009a). Biyofilm yapisinda farkli oranlarda karbonhidrat ve proteinler
bulunmaktadir (Silva ve ark., 2009; Baillie ve Douglas, 1999). Biyofilm olusumu, bazi
Candida tiirler i¢in 6nemli bir viriilans faktoriidiir, ¢iinkii maddelerin matriksin igine
niifuzunu smirlandirarak ve hiicreleri konak¢i immiin tepkilerinden koruyarak
antifungal tedaviye kars1 dnemli bir diren¢ saglamaktadir (Donlan ve Costerton, 2002;

Mukherjee ve Chandra, 2004).

Hiicre dis1 hidrolitik enzimlerin; yapigsmada, doku penetrasyonunda, istila ve
konakg¢1 dokularin yok edilmesinde dnemli bir rol oynadigi goriilmektedir (Silva ve
ark.,2011b). En Onemli hidrolitik enzimler proteazlar ve fosfolipazlardir. C.
albicansn proteinaz aktivitesinden sorumlu olan 10 adet aspartik proteinaz (Sap)
izoenzimi bulunmakta ve Sapl-10 genleri bu proteinleri kodlamaktadir. Sapl — 6
genlerinin rolii, yapigma, doku hasar1 ve immiin cevaptaki degisikliklerle ilgili oldugu
bildirilmektedir. Sap 9 ve Sap 10'un salgilanan proteinazlar olmadigini; bunun yerine,
maya hiicrelerinin ylizey biitiinliigiiniin korunmasinda kullanildig1 belirtilmektedir
(Naglik ve ark., 2003). C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. guilliermondii tirlerinde
de Sap proteinlerinin bulundugu saptanmistir (Zaugg ve ark., 2001).

Mikrobiyal hiicre dis1 lipazlar; besin kazanimi i¢in lipidlerin sindirilmesini,
konakgei hiicrelere ve dokulara yapismay1 saglamaktadir. Ayrica lipazlarin gorevleri
arasinda bagisiklik hiicrelerini etkileyerek, enflamatuar iglemlerin spesifik olmayan
sekilde baslatilmasin1 ve rekabet eden mikrobiotay1 pargalayarak kendini savunmay1

icermektedir (Gacser ve ark., 2007; Stehr ve ark., 2000).

Candida tiirlerinin en Onemli viriilens faktorlerinden birisi hemolizin
iiretmesidir. Inorganik bir element olan demir; maya da dahil olmak iizere
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in elzemdir ve bu elementi elde etme kabiliyeti
patojenitenin olusturulmasi i¢in gerekmektedir (Manns ve ark., 1994; Vaughn ve

Weinberg, 1978).
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Yedi fosfolipaz geni ( PLA, PLBI, PLB2, PLCI, PLC2, PLC3 ve PLDI
tanimlanmaktadir (Samaranayake ve ark., 2006). Bunlardan PLBI’in viriilans roli
oldugu belirtilmektedir. PIblp, doku invazyonu sirasinda hifal uglarda bulunmakta
olup hidrolaz ve lizofosfolipaz-transasilaz aktivitesine sahip olan bir glikoprotein
olarak tanimlanmaktadir (Ghannoum, 2000). Diger bir viriilans mekanizmasi
olan hifanin biliylimesi, doku istilasinda ve fagositoza direngte Onemli bir rol

oynamaktadir (Jayatilake ve ark., 2006).

Tablo 2.2. C. albicans"n baslica viriilans 6zellikleri (Naglik ve ark., 2003)

Viriilans 6zelligi Varsayilan viriilans rolleri

Adhesinler (0rnegin, Als ailesi, Hwpl, Intl) ¢  Yapisma ve kolonizasyon

Hif tretimi Yapisma, istila, doku hasari

Hiicre dis1 hidrolitik enzimler (6rnegin, Sap, Besin alim, istila, doku hasari,
Plb ve Lip aileler) ® konukgu tepkisi kagirma
Fenotipik anahtarlama Yapisma, konukgu tepkisi kagirma

aAls, agliitinin benzeri sekans; Hwp1, hiphal hiicre duvari proteini 1; Intl, integrin benzeri protein. ® Sap,
salgilanan aspartil proteinazlari 1 ile 10; Plb, fosfolipaz Bl ve B2; Lip, Lipazlar 1-10.

2.4. insan ve Hayvanlardaki Candida spp. Enfeksiyonlari

C. albicans: Gastrointestinal sistemde, vajen ve agiz boslugunun normal
biotasinda bulunmaktadir. Viriilans1 en yiliksek tir olup A ve B serotipleri
bulunmaktadir. Serotip A flusitozine duyarli iken serotip B diren¢li olmaktadir

(Alparslan, 2007).

C.tropicalis: C. albicans’dan sonra en sik karsilagilan firsat¢1 patojen tiirii
olarak goriilmektedir. Endojen enfeksiyonlarda personelden kaynakli fungemi olgulari

bildirilmektedir. En fazla orofarenksten izole edilmektedir (Turner ve Butler, 2014).

C.krusei: C. krusei’nin flukonazole dogal direngli olmasi ve C. krusei
enfeksiyonlarin da amfoterisin B’nin de bazi olgularda yetersiz kalabilmesi gibi
nedenlerden dolayi, bu enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili onemli sorunlar ortaya
cikmaktadir (Peman J ve ark., 2006; Pfaller ve ark., 2008). Siit bebeklerinde diyareye

neden olmaktadir (Turner ve Butler, 2014). Gastrointestinal sistemin, tehlikeli
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konakgilarda en biiyiik kandidiyazis kaynagi oldugu iddia edilir, ¢iinkii saglikli
bireylerde kolonizasyon vakalarin %20 ile %30'unda meydana gelirken, zayiflamis

hastalarda %85'e ulasabilir (Neto ve ark., 1997).

C. glabrata: Candida tirlerinin aksine C. glabrata dimorfik degildir.
Flukonazole direng gostermesiyle firsat¢1 patojen bir mayadir. Agiz boslugunda ve
stomatitli olgularda en fazla izole edilen tiir olarak goriilmektedir (Turner ve Butler,
2014). Sonug¢ olarak, C. glabrata enfeksiyonlari, risk altindaki hastanede yatan
hastalarda yiiksek mortalite oranina sahip oldugu bildirilmektedir (Fidel, 1999).

C. parapsilosis: Yogun bakim iinitelerinde sepsis olgularinda izole edilmekte
ve kontaminant olarak dikkat ¢ekmektedir (Pfaller, 1996; Voss ve ark., 1996). C.
parapsilosis prevalans vakalarinda yogun bakim iinitelerinde ¢ocuklarda ve prematiire
bebeklerde goriilme sikligi daha fazla oldugu gozlemlenmektedir (Levy, 1998). Bu
tiriin klinik izolatlar1 amfoterisin B ve triazolik duyarli oldugu bildirilmektedir

(Diekema, ve ark., 2002; Sanglard ve Odds, 2002).

C. albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis ve C. krusei hayvanlarda artritis,
mastitis ve abort gibi enfeksiy0z hastaliklara yol agan en 6nemli Candida tiirleri
olmakla birlikte, diger Candida tirlerinin de enfeksiyonlardan izole edildigi
bildirilmistir (Cohen ve ark., 2008; Dworecka-Kaszak ve ark., 2012; Eldesouky ve
ark., 2016; Mousa ve ark., 2016; Stefanetti ve ark., 2014; Seker, 2010; Seker ve
Ozeng, 2011). Candida tiirleri kedi ve kopeklerde dermatitis, enteritis, otitis eksterna
ve i¢ organ enfeksiyonlarina yol agabilir (Ali ve ark., 2015; Duchaussoy ve ark., 2015;
Milner ve ark., 1997; Moretti ve ark., 2004; Sahan-Yapicier ve ark., 2018).
Kanatlilarda en sik etkilenen organlar; gaga, 6zefagus, kursak, bezli ve kasl midedir.
Bu organlarda psddomembrandz iilser ve beyaz plak seklinde lezyonlar olustururken
(Hormansdorfer ve Bauer, 2000; Velasco, 2000), nadiren, deri, ayak, perikard ve

kloakada da lezyonlar gozlenebilir (Velasco, 2000).

Gidalarda mayalar yiiksek konsantrasyonda bulunur ve konake1
gastrointestinal sistem, firsatg1 kolonizasyon ic¢in uygun kosullar sunmaktadir.

Candida tirleri, cesitli semptomlara neden olan salgilayan toksik metabolitleri
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cogaltabilir (Colombo ve ark., 2006, Silva, 2010). Gastrointestinal kandidiyazis
vakasinda, olusumu tetikleyici faktorler, bagisiklik sistemi eksikligi, hipotiroidizm,
diyabet, oral kontraseptif kullanimi, alkolizm, basit karbonhidratlardan zengin bir

diyet ve siirekli antibiyotik kullanimi sonucu olusmaktadir (Menezes ve ark., 2004).

Tiirk Gida Kodeksi’nde ‘Cig Siit ve Isil Islem Gérmiis igme Siitleri’ tebligi
itibariyle ¢ig siitlerde mikrobiyolijik yonden maya kiif sayisina bakilmamaktadir
(Anonim, 2006). Maya kiif sayis1 gidalarda bozulma acisindan 6nemli olup ayni
zamanda patojen maya ve kiifleri igerebilmektedir. Bu nedenle halk saglig1 agisindan

onem arz etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gere¢

Arastirmamiz da Haziran-Kasim 2018 tarihleri arasinda Burdur ilinin tim
ilgelerinden toplanan farkli siit toplama merkezlerinden alinan 100 siit rnegi materyal
olarak kullanildi. Ornekler steril kaplara alimarak soguk zincirde Gida Hijyeni ve
Teknolojisi Anabilim Dali Laboratuvarina getirilen siit ornekleri ayni giin iginde

analize alindu.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ile Besiyerleri

Arastirma da kullanilan besi yerleri ile tablo 3.1.” de gosterilen cihazlar kullanildi.

Potato Dextrose Agar (Merck 1.10130) (PDA)

Potato infusion 4,0 g/L.
D(+) Glucose 20,0 g/L
Agar-agar 15,0 g/LL
Hazirlanisi: 1000 ml /39 gr

CHROM agar ™ Candida (P00908) (CAC)

e Agar:15g/L

e Pepton:10,2 g/L

e Chloramphenicol:0,5 g/L.

e Melange choromogenique:22 g/L

e Hazirlanisi: 1000ml distile suya 47.7 gr.

Sabourraud Dekstrose Broth (SDB) (HIMEDIA, M033-500G)

e Special peptone: 10 g/L.
e Dextrose: 20 g/LL
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e Hazirlanis1:1000 ml distile suya 30 gr.

Hazirlanan besiyerine siipheli sus ilave edilip 37 °C 48-72 saat etiivde inkiibasyona
birakilir. Patojen Candida tirlerinin ¢ogu 37 °C birkag giinde tirerken 37 °C

tireyemeyenler saprofit 6zelligi gostermektedir (Yarar, 2014).

Urea Agar Base Christensen (Biolife,4021752)

e Pepton: 1g/L

e Glucose: 1g/LL

e Sodium Chloride: 5g/L.

e Potassium Dihydrogen Phosphate: 2g/L
e Phenol Red: 0,012g/L

e Agar: 12g/L

e Hazirlanis1:950ml distile suya 21gr.

Phenol-Red Broth (Base) (Merck 1.10987)

e Peptone from casein 5,0 g/L.
e Peptone from meat 5,0 g/L
e NaCl 5,0 g/L

e Phenol red 0,018 g/L

e Hazirlanigi: 1,5 g/80 mL

YEAST Nitrogen Base (Difco ™, 239210)

e Nitrogen Source

e Amino Acids

e Vitamins

e Compounds Supplying Trace Elements

e Salts
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Tween 80

e Polyoxyethylene 20 Sorbitane mono-Oleate,
e Polysorbate 80

Corn Meal Agar (Himedia, M146-500G)

e Corn meal infusion from: 50 gsm/L
e Agar: 15gsm/L
e Hazirlanis1:1000ml distile suya 17gr.

Besiyerini hazirlayip 1siticida homojen olmasi saglanir. Igerisine % 1 polisorbat 80

eklenir. Misir unu agar C. albicans tarafindan klamidospor tiretimi i¢in kullanilir.

Peptone Bakteriological (Biolife, 4019352)

e Bilesimi: 1000 ml distile suya 1gr.

Agarose (Vivantis)

o Siilfat:0.15%
e Gel strength:1200 g/cm?
e RNase/DNase Activity: None Detected

Tris Borate EDTA (TBE) 10X Soliisyon (SNP Biyoteknoloji, 1410S2)

e Tris:0.89M
e Borik Asit:0.89M
e EDTA:0.02M

Yeast Lysis Buffer

e 5mg,lml zymolyase 20T
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e 1M sorbitol
e (O,IMEDTA

5x FIREPoI® Master Mix

e 12.5 mM MgCl,ile birlikte

Etidyum Bromiir

* 10 mg/ml5 ML

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim alanlari

Calismada Kullanilan Cihazlar

Kullanim Alanlari

Hassas tart1
Manyetik karistiric

Otoklav

Vorteks
Etiv

Santrifiy

Jel Elektroforez
Goruntuleme cihazi

Thermal Cycler

Besi yerlerinin gramajlarin1 ayarlama kullanildi
Hazirlanan besi  yerlerinin  karistirilmasini
sagladi.

Kullanilan cam malzemelerin ve besiyerlerinin
sterilizasyonu i¢in kullanildi.

Stispansiyonlar1 karistirmak icin kullanildi.
Maya izolatlarinin izolasyonu ve
identifikasyonlar1 sirasinda iiremeleri i¢in gerekli
ortami1 saglamak i¢in kullanildi. (Memmert,
Almanya)

Farkli yogunluktaki kati ve sivi pargaciklarin
merkez ka¢ kuvveti ile birbirinden ayrilmasini
sagladi.

DNA’nin yiiriitiilmesi i¢in kullanildi.

Jelde yiiriitilen DNA fragmentlerin UV 15181
altinda goriintlilenmesi i¢in kullanildi.

DNA amplifikatorii

18



3.2. Yontem

3.2.1. Ornek Alma ve Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Arastirmada siit toplama tanklarindan alinan ¢ig stit 6rnekleri steril siselere
alind1 ve analiz i¢in aymi giin icinde Hayvansal Uriinler Hijyen ve Teknolojisi
Anabilim Dal1 laboratuvarina getirildi. Getirilen her bir 6rnek aseptik kosullarda 10

e kadar desimal sulandirilmalar1 hazirlandi.
3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.2.1. Maya Sayimlari

Siit toplama tanklarindan alinan siit 6rneklerinde maya sayisini belirlemek i¢in
PDA (potato dekstroz agar) besi yerine ekimi yapildi. Besi yeri 25 °C de 5 giin
inkiibasyona birakild1 ve inkiibasyon sonrasi sayim gergeklestirildi (Aytop, 2012).

3.2.2.2. Candida spp. Sayim ve izolatlarin Secimi

Stit tanklarindan topladigimiz ¢ig siitler toplam Candida spp. sayisinin
belirlenmesi amaciyla Candida CHOROMagara yayma plak yontemi ile ekim yapildu.
37 °C’ de 24 saat inkiibasyona tabi tutularak koloniler sayildi. Candida
CHOROMagar’da iireyen koloniler renk ayrimina gore patojen Candida spp. ayrimi
yapilabilmesi i¢in Sabouraud Dextrose Broth’ da ¢ogaltildi (Deorukhkar ve ark.,
2012).

Tablo 3.2. Candida CHROMagar besi yerinde Candida tiirlerinin renkleri

Candida spp. Renkleri
C.albicans Yesil renk
C.tropicalis Metalik mavi
C.krusei Pembe, bulanik
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3.2.3. Candida spp’nin idendifikasyonu

Candida spp. tiirlerinin belirlenmesi i¢in Gram Boyama, Germ Tiip Testi,
Klamidospor Olusumu, Karbonhidrat Fermentasyon ve Asimilasyon Testi, Ureaz

Testi yapilarak tiir ayrimina gidildi.
3.2.3.1. Germ Tiip Testi

Germ tiipii testi Candida spp. 'nin tanimlanmasi i¢in en yaygin yontemlerden
biri olarak kullanilmaktadir. Germ tiip olusumu igin siipheli izolatlardan bir 6ze dolusu
alimarak Iml siir serumuna inokiile edildi. 37 °C’de {i¢ saatlik inkiibasyona tabi
tutularak germ tlip yoniinden 40X’lik objektifte 151k mikroskobunda incelendi
(Deorukhkar ve ark., 2012).

Tablo 3.3. Candida tiirleri arasinda germ tiip pozitif ve negatif suglar

Candida spp. Germ tiip pozitif
C. albicans +
C. dubliniensis +
C. stellaoide +
C. tropicalis -
C. krusei -

3.2.3.2. Klamidospor Olusumu

Klamidospor olusumunda tween 80 igeren misir unu besi yeri kullanildi. Besi
yerine paralel olarak ekilen suslarin iizerine lamel kapatilarak 30 °C de 24 saat
inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi petriler 40X objektifte 151k mikroskobunda

klamidospor olusumu incelendi (Deorukhkar ve ark., 2012).

Tablo 3.4. Klamidospor pozitif suglar

Candida spp. Pozitif Suslar
C. albicans +
C. dubliniensis +
C. tropicalis +
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3.2.4. Biyokimyasal Testler

Koloni morfolojileri belirlenen suslarin karbonhidrat fermantasyon testi,

karbonhidrat asimilasyon testi yapilarak tiir ayrimina gidildi.

3.2.4.1. Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Karbonhidrat fermantasyon testi i¢in % 1 oraninda steril seker soliisyonlari ile
Phenol Red Base (MERCK, 1.10987) besiyeri hazirlandi. Besi yerine 1 ml seker, 0,1
ml izolat eklenerek 37 °C'de 7-14 giin siireyle inkiibe edildi. Karbonhidratin
fermentasyonu sonucu besi yerinde sekillenen renk durumuna gore degerlendirildi.
Toplam 152 sug tablo 3.5.” de gosterildigi gibi pozitif ve negatif karbonhidrat

fermantasyon testi sonuglarina gore tiir ayrimina gidildi (Aytop, 2012).

Tablo 3.5. Karbonhidrat fermantasyon testi

Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Candida turleri

Glikoz Siikroz Maltoz Laktoz
C. albicans + - + -
C. tropicalis + -/+ == -
C. krusei + -/+ - -
C. paraplosis + - - -
C. grablata + - - -
C. keyfr + + - +

3.2.4.2. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Karbonhidrat asimilasyon testi, azot bazli agar ve karbonhidrat i¢eren ortam
tizerinde biiylimenin varligini gozlemler. Pozitif bir test, sadece bir gostergenin
rengindeki degisiklik olmayip, ortamdaki biiylimenin varligr ile gosterilir.
Karbonhidrat asimilasyon testi i¢in Yeast Nitrogen Base (Difco, 239210) besiyeri
belirli karbonhidratlarla hazirlandi. Inokiilasyon sonucunda 25 °C‘ de 7 giin
inkiibasyona tabi tutuldu (Deorukhkar ve ark., 2018). Tablo 3.6’ da karbonhidrat
asimilasyon testinde kullandigimiz sekerler ve bazi Candida tiirlerinin sonuglari

belirtildi.
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Tablo 3.6. Karbonhidrat asimilasyon testi

Candida tiirleri Karbonhidrat Assimilasyon Testi
Glikoz Siikroz Laktoz Trehaloz Selobiyoz

C.albicans + + - + -
C.tropicalis  + + - + +
C.krusei + - - - -
C.parapsilosis + + - + -
C.glabrata + - - + -

C.keyfr + + + - +

3.2.4.3. Ureaz testi

Ureaz testi i¢in yatik agar besi yerine ekimi yapilarak ve 37 °C’de 1-5 giin
inkiibasyona birakildi. Candida tiirlerinin genelinde iireaz enzimi olmamasi sadece
C.krusei, C. lipolytica, C. humicola’ da lireaz enzimi olmas1 nedeniyle tiir ayriminda

kullanild1 (Heath IB, 1995).

3.2.5. DNA izolasyonu

Genomic DNA Purification Kit’i (Termo Scientific GeneJET) kullanilarak
DNA izolasyonu gergeklestirildi. Genomic DNA izolasyonunda yapilan islemler kit

protokiiliine gére yapildi.

3.2.6. PCR Testi

Candida DNA’sinin c¢ogaltilmast: Elde edilen DNA’nin ¢ogaltilmasi igin
‘panfungal ‘ yani biitiin mantalar i¢in ortak olan 3’-CCT GTT TGA GCG TCR-5’ ve
3’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT-5 primerleri ile C.albicans igin 6zgiil CALBI
F(5’TTT ATC AAC TTG TCA) CALBI R (5’ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG-
3”) CAK1 (5’ACT ACA CTG CGT GAG CGG A3’) CAK2 (5 AAA AAG TCT AGT
TCG CTC GG3’) CTR1 (5 CAA TCC TAC CGC CAG AGG TTA T3’) CTR2
(5°’TGG CCA CTA GCA AAA TAA GCG T3’) kulanildi. Toplam 10 pl olan
reaksiyon karigimi 2 pl Tagman Universal PCR Mastermix, 1 pl MgCl (25Mm), 1 pl
her bir primer (25pmol), 1 pl probe (20 pmol), 2,5 pl distile su ve 2,5 pl DNA’dan
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olugmaktadir. Amplifikasyon dongiisii 95 °C ve 60 °C de denemektedir ve tiir
dagilimina gidildi (Susever ve Yegenoglu, 2012).

Sekil 3.1. Gene Max Tc-S-B Gene Max PCR cihazi
3.2.7. istatiksel Analiz

Istatiksel analiz de Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Toplam Maya Sayis1 ve Candida Sayisi ile Tlgili Bulgular

Haziran-Kasim 2018 tarihleri arasinda farkl: siit toplama tanklarindan alinan
100 adet siit drneginin maya sayisinin ortalama degeri 2,6x10° kob/ml ile Candida

spp.’nin ortalama degeri 1.0x10° kob/ml olarak bulunmustur

Tablo 4.1. Maya-kiif ortalamas1 ( kob/ml)

Simgeler Maya sayisi Candida say1s1
n 100 100

Min. 1.8x10? 2.0x10?
Max 3,04x107 5.0x10°
x+ Sx +5,7 x10° + 5% 10°

x: Ortalama, Sx: Standart hata, n: pozitif numune sayist

4.2. Candida Tiir Dagilim ile Tlgili Bulgular

Calismamiz da 100 adet siit 6rneginin 94’ nde (%94) Candida CHOROMagar
besiyerine ekimi yapilarak lireme sonucunda patojen Candida spp. siipheli oldugu
diisiiniilen renkli kolonilerden 152 sus elde edildi. Suslar Gram boyama ile ¢esitli
biyokimyasal testlere tabi tutuldu. Sekil 4.1.” de farkli renkte iireyen susglar ve referans

suslarin renkleri goriillmektedir.

Sekil 4.1. Candida CHOROMagar besiyerindeki renk olusumlari
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4.2.1. Gram Boyama ve Biyokimyasal Test Bulgular:

Gram boyamasi yapilan 152 susun Gram pozitif maya hiicreleri oldugu

saptandi. Pozitif mayalarin mikroskobik goriintiisti Sekil 4.2.’de goriilmektedir.

Sekil 4.2. Candida spp.’nin gram boyama goriiniimii
4.2.2. Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Glikoz, maltoz, siikroz ve laktoz sekerlerinden olusan karbonhidrat
fermentasyon testi sonucunda 152 susun 51’°nin patojen Candida tiirleri olabilecegi
belirlendi. Sekil 4.4° de karbonhidrat fermentasyon testine tabi tutulan suslar ile Sekil
4.3°de glikoz ve maltoz negatif, siikroz ve laktoz pozitif veren bir susun karbonhidrat

fermentasyon test sonucu gosterildi.

Sekil 4.3. Karbonhidrat fermentasyon testi pozitif ve negatif tiipler
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Sekil 4.4. Karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari
4.2.3. Ureaz Testi

Ureaz testine tabi tutulan 152 susun 4 tanesinin {ireaz pozitif oldugu goriildii.

Sekil 4.5’te iireaz pozitif ve negatif sonug veren suslar belirtildi.

Sekil 4.5. Ureaz testi goriiniimii
4.2.4. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Patojen Candida tiirlerinden olabilecegi diisliniilen 51 susa karbonhidrat
asimilasyon testi uygulandi. Ureaz pozitif suslar asimilasyon testi sonucunda C. krusei
olmadiklar1 tespit edildi. Karbonhidrat asimilasyon testi sonucuna gore 15 (%15) adet
patojen Candida spp. saptandi ancak yapilan biyokimyasal testler sonucunda 4
tanesinin tiirii tam dogrulanamadi. Karbonhidrat asimilasyon testi sonucunda 11

tanesinin C.tropicalis oldugu belirlendi. Sekil 4.6.” da karbonhidrat asimilasyon testi
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pozitif ve negatif suslar gosterildi. Yapilan karbonhidrat asimilasyon testi sonuglari

Tablo 4.2.‘de belirtildi.

Sekil 4.6. Karbonhidrat asimilasyon testi pozitif ve negatif suslar

Tablo 4.2. Karbonhidrat asimilasyon testi sonuglari

Ormek Ornek Glikoz  Siikkroz Laktoz  Trehaloz Sellobioz
Sayis1 numarasi
1. 12al - - - - -
2. 13c - - - - -
3. 2c + + - + +
4. 7a3 + + + - -
5. llcl + - - - +
6. 2a + + - + +
7. la - - - + -
8. 17a - - + + +
9. 16a - - - - -
10. 11f - - - - -
11. 16b - - - - -
12. 3la2 + + - + +
13. 3lal - + + + +
14. 13d - - - + -
15. 1442 + + - + +
16. 21d1 + + - + +
17. 14al - - - - -
18. 2lal + + - +
19. 10h - - - - -
20. 21c2 - - - - -
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Tablo 4.2. (Devam) Karbonhidrat asimilasyon testi sonuglari

Ornek  Ornek Glikoz Stukroz Laktoz Trehaloz Sellobioz
saylsl  numarasi

21. 101 - - - -
22. 29a2 + + - + +
23. 15a(2) - - - - -
24, 22al - - - - -
25. 31c2 + + - + +
26. 10g - - - + -
27. 21b2 + + + +

28. 34b4 - - - - -
29. 1la4 - - - - -
30. 6a - - - - +
31. 29al - - + + +
32. 10a - - - - -
33. 7a - - - - +
34. 14a3 - - - + +
35. 19bl - - - - -
36. 105 - + + + -
37. 13a2 + - + + -
38. Sa - - + - +
39. 2lcl + + - + +
40. 17d - - - - -
41. 10f - - - - -
42. 12a + + - + +
43. 16al - - - - -
44. 12c - - - -
45. 27a3yesil - - + + +
46. 35bl - - + - -
47. 20al - - - - -
48. 9el - - - - -
49. 15al + + - + +
50. 17c - - - - -
51. ldc - - - - -

Tablo 4.3. Glikozu fermente eden Candida suslarinin karbonhidrat asimilasyon test

sonuglari ve tiir dagilimi

Ornek Ornek no Glikoz

Stukroz Laktoz

Trehaloz Sellobioz Tespit edilen

sayisl1 tur
1. 2c + + + + C.tropicalis
2. 7a3 + + - - Tanimlanamadi
3. llcl + - - + Tanimlanamadi
4. 2a + + + + C.tropcalis
5. 3la2 + + + + C.tropcalis
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Tablo 4.3. (Devam) Glikozu fermente eden Candida suslarinin karbonhidrat
asimilasyon test sonuglari ve tlir dagilimi

Ormek Ornek no Glikoz Siikroz Laktoz Trehaloz Sellobioz Tespit edilen

sayis1 tur
6. 14d2 + + - + + C.tropcalis
7. 21d1 + + - + + C.tropcalis
8. 2lal + + - + + C.tropicalis
9. 29a2 + + - + + C.tropicalis
10. 31c2 + + - + + C.tropicalis
11. 21b2 + + + + - Tanimlanamadi
12. 13a2 + - + + - Tanimlanamadi
13. 2lcl + + - + + C.tropicalis
14. 12a + + - + + C.tropicalis
15. 15al + + - + + C.tropicalis

Karbonhidrat asimilasyon testinde tablo 4.3’ de patojen Candida spp’lerin
hepsinin glikozu asimile ettigi belirlendi ve glikoz pozitif olan suslardan (%11) 11

tanesini C.tropicalis olarak tespit edildi.

4.2.5. Germ Tiip Testi Ve Klamidospor Testi

Gram boyamadan hemen sonra yapilan germ tiip ve klamidospor testi
sonucunda tiim suslarin negatif sonu¢ verdigi goriildii. Germ tiip ve klamidospor

testleri sonuglar1 Tablo 4.4’ de belirtildi

Tablo 4.4. Klamidospor ve germ tiip testi

Klamidospor  Sonug Germ tiip testi ~ Sonug
testi

2a - 2a -
21b2 - 21b2 -
31a2 - 31a2 -
7a3 - 7a3 -
2c - 2c -
21c2 - 21c2 -
21d1 - 21d1 -
15al - 15al -
29a2 - 29a2 -
13a2 - 13a2 -
14d2 - 14d2 -
11cl - 11cl -
12a - 12a -
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Tablo 4.4. (Devam) Klamidospor ve germ tiip testi

Klamidospor  Sonug Germ tiip testi ~ Sonug
testi

31c2 - 31c2 -
21al - 2lal -

4.2.6. Patojen Candida Izolatlarin DNA izolasyonu ve PCR Tayini ile
Dogrulanmasi

Suslarin tiirlerini dogrulamak i¢in tiim suslara DNA izolasyonu ve PCR testi
uygulandi. DNA izolasyonunda GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo

Scientific, KO721) kit protokoliiniin agamalarin1 uygulanda.

4.2.6.1. DNA ekstraksiyonu

Fenotipik olarak Candida spp olarak saptanan suslar, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknigi ile dogrulanmistir. DNA izolasyonu amaciyla GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, K0721) ile gergeklestirilmistir.
4.2.6.2. PCR Yontemi

DNA ekstrasiyonu sonucunda izolatlarda C. albicans, C. krusei, C tropicalis
dogrulamas1 PCR yontemi ile gergeklestirildi. PCR yontemi Susever ve Yegenoglu
(2012) tarafindan bildirilen ve Tablo.4.5’de gosterilen primer dizileri kullanildi.
Standart PCR islemi 20 pl toplam hacimde 5x FIREPol® Master Mix (Solis Biodyne,
Tartu, Estonia) kullanarak 94°C 3 dk 6n denatiirasyonu takiben, 35 siklus olacak
sekilde; 94°C’de 1 dk, 62°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve son olarak 72°C’de 5 dk
kosullarinda amplifikasyona tabi tutuldu. Amplifiye PCR iiriinleri %1,5’lik agaroz
jelde elektroforez islemi uygulandiktan sonra goriintiilendi. Sekil 4.7.” de belirtildigi
gibi 15 susun 15’ i de C.tropicalis olarak tespit edildi. Elde edilen 15 sus farkli siit
toplama tanklarina ait siitlerde olmasi nedeniyle (%15) 15 susun patojen Candida tiirii

olan C. tropicalis’in %15 oraninda oldugu saptandi.
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Tablo 4.5. PCR ¢alismasinda kullanilan primer dizileri (Susever ve Yegenoglu,
2012).

Primer I Primer II bp
Universal ~ ITS1 (5 GTG AAA TTG TTGITS2 (5 GAC TCC TTG GTC 550
AAA GGG AA 3) CGT GTT 3°) bp
C. albicans CALBI1 F (5’ TTT ATC AAC CALB2R (5 ATC CCG CCT 273
TTG TCA CAC CAG A-3’) TAC CACTAC CG-3’) bp
C. krusei CAKI1 (5 ACTACACTG CAK2 (5 AAAAAGTCT 360
CGT GAG CGG AA 3) AGT TCG CTC GG 3°) bp
C tropicalis CTRI1 (5CAA TCC TAC CTR2 (5’ TGG CCA CTA GCA 357
CGC CAGAGGTTAT3) AAATAAGCGT3) bp

8 9 10 11 12 13 14 15 16
GRS SN SR — ——

Sekil 4.7. PCR Yonteminde C. tropicalis Pozitif Orneklerin Goriiniimii. M: Marker
PK: Pozitif Kontrol NK: Negatif Kontrol
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5. TARTISMA

Insan beslenmesinde énemli bir yere sahip olan siit; hijyenik kosullarda
tretilmedigi, saklanmadigi, islenmedigi ve gerekli kontrollerinin yapilmadigi
durumlarda insan sagligini tehlikeye atmaktadir. Cig siit az sayida mikroorganizma
icerse bile sagimdan sonra ¢evreden hijyenik olmayan alet ekipmandan, siit toplama
tanklarindan, veteriner hekim uygulamalar1 gibi ¢ok ¢esitli yollardan siite gegmektedir
(Jakobsen, M ve ark., 1996). Kompleks biyokimyasal yapis1 ve yiiksek su kapasitesi
nedeniyle ¢ig siit, bircok mikroorganizma i¢in ideal bir besin ortam1 olusturmaktadir
(Uziim, 2006). Candida spp. siit ve siit iiriinlerinde diisiik su aktivitesi, yiiksek tuz
konsantrasyonu, diisiik pH degeri ve diisiik sicaklikta rahatlikla gelisebilmesi enzim
aktivitesi ile iiriinlerde bozulmalara yol agmaktadir (Jakobsen, M ve ark., 1996).
Candida spp. sadece siit ve siit iiriinlerinde 6nemli olmayip ayn1 zaman da gida sektorii

icinde istenmeyen mikroorganizmalardir (Metin, 1996).

Calismamizda Burdur’un farkli siit toplama merkezlerinden alinan siitler
patojen Candida tiirleri ydniinden incelendi. Inceleme sonunda siitler de maya sayis1
ortalama degeri 2,6x10° kob/ml oraninda bulundu. Candida spp. ise ortalama olarak
1.0x10° kob/ml oraninda bulundu. Maksimum ve minumum aralig1 ise 3,04x10’
kob/ml — 1,8x10? kob/ml olarak tespit edildi. Calismamiz da 100 adet siit Srneginin
94’tinde (%94) Candida CHOROMagar besiyerine ekimi yapilarak Candida spp.
oldugu diisiiniilen 152 sus elde edildi. Yapilan karbonhidrat fermentasyon testi ve
karbonhidrat asimilasyon testi sonucunda 15 patojen Candida tiri saptandi.
Calismamiz da 15 susun farkl: siitlere ait olmasi nedeniyle 100 siit 6rneginde %15
oraninda patojen Candida spp. elde edildi. DNA izolasyonu ve PCR teknigi uygulanan

suslarin hepsinin (%15) C. tropicalis oldugu dogrulandi.

Lavoie ve ark. (2012), yaptiklar1 caligmada 19 siit toplama tanklarindan alinan
19 ¢ig siit drneginden 339 izolat elde etmislerdir. Bu izolatlardan 148’nin Candida
spp. oldugunu ve 14 tanesinin C. tropicalis oldugunu ifade etmislerdir. Hicbir siit
orneginde C.albicans ve C. krusei saptamamiglardir. Bizim yapmis oldugumuz

caligmada 100 siit 6rnegin 152 susun Candida spp. oldugu ve bunlarin 15 tanesi (%15)
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C. tropicalis oldugu saptandi. Bu calisma ile bulgularimizn paralel oldugu

gbzlemlendi.

Buehler ve ark. (2017), yaptiklar1 bir calismada 8 adet siit toplama tanklarindan
aldiklar siit 6rneklerinden 10 izolat elde edilmistir. Bunlardan 3’iintin C. tropicalis
susu saptanmis fakat C. albicans ve C.krusei susu saptamamis olup bizim ¢alismamiz

ile benzer sonuglar bulmuslardir.

Aytop (2012), ¢ig siitlerde toplam maya sayuna baktig1 bir ¢aligmada 73 ¢ig
siit Ornegini incelemistir. Arastirma sonucunda toplam maya sayisinin ortalama
degerinin 1,91x10° kob/ml ile maksimum ve minimum degerlerinin ise sirayla 3,5x10°
- 6x10° kob/ml oldgunu bulmustur. Sonuglar bizim ¢alismamizla benzerlik

gostermektedir.

Goncii ve ark. (2017), sokak siitleriyle yaptiklar bir calismada yaz mevsiminde
toplam maya sayisinin ortalama degerinin 3,25x103 kob/ml oldugunu saptamislardir.
Yaz mevsiminde elde ettikleri maya sayisi bizim c¢aligmamiz ile paralellik

gostermektedir.

Kesenkas ve ark. (2010), yaptiklari ¢alismada 50 adet ¢ig siit 6rneginin toplam
maya-kiif sayisini1 ortalama degerinin 2,15x10° kob/ml, maksimum 2,55x10° kob/ml
olarak tespit etmislerdir. Yaptiklar1 calisma sonucunda elde ettikleri bu veriler bizim

calismamizdan diisiik oldugu gorilmiistiir.

Kivang ve ark. (1992), Eskisehir’ de tiiketilen ¢ig siitlerde toplam maya-kiif
sayis1 ortalama 1,07x107 kob/ml olarak bulmuslar. Bizim degerimize gore yiiksek

sonug elde etmislerdir.

Alisarl ve ark. (2003), 100 siit 6rnegi ile siit sagilan hayvanlarin meme basi
derisindeki mikroorganizmalar arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda meme basinda
bulunan tolplam maya-kiif sayisinin ortalama degerini 6.0 x 10" kob/ml bulmuslar. Cig
siitte ise toplam maya-kiif sayisinin 4,8x10' kob/ml oldgunu ve memenin siitii

kontamine ettigi sonucuna varmiglardir.
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Younis ve ark. (2017), yaptiklari ¢alismada 100 ¢ig siit 6rneginde maya
varligina bakmiglardir. Siit 6rneklerinde %9 oraninda maya saptamislar ve bunun %
3’linilin patojen Candida spp. oldugunu belirtmislerdir. Calisma sonucunda elde ettileri
patojen Candida spp. yiizdesi bizim buldugumuz degerden oldukca diisiik oldugu

gorilmistir.

Yurdakul ve ark. (2016), yaptiklar1 calismada 100 adet beyaz peynir
orneginden %84 Candida spp. tespit etmisler ve analiz sonucunda %14’ C. krusei,

%351 C. tropicalis olarak saptamiglardir.

El Diasty ve Salem (2009), siit iirlinlerinde lipolitik ve proteolitik mantarlar
tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada tereyag numunelerinin %10' unun C.tropicalis ile

kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Andréia Spanamberg ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢aligmada saglikli 482 koyun
siitlin 31’inde ve mastitisli 106 koyun siitiiniin 22’sinde maya tespit etmislerdir.
Toplam 53 siit numunesinin 60 maya izole etmisler ve bu 60 maya izolatinn 42’sinin
(%70)’n1 Candida spp. olarak bulmuslar. Tiir identifikasyonuna gidilmesi sonucunda
6 tanesinin C. tropicalis, 4 tanesinin C. albicans oldugunu saptamiglardir. Hicbir siit
orneginde C. krusei rastlanmadigi ve C. tropicalis’in sik kullanilan antifungal ilaclara

direng gelismesi nedeniyle stitlerde siklikla rastlandigini ifade etmislerdir.

Erbas ve ark. (2017), 260 mastitisli siit Ornefini maya yoniinden
incelemiglerdir. Mastitisli siitlerin 46'sinda (% 17.7) Candida spp. saptamislardir.
Candida tiirii dagiliminda ise 12 (% 26.1) tanesinin C. tropicalis oldugu ve baskin tiir

oldugu belirtilmistir.

Durlu Ozkaya ve ark. (2005), cesitli peynir 6rneklerinde maya izolasyonu
yaptiklar1 bir ¢alismada birer adet. C. kefyr, C. krusei, C. lipolytica, C. lusitaniae, C.

ciferrii ve C. glabrata izole etmiglerdir.

Seker (2010), yaptiklar1 bir calismada elde ettileri izolatlarin tiir tayinini
yapmiglardir. Sonug olarak mastitisli siitlerde 207 Candida izolatinda 72 nin (% 34.8)
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C. krusei, 20’nin (% 10.1) C. albicans ve 19°nun (% 9.2) C. tropicalis oldugunu

belirtmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada 100 siit 6rneginin %94’linde Candida spp’nin varlig
yoniinden pozitif bulunmstur. Biyokimyasal ve PCR analizleri sonucunda %15°nin C.
tropicalis oldugu gozlenmistir. Cig siit orneklernde patojen Candida tiirlerinin

varliginin halk sagligi agisindan 6nemli oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmamizin  sonucunda siit toplama tanklarindan elde ettigimiz patojen
Candida tiiri olan C.tropicalis’in isletmeler de uzun siireli antibiyotik kullanimi1 veya
hijyen yetersizliginden dolay1 siitlerde bulundugu disiiniilmektedir. Klinik ve
subklinik mastitis ile alakali oldugu, siit ve siit liriinlerinde Candida spp. tarafindan
kontamine olabilme riskinin artabilecegini gostermektedir. Degisik kaynaklardan siite
karisan Candida spp.’ler siitte hizla ¢ogalip, siitiin renginde, tadinda, kokusunda ve
kivaminda degisiklikler gostermektedir. Sonug¢ olarak mikrobiyal kontaminasyon
engellenerek siit kalitesini arttirmak i¢in gerekli onlemler alinmalidir. Oncelikle meme
sagligina dikkat edilmeli ineklerde mastitis olusumu Onlenmelidir. Mastitisli siitler
saglikli hayvan siitleriyle karistirllmamalidir. Cig siitlerde toplam maya-kiif sayisinin
bakilmamasi biiyiik problemlere yol agmaktadir. Toplam maya-kiif sayisinin yaninda
stit ve siit tiriinleri ile diger gidalarda patojen maya ve kiiflere bakilmasi toplum sagligi

acisindan 6nemli oldugu goriilmektedir.

Arastirmamizin sonucunda buldugumuz patojen Candida tiirii olan C.tropicalis
¢ig siit ve siit Urlinleri aracilifiyla duyarl kisilerce alinmasi durumunda hastalik
olusturma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle insanlarin
mikotik enfeksiyonlarinda siit kaynakli bulasmaya dikkat edilmelidir. Cig siitlerdeki
varligi hem siit sektdrii hem de halk saghgr acisindan risk olusturdugu

bildirilmektedir.
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