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ÖZET 

 
 

Beyzanur KAŞALTI, Klinik Saprochaete İzolatlarının Tür Düzeyinde 

Tanımlanması, İki Farklı Referans Yöntemle Elde Edilen Antifungal Duyarlılık 

Testi Sonuçlarının Karşılaştırılması Ve Virülans Faktörlerinin Araştırılması 

Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Mikrobiyoloji Programı, 

Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Saprochaete türleri, özellikle, bağışıklığı 

baskılanmış hastalarda ölümle sonuçlanabilen enfeksiyonlara neden olabilen ve 

nozokomiyal salgınlara yol açabilen fırsatçı patojenlerdir. Virülans faktörleri ile ilgili 

bilgiler sınırlıdır ve antifungal duyarlılık testleri henüz standardize edilmemiştir. Bu 

çalışmada klinik Saprochaete izolatlarının tür tanısının doğrulanması, virülans 

faktörlerinin fenotipik yöntemlerle araştırılması ve iki farklı referans antifungal 

duyarlılık testi ile duyarlılık durumunun araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikoloji 

Birimi’nde konvansiyonel olarak Saprochaete türü olarak tanımlanan 57 izolat dâhil 

edilmiştir. Tür düzeyinde tanımlama MALDITOF-MS ve dizi analizi ile 

doğrulanmıştır. Koagülaz, hemoliz, fosfolipaz, salgısal asit proteinaz ve esteraz 

aktivitesi ve biyofilm oluşturma yeteneği test edilmiştir. Amfoterisin B, flukonazol, 

vorikonazol ve mikafungin minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ve European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) önerilerine uygun olarak 

belirlenmiştir. Çalışmadaya alınan izolatların 53’ü Saprochaete capitata 4’ü 

Saprochaete clavata olarak tanımlanmıştır Tüm izolatlar koagülaz, hemoliz, 

fosfolipaz, asit proteinaz negatiftir. Esteraz pozitifliği tüm izolatlar için %56,1’dir. 

Tüm izolatlar kristal viyole ve XTT yöntemleriyle güçlü biyofilm pozitif bulunmuştur. 

Antifungal duyarlılık testlerinde MIC90 değerleri CLSI ve EUCAST için sırasıyla 

amfoterisin B için 2 g/mL ve 1 mg/l, flukanozol için 8 g/mL ve 32 mg/l, vorikonazol 

için 0,25 g/ml ve 4 mg/l, mikafungin içinse 16 g/mL ve 32 mg/l olarak bulunmuştur. 

Anahtar Kelimeler: 

Saprochaete, Saprochaete capitata, Magnusiomyces capitatus, Saprochaete clavata, 

antifungal duyarlılık, virülans faktörleri, biyofilm, esteraz, fosfolipaz, proteinaz 

Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Koordinasyon Birimi 

tarafından desteklenmiştir (Proje Kodu: THD-2022-19827). 
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ABSTRACT 

 
 

Beyzanur KAŞALTI, Identification of Clinical Saprochaete Isolates at Species 

Level, Comparison of Antifungal Susceptibility Test Results Obtained with Two 

Different Reference Methods and Investigation of Virulence Factors,  Hacettepe 

University Institute of Health Sciences Microbiology Program, Master Thesis, 

Ankara, 2022. Saprochaete species are opportunistic pathogens that can cause fatal 

infections and nosocomial outbreaks, particularly in immunocompromised patients. 

Data on virulence factors are limited. In this study, it was aimed to confirm the 

species diagnosis of clinical Saprochaete isolates, to investigate the virulence factors 

by phenotypic methods and to investigate the susceptibility profiles with two 

different reference antifungal susceptibility test.57 isolates defined as Saprochaete 

species in Hacettepe University Hospitals Mycology Unit were included in the study. 

Species- level identification was confirmed by MALDITOF-MS and sequence 

analysis. Coagulase, hemolysis, phospholipase, secretory acid proteinase and esterase 

activity and biofilm forming ability were tested. Minimum inhibitory concentration 

(MIC) values of amphotericin B, fluconazole, voriconazole and micafungin were 

determined according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Of the 

isolates included in the study, 53 were identified as Saprochaete capitata and 4 as 

Saprochaete clavata. All isolates were negative for coagulase, hemolysis, 

phospholipase, and acid proteinase. Esterase positivity was 56.1% for all isolates. All 

isolates were strong biofilm positive by crystal violet and XTT methods. MIC90 

values in antifungal susceptibility tests were 2 g/mL and 1 mg/l for amphotericin B, 8 

g/mL and 32 mg/l for flucanozole, 0.25 g/ml and 4 mg/l for voriconazole, micafungin 

for CLSI and EUCAST, respectively. 

Keywords: 

Saprochaete, Saprochaete capitata, Magnusiomyces capitatus, Saprochaete clavata, 

antifungal susceptibility, virulence factors, biofilm, esterase, phospholipase, 

proteinase. 

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination 

Unit (Project Code: THD-2022-19827) 
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1. GİRİŞ 

 
 

Fırsatçı fungal patojenler olan Saprochaete türleri bağışıklık sistemi 

baskılanmış, kemoterapi alan, hematolojik malignitesi bulunan, uzun süre yoğun 

bakım ünitesinde tedavi gören ve ve diğer immünosupresif tedavilere maruz kalan 

kişilerde nadir görülen enfeksiyonlarda etken olabilmektedirler (1-9). İmmün 

kompetan kişilerde gelişen enfeksiyonlar da bildirilmiştir (10). Brezilya (11), 

Hindistan (9, 12, 13), Irak (14), Japonya (15), Tunus (16) gibi dünyanın çeşitli 

ülkelerinde ve ülkemizde (17-22) bildirilen çok sayıda sporadik vaka bulunmaktadır. 

Bunların dışında, Saprochaete’nin etken olduğu hastane salgınları görülmüştür (2, 23- 

27). Salgınlarda kaynağın tam olarak saptanamadığı durumlar olsa da, Saprochaete 

türlerinin hastane ortamında yüzey ve cihazlarda kolonize olabileceği düşünülmüştür 

(27-29). Saprochaete türlerinin doğada, toprakta, süt ürünlerinde gösterildiği 

çalışmalar bu varsayımı desteklemektedir (13, 29). 

Enfeksiyon etkeni olarak en sık rastlanan türler olan Saprochaete capitata 

(Teleomorf Magnusiomyces capitatus) ve S. clavata (teleomorf Magnusiomyces 

clavatus) makroskopik ve mikroskopik olarak benzer olduklarından morfolojik olarak 

ayrılmalarında güçlük yaşanmaktadır (28, 30). Tür düzeyinde tanımlama için 

konvansiyonel testlerin (karbon asimilasyon testleri, üreaz, mısır unlu Tween 80 

agarda morfolojik görünüm gibi) yanı sıra, MALDITOF-MS ve gen dizileme 

yöntemleri kullanılması önerilmektedir (28, 30). Altın standart olarak kabul edilen gen 

dizileme yönteminde ITS gen bölgesinin yanında, tür düzeyinde daha spesifik ayrım 

yaptığı bilinen farklı gen bölgerinin dizilendiği çalışmalar da bulunmaktadır (27, 28, 

30, 31). 

Saprochaete enfeksiyonlarında mortalite yüksek seyretmektedir (1, 4, 7). 

İnvaziv enfeksiyonlarda ölüm oranları %80’lere ulaşabilmektedir (23, 32, 33). Buna 

rağmen literatür incelendiğinde Saprochaete türlerinde virülans faktörlerini araştıran 

çalışmalar oldukça sınırlıdır. Yüzeyel antijenik yapılar, adhezinler, toksinler, asit 

proteinaz, fosfolipaz ve esteraz gibi hidrolitik enzim yapımı, biyofilm oluşturma 

yeteneği gibi mantarlara ait bilinen virülans faktörlerinin klinik izolatlarda varlığı tam 

olarak ortaya konmamıştır (34, 35). 

Saprochaete türlerinde antifungal duyarlılık durumunun tespitinde bir görüş 

birliği henüz bulunmamaktadır. Antifungal duyarlılık durumunu araştıran 

çalışmalarda mayalar için önerilen test yöntemleri kullanılmakla birlikte, bu yöntemler 
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daha çok Candida ve Cryptococcus türleri standardize edilmiştir. Ayrıca, henüz 

Saprochaete türleri için klinik sınır değerler tanımlanmamıştır. Ancak, antifungal 

duyarlılığın değerlendirildiği durumlarda ekinokandinlere azalmış duyarlılık 

gözlenmektedir. Antifungal duyarlılık durumunun tam olarak yorumlanabilmesi için 

referans yöntemlerde Saprochaete cinsi için standart koşulların kesinleştirilmesi, farklı 

yöntemler arasındaki uyumun belirlenmesi, epidemiyolojik eşik değer ve klinik sınır 

değerlerin ortaya konması için ek araştırmalar gerekmektedir (1, 36-38). Bu çalışmada 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikoloji 

Birimi’nde izole edilen klinik Saprochaete izolatlarında tür dağılımının, virülans 

faktörlerinin ve antifungal duyarlılık durumunun ortaya konması ve nadir bir fungal 

enfeksiyon etkeni hakkındaki bilgi birikimine katkıda bulunulması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Tarihçe ve Taksonomi 
 

 

Saprochaete cinsi, Ascomycetes içinde taksonomileri yakın zamana kadar 

netleştirilememiş ve halen taksonomik incelemeleri devam eden bir grup maya benzeri 

hif oluşturabilen mantar olarak yer almaktadır. Cins ve tür ayrımları için morfolojik, 

fizyolojik ve kültürel özelliklerin yanı sıra moleküler teknikler de kullanılmaktadır. Bu 

amaçla cins tanımlamalarında nDNA reasosiasyonu, genomik DNA’nın G+C içeriği 

ve termal denaturasyon eğrisi, eşleşme tipi sistemleri gibi özellikler; tür kompleksleri 

düzeyinde ise elektroforetik karyotipleme, PCR “fingerprinting”, çok lokuslu enzim 

elektroforezi (“multilocus enzyme electrophoresis”, MLEE) ve çok lokuslu dizileme 

tiplendirmesi (“multilocus sequence typing”, MLST) gibi yöntemler kullanılmaktadır 

(28, 30). Kullanılan yöntemler ile başlangıçta 1) teleomorfu Galactomyces anamorfu 

Geotrichum, 2) teleomorfu Dipoascus anamorfu Geotrichum, 3) teleomorfu 

Magnusiomyces anamorfu Saprochaete olarak isimlendirilmiş üç farklı gruba 

ayrılmışlardır (39). Bu grup mantarlar ilk olarak 1832’de Geotrichum adıyla, 1892’de 

Dipodascus, 1977’de Galactomyces adıyla literatürde karşımıza çıkmaktadır. Cinsin 

tanımlandığı “tip tür” (type species) Geotrichum candidum olduğu için, bu cins adı 

ilgili tür ve akrabalarına ayrılmıştır. İkinci grup için Dipoascus, üçüncü için ise 

Saprochaete’ye göre daha yeni olmasına karşın daha bilinen bir isim olduğundan 

telomorf ismi olan Magnusiomyces ismi ön plana çıkmıştır (39). 

Günümüzde Saprochaete türleri mantarlar âleminin Ascomycetes şubesi 

Saccharomycetes sınıfında Saccharomycetales takımı Dipodascaceae ailesi içinde 

sınıflandırılmışlardır (28, 30, 40). Klinik örneklerden en sık izole edilen iki türden biri 

Saprochaete capitata (Tl: Magnusiomyces capitatus) diğeri ise Saprochaete clavata 

(Tl: Magnusiomyces clavatus) olarak isimlendirilmişlerdir (28, 30). 

S. capitata suşlarında yoğun dallanma gösteren konidyal aparattan gelişen 

blastik konidya görülmesi nedeniyle Blastoschizomyces capitatus olarak ayrı bir 

isimlendirme önerisi de getirilmiş ancak Dipodascus’ta da bu kadar belirgin olmasa 

da benzer yapıların görülebilmesi nedeniyle yaygın kabul görmemiştir (30). S. capitata 

için literatürde daha önce kullanılan diğer isimler arasında Geotrichum capitatum, 

Trichosporon capitatum, Dipoascus capitatus sayılabilir (30). S. clavata için ise 

Geotrichum clavatum ismine rastlanabilmektedir (28, 30). 
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Güncel literatürde M. capitatus ve S. clavata isimlerinin kullanımı doğru kabul 

edilmekte ve bu türlerin etken olduğu enfeksiyonlar Magnusiomyces/Saprochaete 

enfeksiyonları olarak tanımlanmaktadır (1). Ancak, bu çalışmada aynı cinse ait türler 

olduğunun vurgulanması amacıyla anamorf isimleri kullanılmıştır. 

 
2.2. Epidemiyoloji 

 
 

Saprochaete türleri çevremizde çok farklı nişlerde bulunabilirler. Doğada 

toprakta (41), süt ürünlerinden (26), evlerde, sağlık kuruluşlarındaki bulaşık 

makinaları ve tıbbi cihazlardan (27, 42, 43) izole edilmişlerdir. S. capitata insan cilt 

ve mukozasını kolonize olabilmektedir. (41). S. clavata da insanda cilt, balgam ve 

gastrointestinal örneklerden izole edilmiştir (1). Dünyada farklı ülkelerden bildirilen 

sporadik olgular, Saprochaete türleri ile farklı vücut bölgelerini tutan enfeksiyonların 

gelişebildiğine işaret etmiştir. Fungemi ve organ tutulumları (karaciğer, akciğer, 

endokard, beyin, kemik, eklem,   cilt   vb.)   bildirilmiştir   (1).   İnvaziv 

Saprochaete enfeksiyonu görülen hastalar, diğer invaziv fungal enfeksiyonlara benzer 

şekilde immün sistemin baskılandığı, genel durumu kötü, invaziv girişim uygulanmış, 

hastanede ve yoğun bakımlarda uzun süre geçiren, geniş spektrumlu antimikrobiyal 

tedavi gören hastalardır ve hematoonkolojik hastalar ek risk altındadır(1, 4, 5, 7, 12, 

16, 36, 44, 45). Daha  önce ekinokandin alan  hastalarda  riskin arttığını bildiren 

çalışmalar bulunmaktadır (1, 12, 20, 46-48). İtalya (8, 25, 49), İspanya (26), Fransa 

(23), Çin(6, 50), Çekya (36), Brezilya (11), Hindistan (9, 12, 13), Irak(14), 

Japonya (15), Tunus (16) gibi farklı ülkelerden enfeksiyonlar bildirilmiştir. 2020 

yılında vakalara bakıldığında en yüksek vaka sayısı 87 vaka sayısı ile İtalya'dan 

bildirilmiştir (1). Ülkemizden de enfeksiyon bildirimleri bulunmaktadır (14, 18-22, 44, 

47, 51-55). Bunların dışında nozokomiyal salgınların bildirildiği durumlar da 

gözlenmiştir. Özellikle İtalya’da ve Fransa’da yüksek vaka sayılarına sahip 

Saprochaete salgınları yaşanmıştır. İlk salgın Martino ve ark. (25) tarafından 1990 

yılında İtalya’da bildirilmiştir. Bu salgınlarda etken tür Saprochaete clavata olmuştur 

Daha sonra İspanya’da kahvaltılık sütü sıcak tutmak için kullanılan termostan 

kaynaklanan S. capitata salgını bildirilmiştir (26). Avrupa’da görülen bir diğer salgın 

ise hastanenin bulaşık makinasından kaynaklanan Saprochaete salgınıdır (2). 

Ülkemizden de yoğun bakım ünitesinde üç hastanın etkilendiği bir S. capitata salgını 
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bildirilmiştir (24). Hastalarda tanı daha çok kan ve steril vücut sıvılarının kültürlerinde 

üreme gözlenmesi ile konulmuştur (1). 

Saprochaete enfeksiyonun nasıl bulaştığı ve yayıldığı hakkında bilgiler kesin 

değildir. Yaşanan salgınlarda enfeksiyonun insan, çevre veya cihaz kaynaklı olduğu 

düşünülenler bulunmaktadır (3, 26). 

 
2.3. Tanımlama 

 
 

2.3.1. Morfolojik Özellikler 

 
 

Saprochaete kolonileri 24-48 saatte üreyebilmekle birlikte genellikle 5 gün 

içinde olgunlaşmaktadır. Makroskopik olarak düz ve kırışık, düzensiz şekilde yayılan, 

olgunlaştıkça aerial hiflerin belirginleştiği, beyaz veya krem renkli, buzlu cam 

görünümünde koloniler oluştururlar (1, 56). Optimum üreme sıcaklıkları 30°C ile 

40°C arasındaki olabilmektedir (57). Bir çalışmada, S. clavata izolatlarının 45°C'nin 

üzerindeki sıcaklıklarda üremediği bildirilmişse de, üreme sıcaklığına dayanan bir tür 

ayrımı yapmak güvenilir bulunmamaktadır (3). 

Mikroskopik olarak maya hücreleri, gerçek hifler, yalancı hifler, bol 

annelokonidya ve az sayıda artrokonidya görülebilir (1, 28, 30, 56). 

Klinik örneklerden izole edilebilen iki tür olan S. capitata ve S. clavata 

makroskopik ve mikroskopik olarak ayırt edilememektedir ve bu durum tür ayrımında 

hatalara neden olabilmektedir (5, 28). Bu iki türün birbirinden ayrımı; epidemiyolojik 

özelliklerin tanımlanması, enfeksiyonların seyirlerinin ve tedavilerdeki olası 

farklılıkların belirlenmesi açısından önem taşımaktadır (31, 32, 58). 

 
2.3.2. Biyokimyasal Özellikler 

Karbohidrat asimilasyonu 

Mayalar karbohidratları fermente ve asimile edebilen organizmalardır. 

Fermantasyon, karbohidratların kullanılıp CO2 ve etanol üretilebilen anaerobik bir 

reaksiyondur. Asimilasyon ise karbonhidratların oksijen varlığında kullanılmasıdır. 

Mayaların tanımlanmasında karbonhidrat asimilasyon testlerinin önemli rolü 

bulunmaktadır. S. capitata ve S. clavata ’nın tür düzeyinde ayrımında kullanılabilecek 
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bazı farklılıklar bulunmaktadır. S. clavata izolatları genellikle salisin ve selobiyozu tek 

karbon kaynağı olarak kullanabilirken S. capitata kullanamamaktadır (1, 33). Yakın 

bir tür olan Magnusiomyces spicifer (Dipodascus spicifer) de salisin, selobiyoz ve 

arbutin negatiftir (1, 33). 

Rutin laboratuvarlarda, temeli karbonhidrat asimilasyon reaksiyonlarına dayalı 

ticari kitler maya tanımlaması için kullanılmaktadır. Bu ticari kitlere örnek olarak API 

20C (BioMérieux, Fransa), ID 32C (BioMérieux, Fransa), VITEK2 YST (BioMérieux, 

Fransa), Phoenix Yeast ID (Becton Dickinson, ABD), Remel RapID Yeast Plus 

System (Remel, ABD) verilebilir. Bu testlerde, sık rastlanan cins ve türlerin ayrımı 

daha başarılı olmakla birlikte Saprochaete gibi daha nadir görülen mantarların 

tanımlanmasında sorun yaşanabilmektedir (59-61). 

 
Üre hidrolizi 

 
 

Üre hidrolizi temelde üre içeren besiyerlerindeki ürenin hidrolize edilmesine 

dayanan bir testtir. Üreaz enzimi bulunan mikroorganizmalar, üreyi amonyak ve 

karbondioksite parçalar. Oluşan amonyak ortamın alkaliye dönmesine neden olur ve 

pH indikatörü olarak kullanılan fenol kırmızısı sayesinde besiyeri koyu pembeye 

dönüşür. Benzer koloni morfolojisi olan ve artrokonidya oluşturabilen Trichosporon 

türleri üreaz pozitif iken Saprochaete türleri üreaz negatiftir (56). 

Benzer biyokimyasal özellikleri olan yakın türlerin varlığı, bu özellikleri temel 

alan testler ve ticari kitler ile güvenilir tür ayrımı yapılmasını güçleştirmektedir (1, 28, 

40, 62). 

 
2.3.3. Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon-uçuş süresi kütle 

spektrometrisi (“Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time of Flight 

Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) 

 
MALDI-TOF MS yöntemi, mikroorganizmalara ait protein profillerini 

kullanarak tür düzeyinde tanımlama yapabilmektedir. Protein, peptid, şeker gibi 

biyomoleküllerin ve büyük organik moleküllerin iyonize edildikten sonra elektrik 

ve/veya manyetik alandan geçirilerek protein profilleri çıkarılmaktadır. Çıkarılan bu 

protein profilleri sistem veritabanında bulunan profillerle karşılaştırılmakta ve 

tanımlama yapılmaktadır (63). Sistem öncelikle bakteri tanımlamasında kullanılmış, 
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veritabanlarının gelişmesiyle birlikte mantarlarda da oldukça başarılı sonuçlar 

alınmaya başlanmıştır. Maya mantarlarının, özellikle veritabanlarında daha çok sayıda 

izolat ile temsil edilen klinik örneklerde daha sık rastlanan türlerin tanımlanmasında 

MALDI-TOF MS yönteminin başarı oranı son derece yüksektir (1, 63). 

Saprochaete türlerinin ayrımında da MALDI-TOF MS ile başarılı sonuçlar 

bildirilmiştir. S. capitata ve S. clavata sık kullanılan ticari MALDI-TOF MS sistemleri 

olan VITEK-MS (BioMérieux, Fransa) (64, 65) ve Bruker BioTyper (Bruker 

Daltonics, Bremen, Almanya) (7, 32) sistemlerinde güncel veritabanları veya 

genişletilmiş kurum içi veri tabanları ile tanımlanabilmektedir (1, 23). 

 
2.3.4. Moleküler yöntemler 

 
 

Mikroorganizmaların tanımlanması ve taksonomisinde geleneksel olarak 

kullanılan morfolojik ve fizyolojik özellikler, yerlerini zaman içinde moleküler 

yöntemlere bırakmaktadır. Mantarların tanımlanması ve sınıflandırmasında da, DNA 

özelliklerini ve dizilerini inceleyen moleküler yöntemler temel haline gelmiştir. 

Saprochaete türleri ve diğer yakın türlerin ayrımında da DNA baz içeriği ve birden 

fazla gen dizisinin incelenmesi ile önemli ilerlemeler kaydedilmiş ve taksonomide 

değişiklikler ortaya çıkmıştır (30). 

 
Polimer zincir reaksiyonu (PCR) 

 
 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hedeflenen gen bölgesine ait küçük DNA 

parçalarını çoğaltmak için kullanılan bir tekniktir (66). Kary B. Mullis’in 1985’te 

geliştirdiği bu yöntem, DNA incelemelerinde devrim niteliğinde bir ilerleme olduğu 

için Kary B. Mullis 1993 yılında Nobel Kimya Ödülü'ne layık görülmüştür (67). 

PCR yönteminde ilk aşama, eldeki örnek içinde bulunan DNA’nın ekstrakte 

edilmesidir. Mantar hücresinden DNA elde etmek için mantar hücre duvar yapısının 

parçalanması ve DNA’nın ortama salınmasını gerekmektedir. Bunu için kısa sürede 

farklı sıcaklıklara maruz bırakarak ısı yoluyla hücrenin parçalanması veya fenol 

kloroform ile DNA ekstraksiyonu kullanılabilmektedir. Farklı ticari kitler ile de DNA 

eldesinde başarılı sonuçlar alınabilmektedir (68, 69). Elde edilen DNA, PCR için kalıp 

DNA olarak kullanılır. 
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PCR’da çoğaltılacak parçanın özgül olarak belirlenmesini sağlayan bileşen 

primerlerdir. Primerler, amplifiye edilecek DNA bölgesinin başlangıç ve son kısmına 

bağlanabilen, 18-25 bp uzunluğunda yapay kısa DNA dizileridir ve her özgül 

reaksiyon için ilgili gen bölgesine göre belirlenirler. 

PCR tekniğinde DNA’nın çoğaltılması için Taq polimeraz enzimi 

kullanılmaktadır. Bu enzim, kalıp DNA’ya komplementer olacak şekilde sentez 

yapabilmenin yanı sıra yüksek sıcaklıklarda aktivitesini koruyabilmesi nedeniyle 

farklı sıcaklık döngülerinde dayanıklıdır. Bu sayede PCR işleminin enzim eklenmeden 

çok sayıda (genellikle 20-35 arasında) sıcaklık döngüsü ile yürütülmesi mümkün 

olmaktadır (70). 

PCR’ın gerçekleşeceği ortam için uygun bir tampon çözeltisi içinde kalıp 

DNA, primerler, Taq polimeraz ve sentezde kullanılacak DNA yapıtaşları olan 4 farklı 

bazı içeren deoksinükleotit trifosfatlar (dNTP) bir araya getirilir. 

PCR işlemi sırasında her döngüde ilk olarak çift sarmallı kalıp DNA’da sarmalı 

oluşturan iki iplik arasındaki hidrojen bağları koparılarak DNA denatüre edilir. 

Denatürasyon aşaması 94-96°C'de yaklaşık 5 dk’da gerçekleşir. DNA iplikleri 

ayrıldıktan sonra sıcaklık primerlerin bağlanması (“annealing”) için uygun değer 

sıcaklığa getirilir. Bu sıcaklık tasarlanan primerlere göre değişse de genellikle 45-50°C 

arasında olabilmektedir. Primerler bağlandıktan sonra Taq polimeraz için optimum 

sıcaklık olan 72°C'de DNA çoğaltılır. Çoğaltılan DNA çift sarmal olacağı için 

denatürasyon aşamasından başlayarak döngü tekrarlanır. Döngüler tamamlandıktan 

sonra elde edilen ürün farklı yöntemlerle belirlenmelidir. Geleneksel olarak, agaroz jel 

elektroforezi ile örnekteki DNA boyutuna göre ayrılır ve beklenen boyutta bant olup 

olmadığı kontrol edilir (70). 

Klasik PCR yöntemini temel alan farklı teknikler de geliştirilmiştir ve ihtiyaca 

göre uygun teknik seçilmektedir (66). 
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DNA dizi analizi 

 
 

Mantarların cins ve tür düzeyinde tanımlanmasında altın standart olarak tercih 

edilen yöntem bazı gen bölgelerine ait DNA dizilerinin analizi olmuştur. Mantarların 

tanımlanmasında genel olarak ribozomal DNA gen dizileri kullanılmakla birlikte, 

diğer genlerden yararlanılan çalışmalar da bulunmaktadır. Ribozomal DNA 

kompleksinde dört adet “transcribed spacer” bölgesi mevcuttur. İkisi 5.8 rDNA’nın iki 

yanında, 18S ve 28S rDNA gen bölgeleri arasındadır. Bu bölgeye “internal transcribed 

spacer” (ITS) bölgeleri denmektedir. Diğer iki bölge ise 18S ve 28SrDNA bölgelerinin 

dışında kalan “intergenic spacer” (IGS) ve “external transcribed spacer” (EGS) 

bölgeleridir (71). ITS, mantarlarda cins ve tür düzeyinde tanımlama için en sık 

kullanılan DNA bölgesidir. Bunun dışında 28 S rRNA “large subunit” (LSU) bölgesi, 

Rpb2, Act, Tef1a gibi farklı bölgeler kullanılabilmektedir ve 

Saprochaete/Magnusiomyces türlerinin ayrımında bu gen dizilerinden yararlanan 

çalışmalar bulunmaktadır (1, 28). Bu amaçla, ilgili bölgeler PCR ile çoğaltıldıktan 

sonra elde edilen ürün saflaştırılmakta ve baz dizilimi belirlenmektedir. Elde edilen 

diziler gen bankalarının veri tabanlarında kayıtlı bulunan mikroorganizmaların dizi 

analizleri ile karşılaştırılır. Bu sayede mikroorganizma tür düzeyinde tanımlanmış olur 

(72). 

 
Filogenetik analiz 

 
 

“Filogenetik”, organizmalar arasındaki alt üst soy ilişkilerinin açıklanmasını, 

cins ve türlerin tanımlanmasını ve organizmaların evrimsel ilişkisinin açıklanmasını 

sağlamaktadır. Geleneksel olarak, türler arasındaki ilişki “filogenetik ağaçlar” ile 

gösterilir. Bu gösterim ilk olarak İngiliz biyolog Charles Darwin tarafından (1809- 

1882) evrim teorisini açıklamada kullanılmıştır (72). 

Türler arasındaki işkilendirmenin; türler arası morfolojik, fizyolojik, genetik, 

coğrafi ve ekolojik farklılıklar dikkate alınarak yapılması gerekmektedir (30). 

Zamanla moleküler temelli çalışmaların filogenetik analiz için kullanımı 

yaygınlaşmıştır. Bu sayeden daha hızlı, daha güvenilir ve uluslararası geçerliliği olan 

sonuçlara ulaşılabilmektedir (71, 73). Filogenetik analiz için öncelik olarak atasal 

olarak korunmuş DNA, RNA ya da aminoasit dizileri kullanılır (71). Fungal 

sistematikte en çok tercih edilen bölgeler ITS ve 18S rDNA’dır (71, 74). ITS bölgesi 
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500-800 bp uzunluğundadır ve evrensel primerler kullanılarak kolaylıkla PCR ile 

çoğaltılabilir (75). Seçilen bölge verilerinin karşılaştırılması için çeşitli veri tabanları 

kullanılmaktadır. Amerikan Ulusal Kütüphanesinin bir parçası olarak oluşturulmuş 

NCBI (National Center for Biotechnology Information); içindeki BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), ve GenBank sıklıkla kullanılan veri bankalarıdır (76). 

 
2.4 Saprochaete türlerinin etken oldukları enfeksiyonlar 

 
 

Saprochaete türleri insanda kan, steril vücut sıvıları, cilt, solunum yolu ve 

gastrointestinal sistem örnekleri gibi farklı klinik örneklerden izole edilebilmektedir. 

Olguların bir kısmında izolasyon kolonizasyon olarak değerlendirilse de, lokal veya 

yaygın enfeksiyonlarda etken olabilmektedirler (1). Saprochaete enfeksiyonları, çoğu 

fungal enfeksiyona benzer olarak, daha çok bağışıklık sistemi baskılanmış veya genel 

durumu iyi olmayan hastalarda görülmektedir (1, 9, 12, 14, 18, 20, 44, 45, 53, 77). 

İmmünkompetan bireylerde de enfeksiyona neden olabildikleri raporlanmıştır (10). 

Klinik bulgular, tutulan organlara göre değişkenlik göstermektedir. Fungemi 

ile seyreden invaziv enfeksiyonlar sıklıkla bildirilmiştir (17, 20, 22, 32, 62, 78, 79). 

Kemik iliği örneğinde S. capitata üretilen bir olgu da bulunmaktadır (49). Hastaların 

kan, balgam, dalak, karaciğer, beyin apsesi, idrar gibi farklı klinik örneklerinde 

Saprochaete izole edilmiştir (21, 23-26). 

Saprochaete ve yakın cinslerde ekinokandin MİK değerlerinin yüksek olduğu 

gözlenmektedir. Farklı nedenlerle ekinokandin tedavisi alan hastaların yanı sıra; 

amfoterisin B, flukonazol ve posakonazol alan hastalarda da Saprochaete 

enfeksiyonlarının (“breakthrough” infection) ortaya çıkabildiği gözlenmiştir (1, 12, 

46-49, 62, 80). Fungal enfeksiyon tanısı için histopatolojik, görüntüleme yöntemleri, 

kültür ve örnekten doğrudan moleküler tespit yöntemleri kullanılabilmektedir. Ancak, 

enfeksiyon etkeninin kanıtlanması özellikle kan ve steril vücut sıvılarının kültüründe 

Saprochaete türlerinin üretilmesine dayanmaktadır (1). Karşılaştırmalı antifungal 

tedavi çalışmaları bulunmadığı için tedavi önerileri klinik verilere dayanmaktadır. 

Hastaya ait klinik durum ve in vitro duyarlılık verilerinin değerlendirilerek tedavinin 

düzenlenmesi önerilmektedir (1). 

Uygun antifungal tedavi altında bile mortalite oranları yüksektir (1, 36). 

Bildirilen mortalite oranları %60-80 arasında değişmektedir (23, 32, 33). 
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Hızlı tanı, erken dönemde uygun antifungal tedavi, varsa santral venöz kateterlerin 

çıkarılması ve altta yatan nötropeni varsa kontrolü ile ölüm oranları azalabilmektedir 

(1, 33). 

 
2.5. Virülans Fatörleri 

 

 
Mikroorganizma ve konağa ait birçok faktörün rol aldığı patojen ve konak 

ilişkisi son derece karmaşıktır. Mantarların gerçek hif oluşturma, maya-hif formu 

geçişi, yüzeyel antijenik yapılar, fenotipik değişim (“phenotypic switching”), yüzey 

hidrofobisitesi, toksinler ve hidrolitik enzimler gibi virülans faktörlerinin fungal 

enfeksiyonların patogenezinde rol aldıkları bilinmektedir. Virülans faktörlerinin 

ekspresyonu çevresel faktörlerle, enfeksiyonun evresine konak veya dokulara göre 

farklılık gösterebilmektedir (81, 82). 

Örneğin hif oluşumu, fagositozdan kaçmayı sağlayan ve doku invazyon 

yeteneğini arttıran bir virülans faktörüdür. Hif oluşturan mantarlar dokuya veya plastik 

yüzeylere daha iyi yapışabilmektedir (81). Duvar yapısında bulunan glukan, mannan, 

kitin gibi maddeler ise maya hücresine antijenik özellik kazandırmaktadır (81). 

Patogeneze neden olan bir diğer faktör olan hidrolitik enzimler ise genel olarak 

proteinazlar ve fosfolipazlar olarak ayrılsa bile başka lipolitik aktivite gösteren 

enzimlerin varlığı da tespit edilmiştir. Hidrolitik enzimlerin hidroliz yapabilme 

yeteneğinden kaynaklı olarak konak hücreye invazyon sırasında gerçekleşen membran 

hasarından sorumlu oldukları düşünülmektedir. Virülans faktörleri bazı mantarlarda 

örneğin Candida albicans’ta sıklıkla çalışılmasına rağmen Saprochaete ve benzeri 

nadir görülen bazı mantarlarda bu konuda yeterli çalışma bulunmamaktadır (82-85). 

 
2.5.1. Dimorfizm 

 
 

Mayaların hif ve maya formu arasında geçiş yapabilmelerine dimorfizm denir. 

Termal dimorfizm, gerçek sistemik mikoz etkenlerinde temel virülans faktörüdür (86). 

Maya hücresinin hif formunun invazyon sağladığı, daha küçük olan maya formunun 

ise yayılmayı sağladığı düşünülmektedir (87). Bu dönüşüm enfeksiyon sırasında 

çevresel koşullara bağlı olarak devamlı gerçekleşmektedir. 



12 
 

 

2.5.2. Fenotipik Değişim (“Phenotypic Switching”) 

 
 

Fenotipik değişim zor çevre şartlarında, üremeye uygun olmayan ortam 

koşullarında mikroorganizmaların kendini korumak için koloni morfolojilerini 

değiştirmesidir (88). Organizma, koşullara uyum sağlayabilmek için antijenlerini 

modifiye etmekte, bunun sonucu olarak koloni morfolojisinde değişiklik 

gözlenmektedir. Bu fenotipik değişim, geriye dönüşlü olarak gerçekleşmekte, ortam 

şartları değiştiğinde en baştaki morfolojilerine dönebilmektedir (86). Bir 

mikroorganizma birçok koloni morfolojisine sahip olabilir ve bu morfolojiler arasında 

geçiş yapabilir. Fenotipik değişimin immün sistemden kaçışı sağladığı ve biyofilm 

oluşumuna katkı sağladığı bilinmektedir. Hull ve ark. (89) tarafından tanımlanmış olan 

C. albicans’taki beyaz ve opak koloni geçişi en çok üzerinde çalışılan fenotipik 

değişimdir. Opak formdaki hücrelerde α feromonu üretildiği ve bu feromonun beyaz 

formdaki hücrelerde biyofilm üretimini uyardığı bildirilmiştir (86). 

 
2.5.3. Koagülaz 

 
 

Koagülaz enzimi bir plazma pıhtılaşma proteinidir. Fibrinojenin fibrine 

dönüşümünü sağlar. Ekstraselüler bir proenzimdir ve iki çeşidi bulunmaktadır. Serbest 

koagülaz enzimi protein yapılıdır ve “coagulase-reacting factor” (CRF) ile birleşerek 

aktive olur (90, 91). Bağlı koagülaz enzimi ise aktive olmak için CRF’ye gerek 

duymadan doğrudan etki gösterebilir (90). Koagülaz, ısıya dirençli ve filtrelerden 

geçebilen bir enzimdir (91). Organizmalar, özellikle stafilakoklar, koagülaz enzimi 

aktivitesi ile fibrin tabaka ile kaplanır. Bu tabaka sayesinde fagositozdan korunup 

patojenite kazanırlar (92-94). Mantarlarda, özellikle Candida türlerinde değişken 

oranlarda koagülaz varlığı gösteren çalışmalar bulunmaktadır (93, 95-99). 

Koagülaz enziminin varlığını araştırmak için lamda veya tüpte koagülaz testi 

uygulanabilmektedir. Lamda koagülaz testinde bağlı koagülaz, tüpte koagülaz testinde 

ise serbest koagülaz tespit edilmektedir (91, 100). Her iki test için EDTA’lı tavşan 

plazması tercih edilmektedir (91, 92, 94, 101). Kullanılan plazma çeşidinin test 

sonucunu etkileyebildiği belirtilmiştir (91, 95, 99). 
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2.5.4. Hemoliz 

 
 

İnsanlarda özellikler hemoglobinin yapısını oluşturan demir tüm canlılar için 

esansiyel elementtir. Mikroorganizmaların insandaki hemoglobindeki bulunan demiri 

kendi metabolik faaliyetlerinde demir kaynağı olarak kullanabilmeleri virülanslarına 

katkıda bulunmaktadır. Üzerinde en çok çalışılan fungal patojen olan C. albicans’ın in 

vivo ortamda kompleman reseptörleri aracılığıyla eritrositlere bağlanıp eritrositlerin 

lizizine neden olan bir hemoliz faktörü üretebildiği gösterilmiştir (102). Bu hemolitik 

faktörün yüksek ihtimalle fungal hücre yüzeyine bağlı bulunan bir mannoprotein 

olduğu düşünülmektedir (103). Hemolizin üretiminin diğer fungal patojenlerin 

virülansına da katkıda bulunabileceği düşünülmektedir (93, 104, 105). 

 
2.5.5. Proteinazlar 

 
 

C. albicans'ta tanımlanan proteinazlar diğer mantarlarda da virülans faktörü 

olabilmektedirler (81). Optimum olarak asit pH’da aktive oldukları için “asit 

proteinazlar” adı ile de bilinmektedirler. Proteinazlar çoklu SAP (“secreted acid 

proteinase”) gen ailesi tarafından kodlanmaktadırlar. SAP gen ailesinde SAP1’den 

SAP10’a kadar tanımlanmış gen bölgeleri bulunmaktadır. Bu gen bölgeleri; adezyon, 

invazyon, kutanöz enfeksiyon, penetrasyon, mantar hücresi duvar bütünlüğünden ve 

tomurcukların ana hücreden ayrılmasından sorumludurlar (81, 106). 

Glikoprotein yapısında olan proteinazlar; amino (N) ucunda triptofan, 

karboksil (C) ucunda lösin bulunan ve çok miktarda aspartik asit rezidüleri içeren bir 

polipeptid zincire sahiptirler. İçerdikleri aspartik asit miktarından dolayı “aspartik 

proteinazlar” da denmektedir (81, 107). Sığır hemoglobini, ovalbumin, kolajen, serum 

albümini, kazein, keratin, immünoglobulin A, hemoglobin, fibronektin gibi azot 

kaynağı oluşturan proteinler salgısal asit proteinazın substratlarıdır (107, 108). 

Mayalar, azot kaynağı olarak aminoasit veya amonyum tuzları içeren besiyerlerinde 

daha düşük, tek azot kaynağı olarak sığır serum albumini gibi bir protein içeren 

besiyerlerinde ise daha fazla asit proteinaz salgılayabilmektedirler (107, 108). Virülans 

faktörü olarak asit proteinazların değerlendirildiği çalışmalar çoğunlukla Candida 

türlerinde yapılmıştır ve asit proteinaz üreten Candida türlerinde virülansın diğer 

türlere göre yüksek olduğu görülmüştür (82-84). 
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2.5.6 Fosfolipaz 

 
 

Fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerdeki bir veya daha fazla ester bağını hidroliz 

ederek membran bütünlüğünün bozan enzimlerdir. Hidrolize ettikleri ester bağları 

temel alınarak fosfolipaz A, B, C, D olarak sınıflandırılırlar (109). Fosfolipaz A1 

gliserol molekülünün sn-1 pozisyonundaki, fosfolipaz A2 sn2 pozisyonundaki, 

fosfolipaz B hem sn-1 hem de sn-2 pozisyonundaki açil ester bağlarını, fosfolipaz C 

fosfolipid omurgadaki ilk, fosfolipaz D ise ikinci fosfodiester bağını koparmaktadır 

(109). Mikroorganizmanın hücre dışına salgıladığı fosfolipazlar konak hücreye 

penetrasyonu kolaylaştırararak, hücreyi lizize uğratarak ya da hasar vererek 

enfeksiyon patogenezine katkı sağlarlar. Mikroorganizmanın fosfolipaz 

salgılayabilme yeteneği ve salgılanan enziminin miktarı virülans açısından önemli 

bulunmaktadır (109-111). Clostridium perfringens ve Pseudomonas aeruginosa gibi 

bakteriyel patojenlerin yanı sıra C. albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus 

fumigatus gibi fungal patojenlerde de varlığı gösterilmiştir (109). C. albicans’ta maya 

formunun hiflere göre daha fazla fosfolipaz enzimi salgıladığı, fosfolipaz üretiminin 

ortamdaki glukoz miktarı gibi koşullardan etkilendiği de bildirilmiştir (111). 

Bildiğimiz kadarıyla Saprochaete türlerinde fosfolipaz üretimini araştıran çalışma 

bulunmamaktadır 

 
2.5.7 Esteraz Enzimi 

 
 

Fosfolipaz enziminin aksine L-a (alfa) lesitin, triolein ve tripalmitini hidrolize 

edemeyen esteraz enzimi; triaçilgliserollerin ester bağlarını hidrolize eder. Suda 

çözünebilen uzun zincirli yağ asitlerine de etki ederler (112). İlk olarak 1978 yılında 

Rudek tarafından Tween 80 opasite testi ile saptanabileceği gösterilmiştir. Bu testte, 

esteraz enzimi besiyerinde bulunan Tween 80’i hidroliz etmekte ve açığa çıkan yağ 

asitleri kalsiyum ile birleşmektedir. Bu sayede esteraz enzim varlığı tespit 

edilebilmektedir (108, 113). 

 
2.5.8 Yüzey Hidrofobisitesi 

 
 

Enfeksiyonun patogenezinde ilk olarak etken olan mikroorganizmanın konak 

hücreye tutunması gerekmektedir (114, 115). Yapılan çalışmalarda hidrofobik 
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moleküllerle temasın patojenin konak hücreye yapışmasını kolaylaştırdığı görülmüştür 

(116). Örneğin, hidrofobik özellik gösteren mayaların vajen ve yanak epitellerine daha 

fazla tutunduğu tespit edilmiştir (117, 118). Hücre yüzeyine hidrofobik özellik 

kazandıran hidrofobik moleküller suda çözünmeyip eter, alkol gibi apolar çözücülerde 

çözünebilen moleküllerdir. Hücre duvarı yapısında sıklıkla lipitlere bağlı alifatik 

hidrokarbon zincirleri olarak bulunurlar. Hidrofobik özellik zincirdeki karbon sayısına 

bağlı olarak artmaktadır (107, 108). Temas açı ölçümü, tuz birikimi, hidrokarbon 

adezyon yöntemi, polistiren mikro küre yöntemi gibi hücre yüzey hidrofobisitesini 

ölçmede kullanılan çeşitli yöntemler bulunmaktadır (117, 119, 120). 

 
2.5.9 Biyofilm Oluşturma Yeteneği 

“Slime” Faktörü (Yapışma Faktörü) 

“Slime” faktörü mikroorganizma tarafından salgılanan ve hem organik hem de 

inorganik yüzeylere (deney tüpleri, kateterler, ortopedik implantlar vb.) tutunmayı 

sağlayan bir virülans faktördür (121). İlk olarak 1980’li yıllarda koagülaz negatif 

stafilokoklarda tanımlanmıştır (122, 123). “Slime” faktörü ayrıca opsonizasyon, 

fagositoz ve kemotaksis gibi immün savunma mekanizmalarına karşı 

mikroorganizmayı koruyabilmekte ve antimikrobiyal ajanlara karşı direnç 

sağlayabilmektedir (124). “Slime” faktörü ile mikroorganizma yüzeye tutunup 

kolonize olduktan sonra çok kısa bir süre içinde fibrinojen, fibrin, fibronektin ve 

vitronektin gibi konağa ait ekstraselüler matriks proteinleri ile biyofilm tabakaları 

oluşmaktadır (125). Birkaç milimetre kalınlığında olabilen biyofilm tabakası, 

mikroorganizmalar ve amorf ekstraselüler glikokaliksten oluşmakta ve 

mikroorganizmayı çevre şartlarından korumaktadır (121-123). 

Mantarlarda biyofilm oluşturma yeteneği sık karşımıza çıkmakta, Candida 

türlerinin “slime” faktörü ile kolonize olduğu bilinmektedir. Bu sebepler tıbbi alanda 

protezler, endotrakeal tüpler, kateter gibi malzemelerin yaygın kullanılmaya 

başlanmasıyla Candida enfeksiyonlarında artış görülmektedir (126). Trichosporon 

türlerinde de katetere adezyon ve biyofilm oluşturma özelliğinin önemli bir virülans 

faktörü olduğu gösterilmiştir (127). Bonaventura ve ark. (128) tarafından yapılan 

çalışmada T. asahii izolatlarında yüzeye adezyonun gerçekleştiği ve 25-40 μm 

kalınlığında bir biyofilm tabakası oluştuğu tespit edilmiştir. 
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D'Antonio’nun satral venöz kateter ile ilişkili fungemisi olan hastaların kan ve 

kateter uçlarından elde edilen altı S. capitata izolatıyla yaptığı çalışmada tüm 

izolatların, yüksek oranda “slime” üretebildiğini tespit etmiştir (129). Bir diğer 

çalışmada ise çalışmada S. capitata enfeksiyonu olan hastalarda, enfeksiyonun 

başlamasından sonraki 5 gün içinde santral venöz kateterlerin çıkarılması ile hastaların 

durumlarının düzeldiği bildirilmiştir (130). Bu durum, Saprochaete türlerinin santral 

venöz kateterler ve diğer protez tıbbi cihazlar üzerinde biyofilm oluşturabildiğini 

düşündürmüştür (129). 

 
“Quorum Sensing” 

 
 

“Quorum Sensing” mikroorganizmaların bir ortamda yeterli yoğunluğa 

ulaştıklarında birbirleriyle iletişim kurarak ortak hareket etmeleridir (86, 131). 

Mikroorganizma belirli sayıya ulaştıklarında gen ekspresyonu ve hücre aktivitesi 

değişmektedir (86). Aktivite değişimi sırasında hücrelerden küçük sinyal molekülleri 

de salgılamaktadırlar. Az sayıda hücre varken bu sinyaller değişiklik yaratmazken 

hücre sayısı arttıkça hücre için bir uyarı görevi görür ve toplu olarak ortama uyumu ve 

konak savunmasından kaçışı sağlar (132). Biyofilm oluşumunda hücre yoğunluğunun 

çok artığı ve ortamda yeteri kadar besin kalmadığı durumlarda gerçekleşen 

biyofilmden ayrılma aşamasında, biyofilmdeki mikroorganizmalar bu şekilde iletişim 

kurmaktadır (133, 134). 

 
Biyofilm 

 
 

Biyofilmler, genel olarak mikroorganizmaların canlı ya da cansız yüzeylere 

tutunarak, kendi ürettikleri polisakkarit matriks olarak tanımlanabilir (135). İlk olarak 

17. yy ’da Leuwenhoek tarafından diş eti plaklarında gözlemlenmiştir. 

Biyofilmler oluşruran mikroorganizmalar konak hücre cevabı, antimikrobiyal 

tedavi ve olumsuz çevre koşulları gibi etkilerden korunabilmektedir (135, 136). 

Günlük hayatta, doğada su ortamlarında, su sistemlerinde, arıtma borularında 

oluşabildiği gibi canlı dokularda ortopedik implantlarda, kateterler ve vücuda 

yerleştirilen tıbbi malzemelerde, dişeti ve diş minelerinde oluşabilir. Enfeksiyon 

nedeni olan biyofilmler morbidite ve mortaliteye neden olan hastane enfeksiyonlarının 

yarısından fazlasının temel sebebidir (122, 136, 137). 
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Fungal biyofimler hakkında yapılan çalışmalar bakterilere göre daha sonra 

başlamıştır. Küçük kateter parçalarında yapılan in vitro biyofilm çalışmaları, C. 

albicans’ın albicans dışı Candida türlerine göre daha iyi biyofilm oluşturabildiğini ve 

fungal biyofilmlerin bakteri biyofilmlerine benzediğini tespit etmiştir (138). Farklı 

olarak, mantarlarda hem maya hem de hif formları biyofilm oluşumunda görev 

alabilmektedir (87, 139). 

Biyofilmleri oluşturan yapılar, mikrobiyal hücreler ve ekstraselüler matrikstir. 

Biyofilmlerin karbon içeriğinin çoğunluğunu polisakkarit yapıda olan ekstraselüler 

matriks oluşturmaktadır. Bu matriks tabakanın içinde mikrokoloniler halinde canlı 

mikroorganizmalar ve mikroorganizmaların aralarında madde alışverişine olanak 

tanıyan mikrokanallar bulunmaktadır (122, 139). Biyofilm oluşurken ilk olarak yüzeye 

tutunmayı kolaylaştıran hazırlayıcı film tabakası oluşur. Daha sonra 

mikroorganizmalar yüzeye adezyon yapar. Biyofilm olgunlaşırken kollajen, fibrinojen 

ve fibronektin gibi makro moleküller birikmektedir. Bu aşamada fungal biyofilmlerde 

hifal oluşumlar da görülmeye başlamaktadır. Maya hücreleri ince bir tabaka halinde 

yüzeye tutunurken, hif formları bu tabakanın üstünde kalın bir tabaka oluşturmaktadır 

İki fungal formun işlevi birbirini tamamlamaktadır. Hif formu olmazsa, biyofilm maya 

hücrelerinden oluşan ince bir tabaka ile sınırlanmaktadır. Maya formu olmadığında ise 

kalın hif tabakası yüzeye yeterince tutunamakta ve kolayca ayrılmaktadır (87, 140, 

141). Olgunlaşan biyofilmlerde mikroorganizmaların bir kısmı koparak ayrılmaktadır 

(142). Biyofilmden ayrılan hücreler planktonik faza geçip başka yüzeylere 

tutunabilmektedir. Biyofilm gelişme aşamaları ve mikroorganizmaların ayrılması, 

hücrelerin “quorum sensing” molekülleri ile iletişimi sayesinde belirlenmektedir. İlgili 

moleküller mikroorganizmalarda gen ekspresyonunu değiştirmektedir (143). 
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2.6. Antifungal Duyarlılık 

 

 
2.6.1. Saprochaete türlerinde Antifungal Duyarlılık Testleri 

 
 

Fungal enfeksiyon sıklığının artması, kazanılmış antifungal direncinin bir 

sorun haline gelmesi ve antifungal tedavi seçeneklerinin çoğalması antifungal 

duyarlılık testlerine gereksinimi artırmıştır (144, 145). Bu testlerin standardize 

edilmesi, farklı çalışmalarda elde edilen sonuçların karşılaştırılabilmesi için zorunlu 

olmuştur. Bu amaçla referans test yöntemleri geliştirilmeye başlanmıştır. Cins ve tür 

düzeyinde mikroorganizmalar ve farklı antifungaller için öneriler eklenerek bu 

testlerin kapsamı genişletilmeye devam etmektedir. Günümüzde CLSI ve EUCAST 

önerileri en sık kullanılan kılavuzlar olarak ön plana çıkmıştır. CLSI (daha önce 

National Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS) 1968’de 

laboratuvarlarda antimikrobiyal duyarlılık testlerinin kalite kontrolü ve 

standardizasyonu için kurulmuş, antifungal duyarlılık için standardizasyon 

gereksinimini vurgulayan raporunu 1985’te, ilk önerilerini de 1992’de yayınlanmıştır 

(144, 145). Benzer amaçlarla 1997’de kurulan EUCAST da antifungal duyarlılık için 

ilk önerilerini 2008’de yayınlamıştır (145). Mayalar için geliştirilen referans yöntem 

önerileri, başlangıç olarak Candida ve Cryptococcus türleri için geliştirilmiş olmakla 

birlikte, diğer maya cinsleri için de kullanılmaktadır. (146, 147). Bunların dışında 

rutin laboratuvarlarda sıklıkla kullanılan ticari yöntemler de bulunmakla birlikte bu 

testtlerle ilgili deneyimler yine de daha çok sık görülen patojenlere ilişkindir (145). 

 
2.6.2 Mayalar için Önerilen Referans Antifungal Duyarlılık Test 

Yöntemleri 

 
Buyyon makrodilüsyon yöntemi 

 
 

CLSI önerilerinde bulunan bu yöntemde test edilecek antifungal dilüsyonları 

tüplerde hazırlanmaktadır (146). Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

besiyeri içinde istenen konsantrasyonlarda çözülen antifungalden 0,1 ml tüpe konur. 

Antifungal içermeyen besiyeri konmuş iki tüp üreme kontrolü ve besiyeri sterilite 

kontrolü olarak ayrılır. Steril serum fizyolojik (SF) içinde 1-5x106 cfu/ml olacak 
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şekilde hazırlanan maya süspansiyonun RPMI 1640 besiyeri içinde 1:20 sulandırarak 

0,5-2,5x103 cfu/ml maya içeren inokulum hazırlanır. Hazırlanan inokulumdan 0,9 ml 

antifungal içeren tüplere ve üreme kontrolü tüpüne eklenir ve karıştırılır. Tüpler 

35±2°C’de Candida türleri için 46-50 saat, Cryptococcus neoformans için 70-74 saat 

inkübe edilir. Sürenin sonunda farklı antifungal dilüsyonların bulunduğu tüplerdeki 

üreme, antifungal içermeyen üreme kontrol tüpü ile kıyaslanarak görsel olarak 

değerlendirilirler 

 
Buyyon mikrodilüsyon yöntemi (BMD) 

 
 

Makrodilüsyon yöntemine benzeyen yöntem daha kolay, daha ucuz ve daha 

hızlı olduğu için tercih edilmekte ve altın standart olarak kullanılmaktadır (145). 

Küçük farklar ile CLSI ve EUCAST önerilerinde yerini almıştır (146, 147). İki 

kılavuzun önerileri de henüz Candida ve Cryptococcus türleri ile sınırlanmıştır. 

Bu yöntemde, RPMI 1640 besiyerinde hazırlanan antifungal dilüsyonlarından 

100’er μl 96 kuyucuklu mikroplakların her satırında ilk 10 kuyucuğa seri dilüsyon 

olarak dağıtılır. Her satırda 11.kuyucuk üreme kontrolü, 12.kuyucuk ise sterilite 

kontrolü olarak ayrılır. CLSI yönteminde U tabanlı plaklar tercih edilmekte, EUCAST 

yönteminde ise düz tabanlı ve hücre kültürü için hazırlanmış mikroplaklar önerilmekte 

ve çift kat konsantrasyonda RPMI 1640 besiyeri kullanılmaktadır. Maya inokulumu 

CLSI yönteminde RPMI besiyerinde 0,5-2,5X103 cfu/ml, EUCAST yönteminde ise 

SF içinde 0,5-2,5X105 cfu/ml olarak hazırlanır. Her satırdaki ilk 11 kuyucuğa 100’er 

μl maya süspansiyonu, 12. kuyucuğa ise 100 μl steril distile su eklenir. Plaklar 

35±2°C’de inkübe edilir. Sonuçlar CLSI yönteminde üreme yeterli ise 24 saatte, 

değilse 48 saatte değerlendirilir. Bu süre C. neoformans için 72 saate 

uzatılabilmektedir. EUCAST yönteminde sonuçlar 24 saatte spektrofotometrik olarak 

(530 nm, 405 nm veya 450 nm) okunur. Okuma sırasında yeterli üreme olmadığı 

saptanırsa (OD değeri <0,2) 12-24 saatlik ek inkübasyon gerekmektedir. Cryptococcus 

türlerinde, 48 saatte yeterli üreme olmaması durumunda testin 30°C’de tekrar edilmesi 

önerilmektedir. İlgili mikroorganizma ve antifungal için elde edilen MİK değerleri, 

varsa, yönteme özgü klinik sınır değerler ile karşılaştırılarak duyarlı, artmış 

maruziyette duyarlı veya dirençli ayrımı yapılmaktadır (37, 38). Bunun bulunmadığı 

durumlarda tanımlanmış epidemiyolojik eşik değer (“epidemiological cut-off”, 
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ECOFF) varsa ilgili izolatın sokak suşu (“wild type”) olup olmadığı 

belirlenebilmektedir (148, 149). 

 
Disk difüzyon yöntemi 

 
 

Bu yöntem CLSI önerileri arasında bulunmaktadır ve Candida türleri ile 

sınırlıdır (150). Test için %2 glukoz ve 0,5 µg/ml metilen mavisi eklenmiş Mueller– 

Hinton agar kullanılmaktadır. Steril SF içinde 0,5 MacFarland standardında (1-5x106 

cfu/ml) maya süspansiyonu hazırlanır ve eküvyon ile homojen olacak şekilde agar 

yüzeyine yayılır. Antifungal diskleri aralıklı olarak besiyerine yerleştirilir. Plaklar 24 

saat 35±2°C’de inkübe edilir. Üremenin yetersiz olduğu durumlarda inkübasyon 48 

saate uzatılabilir. Plak, siyah ve ışığı yansıtmayan bir zeminden birkaç cm yukarıda 

tutulur ve disk çevresinde üremenin belirgin olarak azaldığı zon çapı ölçülür. 

 
2.6.3 Mayalar için Kullanılabilen Referans Dışı Antifungal Duyarlılık Test 

Yöntemleri 

 
Referans yöntemlerin rutin laboratuvarlarda uygulanması zaman alıcıdır ve 

deneyim gerektirmektedir. Bu nedenle uygulama kolaylığı sağlayan bazı ticari 

yöntemler yaygın olarak kullanılmaktadır (144, 145, 151). 

 
Gradiyent Difüzyon Şeritleri 

 
 

Antifungal belirlenen bir gradiyent ile eklendiği plastik veya nitroselüloz 

şeritler kullanılmaktadır. Bu yöntemde MİK değeri elde edilebilmesi, disk difüzyon 

yöntemine göre avantaj sağlamaktadır. Disk difüzyondakine benzer şekilde hazırlanan 

inokulum besiyeri yüzeyine yayılmakta ve şerit yerleştirilmektedir. Üreme 

inhibisyonu 35±2°C’de 24-48 saat inkübasyon sonrasında okunmaktadır. MİK değeri 

şerit etrafında oluşan inhibisyon elipsinin şerit üzerindeki ölçekle kesiştiği noktadır. 

Okuma göz ile yapıldığından deneyimin önemli olduğu belirtilmektedir. Mayalar için 

referans yöntem ile esansiyel uyumu (“essential aggrement”, EA), mikroorganizma ve 

antifungale göre değişkenlik göstermekle birlikte, genellikle %90’nın üzerinde 

bulunmuştur. BMD yönteminde artan antifungal konsantrasyonlarında üremedeki 

azalmanın net olmadığı çok sayıda ardışık konsantrasyon boyunca devam ettiği 
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(“trailing” gösteren) izolatlarda MİK değerinin belirlenmesinde daha başarılı olduğu 

düşünülmektedir. Amfoterisin B dirençli Candida izolatlarının ayrımında BMD 

yöntemine göre avantaj sağladığı iddia edilmekle birlikte bu konu kesinliğe 

kavuşturulamamıştır. Ayrıca, şeritlerin ticari olarak sağlanması gerekmektedir. Bu 

durum maliyeti etkileyebilmekte ve farklı ürünlerde kalitenin korunmasını 

güçleştirmektedir (145). 

 
Sensititre YeastOne Testi 

 
 

Sensititre YeastOne (ThermoFisher Scientific, ABD), mayalarda antifungal 

duyarlılığın test edilmesi için farklı konsantrasyonlarda antifungal konmuş 

kuyucuklardan oluşan kolorimetrik bir paneldir. Panel kuyucuklarında üremeye bağlı 

pH değişikliği, içerikte bulunan rezasurinin renk değiştirmesini sağlar ve buna göre 

okuma yapılır. Çoğu çalışmada laboratuvarlar arasında tekrarlanabilirlik yüksek ve 

referans yöntem ile karşılaştırıldığında EA %90’ın üzerinde bulunmuştur (145). 

 
VITEK2 Maya Panelleri 

 
 

VITEK2 sistemi (BioMérieux, Fransa) için geliştirilmiş maya duyarlılık 

panelleridir. Farklı konsantrasyonda liyofilize antifungal içeren kuyucuklara SF içinde 

hazırlanan inokulum eklenir ve otomatize sistem içinde inkübe edilir. Sistemde 12-14 

saatte (36 saate kadar uzatılabilir) okunur. Otomasyonun katkıda bulunduğu uygulama 

ve değerlendirme kolaylığı nedeniyle rutin laboratuvarlarda sıklıkla kullanılmaktadır. 

CLSI ve EUCAST referans BMD yöntemleri ile uyumu genellikle %95’in üzerinde 

bulunmuştur (145). 

 
Akım sitometrisi 

 
 

Seri dilüsyonda antifungale maruz bırakılan maya hücrelerinin canlı/ölü 

hücreleri farklı boyayan floresan bir boya ile işaretlenmei ve akım sitometre (“flow 

cytometer”) cihazı ile canlı/ölü hücrelerin ölçümü temeline dayanmaktadır. Umut vaat 

eden sonuçlar vermesine karşın henüz standardize edilememiştir (145). 
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MALDI-TOF MS 

 
 

Bu yöntemde de maya hücreleri farklı dilüsyonlarda antifungale maruz 

bırakılmakta ve oluşan hasarın neden olduğu değişim MALDI-TOF MS cihazı ile 

tespit edilmektedir. Henüz yöntem geliştirilme aşamasındadır ve rutin laboratuvarlarda 

kullanıma girmemiştir (145). 

 
2.6.4. Saprochaete türlerinde Antifungal Duyarlılık Durumunun 

Değerlendirilmesi 

 
Saprochaete türlerinde antifungal MİK değerlerinin belirlenmesi için 

genellikle Candida türleri için önerilen referans yöntemler uygulanmaktadır. Henüz 

direnç durumunu yorumlamak için sınır değer belirlenmemiştir. Tedavi seçiminde 

klinik durum ön planda olmakla birlikte, epidemiyolojik bilgi birikiminin sağlanması 

ve Saprochaete türlerinin etken olduğu olgularda tedavinin yönlendirilmesi amacıyla 

bu testleri uygulayan ve elde edilen MİK değerlerini bildiren çalışmalar bulunmaktadır 

(1, 20, 31, 40, 47, 77). Bu çalışmalarda ekinokandin MİK değerlerinin yüksek 

bulunduğu raporlanmıştır. S. capitata izolatları, ekinokandinlere in vitro ve in vivo 

olarak dirençli kabul edilmektedir (1). S. capitata’da β-1,3-D-glukan sentazın katalitik 

alt birimini kodlayan FKS geninin “hot spot 1” (HS1) bölgesinde ilk pozisyonda 

duyarlı mantarlardan (Örneğin Saccharomyces cerevisiae) farklı olarak F’den L’ye bir 

aminoasit değişimi tespit edilmiştir. Bu pozisyonda, ekinokandin doğal dirençli 

mantarlarda (Örneğin Fusarium, Lomentospora) ve kazanılmış ekinokandin direnci 

saptanan Candida izolatlarında da farklılık gözlenebilmektedir (152). 

Saprochaete izolatlarında flukonazol MİK değerleri de yüksek bulunmaktadır. 

Vorikonazol (0,03-0,5 mg/l), itrakonazol (0,03-0,5 mg/l), posakonazol (0,016-1 mg/l) 

ve isavukonazol (0,016-0,5 mg/l) MİK değerlerleri ise genellikle düşük bulunmuştur 

(1). Ancak, hem S. capitata hem de S. clavata için isavukonazol MİK değerlerinin 4 

mg/l’yi aştığı izolatlar görülmüştür (1, 153). 

Amfoterisin MİK değerleri orta aralıkta (0,5-2 mg/l) seyretmekte ve flusitozin 

MİK değerleri genelde düşük (0,125-0,5 mg/l) bulunmaktadır (1, 31). 

Ekinokandin tedavisi altında daha sık olmakla birlikte; flukonazol, 

posakonazol hatta amfoterisin B altında “breakthrough” enfeksiyonlar gözlenmiştir. 

ESCMID-ISHAM kılavuzu, antifungal tedavi için amfoterisin B önermekte, buna 
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flusitozin veya vorikonazol eklenebileceğini belirtmektedir (1). Tek başına 

vorikonazol, itrakonazol ve MİK değeri düşük izolatlar için yüksek doz flukonazol 

kullanımı da öneriler arasındadır (1). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
 

3.1. Çalışmaya Alınan İzolatların Seçimi 

 
 

Çalışmaya Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı Mikoloji Birimi’nde 2006-2022 yılları arasında balgam, safra, vajinak akıntı, püy, 

kan idrar, DTA ve kan kateter kültürlerinden izole edilen ve konvansiyonel 

yöntemlerle Saprochaete türleri (S. capitata, B. capitatus, G. capitatum, M. capitatus, 

S. clavata, M. clavatus, G. clavatum gibi önceki ve yeni taksonomik isimler dâhil) 

olarak tanımlanan izolatlar dâhil edilmiştir. İzolatlar rutin laboratuvarda koloni 

morfolojisi, mısır unlu Tween 80 agarda mikroskopik morfoloji, üreaz negatifliği ve 

ID32C kitinde (BioMérieux, Fransa) elde edilen karbon asimilasyon profilleri ile 

tanımlanmıştır (56). Klinik örneklerden üretilip tanımlandıktan sonra -20°C’de %15 

gliserol içeren beyin kalp infüzyon buyyonunda saklanmışlardır. Üreme listelerinde 

Saprochaete olarak kayıt edilen izolatlar, stoktan çıkarılarak Sabouraud dekstroz 

agarda (SDA, Oxoid, Birleşik Krallık) 37°C’de canlandırılmıştır. Kültürün saflığının 

doğrulanması için en az bir kez tek koloni pasajları yapılmıştır. Besiyerlerindeki 

üremenin karışık olmasından şüphelenildiğinde, kromojenik besiyeri (Himedia, 

Hindistan) kullanılarak üremenin saflığı kontrol edilmiştir 

Bir hastadan birden fazla üreme olması durumunda ilk izolat çalışmaya dâhil 

edilmiştir. 

 
3.2. İzolatların Tür Düzeyinde Tanımlanması 

 
 

Çalışmaya alınan izolatların makroskopik ve mısır unlu Tween 80 agardaki 

mikroskopik morfolojileri kontrol edilmiştir. Cins ve tür düzeyinde tanımlamanın 

doğrulanması için MALDITOF-MS yöntemi kullanılmıştır ve kesin tanımlama için 

altın standart olarak kabul edilen dizi analizine başvurulmuştur. 
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3.2.1 MALDITOF-MS yöntemi 

 
 

Üretici firmanın önerileri doğrultusunda 24 saatlik mantar kolonisinden alınan 

örnek, metal plak (“target”) üzerindeki kuyucuğa konulmuştur. Üzerine 1µl %70’lik 

formik asit damlatılmış, kuruduktan sonra 1 µl matriks çözeltisi eklenmiştir. Matriks 

çözeltisi için 2,5 mg α-siyano-4-hidroksisinamik asit (HCCA, Sigma 70990, Birleşik 

Krallık) 75 µl metanol ve 150 µl organik çözücü (475 µl su, 500 µl asetonitril, 25 µl 

trifloroasetik asit) içinde çözülmüştür. Kuyucuktaki ekstre, MALDITOF-MS cihazı 

(Bruker Corporation, ABD) ile değerlendirilmiştir. 

 
3.2.2 DNA Dizileme 

 
 

Çalışmaya alınan izolatlarda ITS ve gerektiğinde Rpb2 gen bölgeleri 

çoğaltılarak DNA dizileri değerlendirilmiştir. 

 
DNA Ekstraksiyonu 

 
 

İzolatların 24 saat 37°C’de SDA’da üretilmesi ile elde edilen taze kolonilerden 

alınarak 20 µl steril distile su içeren steril mikrosantrifüj tüplerine konmuş ve 

homojenize edilmiştir. Maya süspansiyonu içeren tüpler 10 dakika 95°C’ye getirilmiş 

ısı bloğunda 10 dk ve sonra -80°C’lik derin dondurucuda 30 dk bekletilmiştir. Bu 

işlemler 3 kez tekrarlanmıştır. Hücrelerin ısı farkı ile lizise uğraması sonucu ekstrakte 

edilen DNA -20°C’de saklanmıştır ve polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kalıp 

DNA olarak kullanılmıştır (154). 

 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

 
 

İzolatlara ait DNA’dan ITS ve gerektiğinde Rpb2 genleri PZR ile 

çoğaltılmıştır. Bunun için kullanılan primerler Tablo 3.1’de, reaksiyon için kullanılan 

karışım Tablo 3.2’de, kullanılan PZR döngü sıcaklıkları Tablo 3.3’te verilmiştir. 
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Tablo 3.1. Dizi analizi için polimeraz zincir reaksiyonu ile çoğaltılan gen bölgelerinin 
çoğaltılması için kullanılan primerler 

 

Gen Primer 

Adı 

Primer Dizisi Beklenen 

Boyut 

(baz) 

Kaynak 

ITS ITS1-F 5’-TCCGTAGGTG AACCTGCGG-3’ 348  

 ITS4-R 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’   

    (28) 

Rpb2 Rpb2-6F 5’-TGGGGKWTGGTYTGYCCTGC-3’ 708  

 Rpb2-7R 5’-CCCATWGCYTGCTTMCCCAT-3’   

 
Tablo 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu için kullanılan karışım içeriği 

 

Bileşen Miktar (µl) 

Taq DNA Polimeraz (5U/ μl) 0,125 

10X Tampon Çözeltisi (1,5 mM MgCl2 içeren) 3,0 

MgCl2 2,7 

dNTP Mix (10 mM) 0,6 

Primer, “Forward” (10 pmol/µl) 1,2 

Primer, “Reverse” (10 pmol/µl) 1,2 

Kalıp DNA 1,0 

DNAaz, RNaz içermeyen su 20,7 

Toplam hacim 30,0 



27 
 

 

Tablo 3.3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan döngü sıcaklıkları 
 

 Basamak Sıcaklık Süre 

Döngüler    

İlk döngü İlk denatürasyon 94oC 7 dakika 

Ara döngüler 

(35 tekrar) 

Denatürasyon 94oC 30 saniye 

Bağlanma (“Annealing”) 60oC (ITS) 

51oC (Rpb2) 

60 saniye 

 Elongasyon 72oC 90 saniye 

Son döngü Son elongasyon 72oC 5 dakika 

 Saklama 4oC Sonsuz 

 
DNA Dizi Analizi 

 
 

ITS ve Rpb2 geni PZR ürünlerinin DNA dizilimleri Sanger sekanslama ile 

belirlenmiştir. Bunun için, üretici firmanın önerilerine göre ürünler saflaştırılmıştır 

(PureLink PCR Purification Kit, Thermo Fisher Scientific, ABD). İlgili geni çoğaltan 

primer çiftinden biri ile BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 

Fisher Scientific, ABD) kullanılarak ABI Prism 3500 (Thermo Fisher Scientific, 

ABD) cihazında PZR ürünlerinin baz dizilimleri elde edilmiştir. Bioedit 7.2.5 

Sequence Alignment Editor (Ibis Therapeutics, ABD) yazılımı ile kromatogram 

pikleri incelenerek dizi kalitesi kontrol edilmiştir. Yeterli kalitede kromatogram elde 

edilememesi durumunda koloniler yeniden üretilmiş, DNA ekstraksiyonundan 

başlayarak işlemler tekrarlanmıştır. Uygun bulunan DNA dizileri, National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) internet sitesine yüklenmiştir. Burada kayıtlı DNA 

dizileriyle karşılaştırılmış ve sonuçlar Q skoru (“Query cover”), E skoru (“Expect 

Value”) ve I skoru (“Identity score”) baz alınarak incelenmiştir. Sonuçlarda Q skoru 

%100’e ve E skoru 0’a en yakın bulunan, I skoru en az %95 olacak şekilde 

karşılaştırılan dizi ile benzerlik gösterenler alınarak cins ve tür düzeyinde tanımlama 

yapılmıştır (155). 
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3.2.3. İzolatlarda Filogenetik Analiz ile Tür Ayrımının Gösterilmesi 

Filogenetik analiz için ilk olarak GenBank veri tabanında bulunan S. capitata 

ve S. clavata ITS gen bölgesi dizilimleri ile data set oluşturulmuştur. Filogenetik ağaç 

için yan grup olarak Trichosporon asahii kullanılmıştır. Daha sonra sekanslama ile 

elde edilen izolat ITS dizileri FASTA formatında MEGA 11 programına yüklenmiş, 

bu programda filogenetik ağaç çizilmiştir. Filogenetik ağaçların oluşturulmasında) 

Neighbour Joining (NJ) analizleri uygulanmıştır. Filogenetik ağaç oluşturulurken 

Bootstrap 1000 metodu kullanılmıştır. 

 
3.3. Virülans Faktörlerinin Araştırılması 

 
 

Çalışmaya alınan Saprochaete izolatlarında diğer mantarlarda gözlenen bazı 

virülans faktörlerinin varlığı fenotipik yöntemlerle araştırılmıştır. 

 
3.3.1. Koagülaz Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

 
 

Koagülaz aktivitesi varlığı tavşan ve insan plazmasında değerlendirilmiştir 

(95). Suşlar SDA'ya (Merck &Co., Almanya) pasajlanarak 37°C'de 18-24 saat inkübe 

edilmiştir. Steril tüplere 300 µl plazma konmuştur. Üreyen kolonilerden bir öze dolusu 

alınarak tüplerdeki plazma ile süspanse edilmiş ve 37°C'de inkübe edilmiştir. 

Pıhtılaşma varlığı 2, 4, 6 ve 24. saatlerde kontrol edilip not edilmiştir. Pozitif kontrol 

olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanılmıştır. 

 
3.3.2. Hemoliz Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

 
 

İzolatlarda hemolitik enzim varlığının araştırılması için %7 koyun kanlı ve at 

kanlı SDA kullanılmıştır. SDA besiyerinde 37°C'de 18-24 saat inkübe edilen taze 

kolonilerden steril serum fizyolojik (SF) içinde 0,5 McFarland bulanıklığında 

süspansiyonlar hazırlanmıştır. Bu süspansiyonlardan 10 µl alınarak yaklaşık 5 mm çap 

oluşturacak şekilde kanlı SDA besiyerlerine ekim yapılmıştır. Plaklar 37°C'de 48 saat 

süre ile %5'lik CO2'li etüvde inkübe edilmiştir. Her izolat 3 kez test edilmiştir. Pozitif 

kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 kullanılmıştır (104, 156). 

İnkübasyon sonrasında koloniler etrafında oluşan ışığı geçiren saydam beta- 

hemoliz zonları varlığı incelenmiştir. Hemoliz gözlenmesi durumunda, koloni çapının 
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koloni çapı ile şeffaf zonun toplamına oranı (Hz) hesaplanması ve Hz değerine göre 

aşağıdaki şekilde yorumlanması planlanmıştır: 

 Hz=1: negatif 

 Hz 0,90-1: + 

 Hz 0,89-0,80: ++ 

 Hz 0,79-0,70: +++ 

 Hz<0,69: ++++ 
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3.3.3. Asit Proteinaz Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

 
 

Asit proteinaz aktivitesi %1 sığır serum albümini içeren agarda (SSAA) test 

edilmiştir (157). Besiyerini hazırlamak için Tablo 3.4’te verilen malzemeler 

karıştırılmış, pH 5’e ayarlanmış ve otoklavda steril edilmiştir. Otoklavdan çıkarılan 

besiyeri, 60°C’lik su banyosuna konmuştur. Sığır albümini %1 (w/v) çözeltisi 0,45 

µm por çaplı membran filtreden geçirerek steril edildikten sonra ana besiyerine 

eklenmiştir. Son karışım petrilere dökülerek oda sıcaklığında katılaşması beklenmiştir. 

İzolatlar SDA’da 37°C'de 24 saat inkübe edilerek elde edilen kolonilerden steril SF 

içinde 0,5 McFarland bulanıklığında süspansiyonlar hazırlanmıştır. Bu 

süspansiyonlardan 10 µl alınarak SSAA yüzeyine damlatılmıştır. Ekim yapılan SSAA 

plakları 37°C'de altı gün süreyle inkübe edilmiştir. Her izolat için test üç kez 

tekrarlanmıştır. 

İnkübasyon sonrasında koloni çevresinde bulunan proteinlerin yıkımına bağlı 

olarak koloni çevresinde şeffaf bir lizis zonu görülmesi asit proteinaz varlığı olarak 

değerlendirilmiştir. Lizis zon çapı ölçülerek, aşağıdaki şekilde proteinaz aktivitesinin 

düzeyinin belirlenmesi düşünülmüştür: 

 
 Koloni çevresinde lizis zon oluşumu yok ise negatif, 

 Lizis zonu 1-2 mm ise orta pozitif (+), 

 3-5 mm ise kuvveti pozitif (++). 

 

Tablo 3.4. Sığır serum albüminli agar (SSAA) içeriği 
 
 

Çözelti Malzeme Miktar 

Besiyeri Dekstroz 20,0 g 

 MgSO4 (Merck&Co., Almanya) 0,5 g 

 KH2PO4 (Merck&Co., Almanya) 1,0 g 

 Agar (Sigma Aldrich, Almanya) 20,0 g 

 Distile su 900 mL 

Sığır albümini çözeltisi 

(%1 w/v) 

Sığır albümini fraksiyon V 1 g 

Distile su 100 ml 
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3.3.4. Fosfolipaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

 
Fosfolipaz aktivitesi yumurta sarısı ve sitrik asit disodyum fosfat tamponu 

içeren besiyerinde test edilmiştir (158). Besiyeri içeriği Tablo 3.5’te verilmiştir. 

Besiyerini hazırlamak için önce Çözelti C hazırlanmıştır. Yıkanıp etanolde bekletilen 

yumurtalardan aseptik koşullarda ayrılan yumurta sarıları steril cam boncuk içeren 

balonda iyice karıştırılarak homojenize edilmiştir. Uygun steril santrifüj tüplerine 

alınan yumurta sarısı solüsyonu 5000g’de 15 dakika santifüj edilmiş ve süpernatan 

kısmı ayrılarak kullanılmıştır. Besiyeri hazırlanıp otoklavlandıktan sonra 60°C’lik su 

banyosuna alınmıştır. Çözelti A ve Çözelti B’den 8’er ml eklenerek karıştırılmıştır. 

Son olarak 20 ml yumurta sarısı çözeltisi eklenmiş, pH 4.2’ye ayarlanarak petrilere 

dökülmüştür. 

Test edilecek izotlar SDA’da 37°C’de 24 saat inkübe edilmiş, üreyen 

kolonilerden steril SF içinde McFarland 0,5 yoğunluğunda süspansiyon hazırlanmıştır. 

%8 oranında yumurta sarısı içeren pH:4.3 olan besiyerine 10 µl ekilmiştir. 37°C’de 4 

gün süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası presipitasyon zonu varlığı 

değerlendirilmiştir. Koloni çapının, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun toplam 

çapına oranı fosfolipaz aktivitesi (Pz değeri) olarak hesaplanmıştır. 

 Pz değeri ≤1 olanlar fosfolipaz aktivitesi olumsuz, 

 <1 olanlar olumlu olarak değerlendirilmiştir. 

Her izolat için test üç kez tekrarlanmıştır. 
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Tablo 3.5. Yumurta sarısı ve sitrik asit disodyum fosfat tamponu içeren besiyeri içeriği 
 

Çözelti Malzeme Miktar 

Besiyeri SabauraudDekstrozAgar 

(Merck &Co., Almanya) 

13,0 g 

 
NaCl (Merck&Co., Almanya) 11,7 g 

 CaCl2 (Merck&Co., Almanya) 0,111 g 

 Distile su 184 ml 

Çözelti A (0,1 M sitrik asit) C6H8O7H2O (Merck&Co., 

Almanya) 

5,25 g 

 Distile su 125 ml 

Çözelti B (0,2 M disodyum 

hidrojen fosfat) 

Na2HPO42H2O (Merck&Co., 

Almanya) 

8,90 g 

 Distile su 125 ml 

Çözelti C Homojenize yumurta sarısı 20 ml 
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3.3.5. Esteraz Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

 
 

Bu amaçla Tween 80 (Biomatik, Kanada) agar kullanılmıştır (159). Besiyeri 

içeriği (Tablo 3.6) karıştırılıp homojenize edildikten sonra pH 6,8’e ayarlanmış ve 

besiyeri otoklavda steril edilmiştir. Yaklaşık 50°C’ye soğutulan besiyerine 5 mL steril 

Tween 80 eklenmiş ve petrilere dağıtılarak oda sıcaklığında katılaşması beklenmiştir. 

 

Tablo 3.6. Tween 80 agar içeriği 
 

Malzeme Miktar 

Pepton (Oksoid LP0037B ABD) 10,0 g 

NaCl (Merck &Co., Almanya) 5,0 g 

CaCl2 (Merck &Co., Almanya) 0,1 g 

Agar (Merck &Co., Almanya) 15,0 g 

Distile su 1000 Ml 

 
SDA’da 37°C'de 24 saat inkübe edilerek üretilen kolonilerden steril eküvyon 

ile Tween 80 agara 10 mm çapında daire biçiminde ekim yapılmıştır. Plaklar 30°C'de 

10 gün inkübe edilerek her gün incelenmiştir. 

Esteraz enzim varlığında serbest kalan yağ asitleri besiyerinin içeriğinde 

bulunan kalsiyum iyonları ile birleşerek çözünmeyen kalsiyum kristalleri 

oluşturmaktadır Üreyen koloni etrafında kristallerin çökmesi esteraz aktivitesi 

pozitifliği olarak değerlendirilmiştir. Negatif kontrol olarak C. albicans ATCC 90030 

kullanılmıştır. 
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3.3.6 Biyofilm Yeteneğinin Test Edilmesi 

 
 

İzolatlarda biyofilm oluşturma yeteneğinin gösterilmesi için iki yöntem 

kullanılmıştır (127, 160). İlk yöntem olan 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sülfofenil)-2H- 

tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) (Sigma Aldrich, ABD) indirgenme yöntemi ile 

biyofilm içindeki metabolik aktivitenin gösterilmesi, kristal viyole boyama yöntemi 

ile ise biyokütle oluşumunun belirlenmesi hedeflenmiştir. 

 
Besiyeri ve çözeltilerin hazırlanması 

 
 

Maya özütü pepton dekstroz (“yeast peptone dextrose”, YPD) sıvı besiyeri için 

Tablo 3.7’de verilen malzemeler karıştırılarak homojenize edilmiş ve otoklavda steril 

edilmiştir. 

 
Tablo 3.7. YPD besiyeri içeriği 

 

Malzeme Miktar 

Maya özütü (Merck&Co., Almanya) 10 g 

Pepton (Oxoid, ABD) 20 g 

Dekstroz (Sigma Aldrich, ABD) 20 g 

Distile su 1 L 

 
RPMI 1640 besiyeri için, 10,4 g RPMI 1640 (Sigma 6504, Sigma Aldrich, 

ABD) ve 34,53 g 3-(N-morfolino) propansulfonik asit (MOPS, Sigma M1254, Sigma 

Aldrich, ABD) karıştırılmış, homojenize edilmiş, 1M NaOH ile pH 7.0’ye 

ayarlanmıştır. Son hacim 1 litreye tamamlanacak şekilde distile su eklendikten sonra 

0.22 µm por çapı olan filtreden geçirilerek sterilize edilmiştir. 

XTT çözeltisi için 50 mg XTT (X4251, Sigma Aldrich, ABD) 100 ml PBS (pH 

7,0) içerisinde çözülmüş, 0.22 µm por çaplı filtre kullanılarak steril edilmiştir. Çözelti 

ışıktan korunacak şekilde alüminyum folyo ile kaplanarak -70°C’de saklanmıştır. 

Menadion 10 mM çözeltisini hazırlamak için 17,22 mg Menadion (M5625, 

AppliChem, Almanya) 10 ml %100’lük aseton içinde çözülmüştür. Elde edilen çözelti 

-70°C’de saklanmıştır. 

XTT/menadion çözeltisinin hazırlanması için önceden hazırlanan %0,5’lik 

XTT ve 10mM menadion çözeltileri dondurucudan çıkarılarak oda sıcaklığına 
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gelmeleri beklenmiştir. Testte kullanılacak her plak için 10 ml XTT çözeltisine 1 µl 

menadion eklenerek kullanım çözeltisi hazırlanmıştır. 

 
Biyofilm Testleri için Maya İnokulumunun Hazırlanması 

 
 

SDA’da üretilen 24 saatlik kolonilerden YPD besiyerine ekim yapılmış, 

çalkalamalı inkübatör de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında üreme olan 

YPD besiyeri 3000 rpm’de 5-10 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatan dökülmüştür. 

Pellet üzerine önce 5 ml, sonra 2 ml steril tuzlu fosfat tamponu (“phosphate buffered 

saline”, PBS) eklenerek santrifüj ve süpernatanın uzaklaştırılması işlemleri 

tekrarlanmıştır. Son olarak pellet üzerine 0,5 ml SF eklenip vortekslenmiştir. 

PBS ile üç kez yıkanarak elde edilen maya hücresi süspansiyonundan SF içinde 

1x106 CFU/ml olacak şekilde (spektrofotometrede optik dansite (OD) %62-64) 

süspansiyon hazırlanmıştır. 

 
Mikroplakta Biyofilm Oluşturulması 

 
 

Test için 96 kuyucuklu düz tabanlı mikroplaklar (Greiner Bio-One GmbH, 

Avusturya) kullanılmıştır. Her kuyucuğa 50 µl RPMI 1640 konulmuş, hazırlanan 

inokulumdan 50 µl kuyucuklara eklenmiştir. Plaklar 37°C’de 24 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyondan sonra kuyucuklar dikkatli şekilde 200 µL steril PBS ile üç 

kez yıkanmıştır. Yıkama sonrasında plaklar kurutma kâğıdına ters çevrilerek tüm 

PBS’in akması sağlanmış ve kuyucuklarda PBS kalmayacak şekilde kurutulmuştur. 

Her teste pozitif kontrol olarak alınan biyofilm pozitif C. albicans MYA 274’ün yanı 

sıra Candida krusei ATCC 6258 ve Candida parapsilosis ATCC 22019 dahil 

edilmiştir. Negatif kontrol olarak steril RPMI 1640 besiyeri kullanılmıştır. Test tüm 

izolatlar için 2 kez tekrar edilmiştir. 

 
XTT indirgenme yöntemi ile biyofilm metabolik aktivitesinin belirlenmesi 

 
 

İzolatların biyofilm oluşturma yeteneği XTT indirgenmesi ile test edilmiştir 

(160). Biyofilm oluşumu sonrasında PBS ile yıkanıp kurutulmuş plaklarda her 

kuyucuğa 100µl XTT/ menadion solüsyonu konmuştur. Plaklar alüminyum folyo ile 

sarılarak   37°C’de   2   saat   inkübe   edilmiştir. Kuyucuklardaki renk değişimi 
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spektrofotometrede (BioTek Epoch, ABD) 492 nm dalga boyunda ölçülmüş ve optik 

dansite (OD) değerleri belirlenmiştir. 

 
Kristal viyole yöntemiyle   biyofilmde oluşan biyokütlenin 

belirlenmesi 

 
Biyofilm oluşumu ile ortaya çıkan biyokütle kristal viyole boyama ile tespit 

edilmiştir (127, 161). Biyofilm oluşturulmuş, PBS ile yıkanmış ve kurutulmuş 

plaklarda her kuyucuğa 100 µl %0,05 (w/v) kristal viyole (Merck & Co., ABD) 

çözeltisi eklenmiştir. Plaklar 10 dk etüvde bekletildikten sonra kuyucuklar boşaltılmış 

ve çeşme suyu ile yıkanmıştır. Yıkama sonrası kurutulmuş ve 100 µl %95 etanol 

eklenmiştir. Her kuyucuktan 75 µl alınarak temiz düz tabanlı mikroplağa aktarılmıştır. 

Plaklar spektrofotometrede (BioTek Epoch, ABD) 570 nm dalga boyunda okutularak 

optik dansite (OD) değerleri belirlenmiştir. 

 
Biyofilm Yeteneğinin Değerlendirilmesi 

 
 

Negatif kontrol kuyucuklarının ortalama OD değerine 3 standart sapma 

eklenerek elde edilen sınır değere göre izolatların biyofilm yeteneği şu şekilde 

değerlendirilmiştir (162): 

 Negatif: İzolata ait sonuç değeri < Sınır değer 

 Zayıf pozitif: Sınır değer < İzolata ait sonuç değeri < 2x Sınır değer 

 Orta derecede pozitif: 2x Sınır değer < İzolata ait sonuç değeri < 4x 

Sınır değer 

 Güçlü pozitif: İzolata ait sonuç değer > 4x Sınır değer 2 

Bu değerlendirmeye ek olarak, izolatların OD değerinden negatif kontrol OD 

değerleri çıkarılmış, pozitif kontrol olarak kullanılan C. albicans MYA 274’ye ait 

değer %100 kabul edilerek izolatların biyofilm oluşturma yetenekleri pozitif kontrole 

göre % olarak sınıflandırılmıştır. 
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3.4 In Vitro Antifungal Duyarlılık Testleri 

 
 

Saprochaete izolatlarının amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve 

mikafungin minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri CLSI ve EUCAST 

referans yöntemleri ile belirlenmiştir (146, 147). Kalite kontrol amacıyla her testte C. 

parapsilosis ATCC 22019 ve C. krusei ATCC 6258 suşları da çalışılmıştır. 

 
3.4.1 CLSI Referans Mikrodilüsyon Yöntemi 

 

 

CLSI M27-A dokümanında önerilen mikrodilüsyon yöntemi kullanılmıştır 

(146). 
 

 

RPMI 1640 Besiyerinin Hazırlanması 

 
 

CLSI tarafından önerilen mikrodilüsyon yönteminde L-glutaminli, sodyum 

bikarbonatsız RPMI 1640 besiyeri kullanılmıştır. Bu besiyeri için 10,4 g RPMI 1640 

(Sigma Aldrich 6504, ABD) ve 34,53 g MOPS (Sigma Aldrich M1254, ABD) 900 mL 

distile suya eklenmiştir. Çözeltinin pH’sı 1 M NaOH ilave edilerek, oda sıcaklığında 

7,0 olarak ayarlanmıştır. Toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmıştır. 

Besiyeri 0.2 μm por çaplı filtre ile süzülerek steril hale getirilmiştir. 

 
Test Plaklarının Hazırlanıp Dondurulması 

 
 

İlaç dilüsyonları amfoterisin B ve vorikonazol için 0,016- 8 μg/mL, 

flukonazol için 0,125-64 μg/mL ve mikafungin için 0,03-16 μg/mL aralığında olacak 

şekilde hazırlanmıştır. Hazırlanan antifungal dilüsyonlar 96 kuyucuklu U-tabanlı 

mikroplaklarda her satırdaki 1-10. kuyucuklara 100’er μL dağıtılmıştır. 11. ve 12. 

kuyucuğa 100’er µl antifungal içermeyen besiyeri eklenmiştir. 11. kuyucuk üreme 

kontrolü, 12. kuyucuk sterilite kontrolü olarak ayrılmıştır. Plaklar kullanılana kadar 

-80°C’de saklanmıştır. 
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Test Edilecek İzolatların Hazırlanması 

 
 

İzolatlar 24 saat SDA besiyerinde inkübe edilmiştir. Koloniler ıslatılmış 

eküvyon ile alınarak 200 µl Tween 20 (Biomatik, Kanada) içeren 5 mL SF içerisinde 

homojenize edilmiştir. Thoma lamı kullanılarak hücre sayımı yapılmış, 2-5x106 

cfu/ml olacak şekilde (1 küçük karede 13-32 hücre) maya solüsyonları hazırlanmıştır. 

Ayrıca, hazırlanan inokulum solüsyonlarının bulanıklığı spektrofotometrede 530 

nm’de ölçülerek OD değerleri kaydedilmiştir. Hazırlanan inokulumdan 250 µL alınıp 

4,75 mL RPMI 1640 içeren tüpe konularak seyreltilmiştir. Seyreltilmiş karışımın 

bulunduğu tüpten 100 µL alınıp 4,9 ml RPMI 1640 içeren tüpe konularak bir kez 

daha seyreltilmiştir. Son maya süspansiyonundan (0,5-2,5x106 cfu/ml) mikroplağa 

ekim yapılmıştır. 

 
İnokulumların Dağıtılması, İnkübasyon ve Değerlendirme 

 
 

Daha önce hazırlanan ve -80 de hazırlanıp saklanan antifungal dilüsyon içeren 

mikroplaklar oda sıcaklığında çözdürülmüştür. Her sırada ilk 11 kuyucuğa hazırlanan 

maya süspansiyonları dağıtılmıştır. 12. kuyucuğa sterilite kontrolü için 100 µL RPMI 

1640 besiyeri eklenmiştir. Plaklar 37°C’de inkübe edilmiş, 24 ve 48. saatlerde görsel 

olarak okuma yapılmıştır, üremenin yeterliliği kontrol edilmiştir. Flukonazol, 

vorikonazol ve mikafungin için üreme kontrol çukuruna göre %50, amfoterisin B için 

ise %100 inhibisyonun görüldüğü çukurdaki değer MİK olarak belirlenmiştir. 

 
3.4.2. EUCAST Referans Mikrodilüsyon Yöntemi 

 
 

Bu test için EUCAST Mayalar için Duyarlılık Test Yöntemi v.7.3.2 

kullanılmıştır (147). 

 
RPMI 1640 Besiyerinin İki Kat Konsantrasyonda ve %2 Glukozlu Olarak 

Hazırlanması 

 
EUCAST antifungal duyarlılık testlerinde %2 glukoz eklenmiş ve 2 kat 

konsantrasyonda hazırlanmış L-glutaminli, sodyum bikarbonatsız RPMI 1640 sıvı 

besiyeri önerilmektedir. Besiyerinin hazırlanması için 900 ml distile suya 20,8 g RPMI 



39 
 

 

1640, 69,06 g MOPS ve 36 g glukoz eklenmiştir. Besiyeri pH’ı 1 M NaOH çözeltisi 

ile 7,0’a ayarlanmış ve son hacim 1 L olacak şekilde distile su eklenmiştir. Çözelti 22 

µm por çaplı filtreden geçirilerek steril edilmiş ve +4°C’de saklanmıştır. 

 
Test Plaklarının Hazırlanıp Dondurulması 

 

 
CLSI yönteminde hazırlanana benzer şekilde uygun besiyeri içinde hazırlanan 

antifungal dilüsyonları, amfoterisin B ve vorikonazol için 0,016- 8 μg/mL, flukonazol 

için 0,125-64 μg/mL, mikafungin için 0,03-16 μg/mL aralığında olacak şekilde düz 

tabanlı mikroplaklara (Greiner Bio-One GmbH, Avusturya) dağıtılmıştır. Her satırda 

11. ve 12. kuyucuğa antifungal içermeyen 2x RPMI 1640 besiyeri konmuş ve sırasıyla 

üreme kontrolü ve besiyeri kontrolü olarak ayrılmıştır. Plaklar -80°C’de saklanmıştır. 

 
Test Edilecek İnokulumun Hazırlanması 

 
 

İzolatların 24 saat SDA besiyerinde inkübe edilmiş kolonilerinden ıslatılmış 

eküvyon ile alınarak 200 µl Tween 20 (Biomatik, Kanada) içeren 5 mL SF içerisinde 

süspansiyon hazırlanmıştır. Hazırlanan süspansiyondaki hücre miktarı Thoma 

lamında sayılarak 2-5x106 cfu/mL (1 küçük karede 13 -32 hücre) olacak şekilde 

ayarlanmıştır. Hazırlanan süspansiyonların 530 nm’deki OD değerleri 

spektrofotometrede ölçülerek not alınmıştır. Uygun sayıda hücre içeren 

süspansiyondan 500 µl alınarak 4,5 mL distile su içeren tüpe eklenmiş ve bu karışım 

(2-5 x 105 cfu/ml) mikroplaklara ekim için kullanılmıştır. 

 
İnokulumların Dağıtılması ve Değerlendirme 

 
 

Önceden hazırlanan plaklar derin dondurucudan çıkartılarak oda sıcaklığında 

çözülmesi beklenmiştir. Her satırda ilk 11 kuyucuğa hazırlanan maya süspansiyonları 

dağıtılmıştır. 12. kuyucuğa sterilite kontrolü için 100 µL steril distile su eklenmiştir. 

Plaklar kapatılarak 37°C’de inkübe edilmiş, 24 ve 48. Saatlerde 530 nm’de 

spektrofotometrede (BioTek Epoch, ABD) okutularak OD değerleri ölçülmüştür. Tüm 

kuyucuklardan negatif kontrol kuyucuklarına ait OD değerlerinin ortalaması 

çıkarılmış ve her izolata ait üreme kontrolü ile karşılatırılarak üreme oranları 
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bulunmuştur. Flukonazol, vorikonazol ve mikafungin için üreme kontrolü OD 

değerine göre ≥%50, amfoterisin B için ≥%90 inhibisyon gözlenen kuyucuklara ait 

değerler MİK değeri olarak belirlenmiştir. 
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4. BULGULAR 

 
 

4.1. İzolatların Cins ve Tür Düzeyinde Tanımlanması 

 
 

Çalışmaya stok kültürlerden üretilerek saf olduğu doğrulanan 57 Saprochaete 

izolatı dahil edilmiştir. Rutin laboratuvarda kullanılan konvansiyonel yöntemler ve 

biyokimyasal asimilasyon testi temelli ID32C sistemi ile izolatlardan 53’ünün S. 

capitata, 4 ünün ise S. clavata olarak tanımlandığı not edilmiştir. 

 
4.1.1. MALDI-TOF MS ile Tanımlama Sonuçları 

 
 

Çalışmaya alınan izolatların tamamı MALDI-TOF MS yöntemi ile cins 

düzeyinde Saprochaete spp. olarak tanımlanmıştır. Tür düzeyinde 53 izolat S. capitata 

4 izolat S. clavata olarak sonuç vermiştir. S. clavata izolatlarının birinde skor 1.7’nin 

altında kalmıştır (Tablo 4.1). 

 
 

Tablo 4.1 MALDI-TOF MS ile cins ve tür düzeyinde tanımlama skorlarına göre 

dağılım 

Mikroorganizma MALDI-TOF MS Skoru  Toplam 

 ≥2 <2-≥1.7 <1.7  

S. capitata 52 1 0 53 

S. clavata 2 1 1 4 

Toplam 54 2 1 57 
 

 

4.1.2. DNA Dizi Dizileme ile Tanımlama Sonuçları 

 
 

Saprochaete izolatlarının tamamında ITS geni çoğaltılmış ve dizisi referans 

suşlar ile karşılaştırılmıştır. Biyokimyasal test ve MALDI-TOF MS ile tanımlama 

sonuçlarına benzer şekilde 53 izolat S. capitata (M. capitatus) ve 4 izolat S. clavata 

olarak tanımlanmıştır (ID skoru >%97). 

S. clavata izolatlarından üçünde ayrıca rpb2 geni dizisi de incelenmiş ve 

sonuç aynı tür olarak doğrulanmıştır (ID skoru >%99). 
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a b 

 

 

 

4.1.3 Filogenetik analiz 

Saprochaete izolatlarının ITS dizi ile çizilen filogenetik ağaçta dört S. clavata 

izolatının ayrı kümelendiği görülmüştür. 
 

 

Şekil 4.1. Çalışmaya alınan Saprochaete izolatlarının filogenetik analizi a) tüm 

izolatlar, b) S. clavata izolatlarının ayrımı (kesilmiş şekil) 
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4. 2. Virülans Faktörleri 

 

 
4.2.1. Koagülaz 

Koagülaz açısından değerlendirilen 57 izolatın tavşan plazması ve insan 

plazmasında yapılan 24 saat ve 48 saatlik gözlemlerde koagülasyon oluşmadığı 

görülmüş ve tüm izolatlar negatif olarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

  a b  

 

 

 

 
Şekil 4.2. Koagülasyon testi sonuçları. 

a) insan plazmasında, 
b) tavşan plazmasında. 
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4.2.2. Hemoliz 

 
 

Hemoliz yapması açısından değerlendirilen 57 izolatın koyu kanı ve at kanında 

yapılan 24 saat ve 48 saatlik gözlemlerde tüm izolatların hemoliz zonu oluşturmadığı 

görülmüştür (Şekil 4.3). 

 

 
 

  a  

 

 
1 

 

 
  2  

  b  

 

1 

 

 

 

2 

 

 
Şekil 4.3. Koyun kanlı agar (a) ve at kanlı agarda (b) hemoliz aktivitesine 

örnekler. 

1) pozitif kontrol Candida albicans ATCC 90028, 
2) Saprochaete izolatları 
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4.2.3. Asit Proteinaz 

 
 

Asit proteinaz aktivitesinin testi için yapılan üç ayrı pasajla ayrı günlerde de 

yapılan üç tekrarın sonucuna göre 57 izolatın tamamının negatif olduğu, asit proteinaz 

zonu oluşturmadığı görülmüştür. Tür düzeyinde asit proteinaz aktivitesi için bir ayrım 

gözlemlenmemiştir (Şekil 4.4). 

 
 

 

 

Şekil 4.4. Saprochaete izolatlarının %1 sığır albümini içeren besiyerinde 

üremesi. Koloni etrafında saydam lizis zonu tespit edilememiş ve asit 
proteinaz negatif olarak değerlendirilmiştir. 
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4.2.4 Fosfolipaz 

 
 

Fosfolipaz aktivitesinin testi için yapılan üç ayrı pasajla ayrı günlerde de 

yapılan üç tekrarın sonucuna göre 57 izolatın tamamının negatif olduğu, asit proteinaz 

zonu oluşturmadığı görülmüştür (Şekil 4.5). 

 
 

 

Şekil 4.5. Saprochaete izolatlarının %8 yumurta sarısı içeren besiyerinde 

üremesi. Koloni etrafında presipitasyon zonu tespit edilememiş ve 

fosfolipaz negatif olarak değerlendirilmiştir. 
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4.2.5. Esteraz 

 
 

Saprochaete izolatlarında esteraz aktivitesi Tween 80 agarda oluşan kristallerin 

görülmesi ile fenotipik olarak değerlendirilmiştir. Test üç kez tekrarlanmış, bir izolat 

dışında tüm izolatlarda üç test sonucu aynı bulunmuştur. Bir S. capitata izolatında iki 

testte negatif iken, bir testte zayıf pozitiflik gözlenmiştir. Bu izolat negatif kabul 

edildiğinde, tüm izolatlarda esteraz pozitifliği %56,1; S. capitata izolatlarında ise 

%50,9 olarak hesaplanmıştır (Tablo 4.2). 
 

 
Tablo 4.2. Esteraz aktivitesi 

 Test 1 Test 2 Test 3 

 Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif 

S. capitata (n=53) 27 26 28 25 27 26 

S. clavata (n=4) 3 1 3 1 3 1 

Toplam (n=57) 32 25 31 24 32 25 
 

 

 

  a  

 

 

 

1 

 
2 

  b    c  

 

 

 
 

Şekil 4.6. Tween 80 agarda esteraz testi sonuçları 

a) Esteraz negatif (1) ve esteraz pozitif (2) Saprochaete izolatları 

b) Esteraz pozitif Saprochaete spp. 

c) Esteraz negatif Candida glabrata ATCC 90030 
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4.2.6. Biyofilm Oluşturma Özelliği 

 
 

Biyofilmde Metabolik Aktivitenin Test Edilmesi 

 
 

Saprochaete izolatlarında biyofilmde metabolik aktivitenin saptanması için 

yıkama sonrasında biyofilm varlığı gözlendikten sonra (Şekil 4.7a) XTT ile inkübe 

edilmiş ve renk değişikliği görülmüştür (Şekil 4.7b). Spektrofotometrik ölçüm ile 

kantitatif değerlendirme yapılmıştır. 

 
 

a 

 

 

 

 

 

b 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.7. Saprochaete izolatlarında biyofilm varlığının gösterilmesi 

a) Yıkama sonrası görülen biyofilm 

b) Yıkama sonrası XTT ile gösterilen metabolik aktivite 
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Biyofilmde Oluşan Biyokütlenin Gösterilmesi 

 
 

Saprochaete izolatlarında oluşan biyofilmde elde edilen biyokütlenin ölçümü 

için kristal viyole yöntemi kullanışmış, biyofilm varlığı gözle saptandıktan sonra 

(Şekil 4.8a) boyama yapılmış (Şekil 4.8b) ve spektrofotometrik olarak 

değerlendirilmiştir. 

 

 

a 

 

 

 

 

 
b 

 

 

 

 

 

 
Şekil 4.8. Saprochaete izolatlarında biyofilm varlığının gösterilmesi 

a) Yıkama sonrası görülen biyofilm 

b) Yıkama sonrası kristal viyole ile boyanarak gösterilen biyokütle 
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Biyofilm Yeteneğinin Değerlendirilmesi 

 
 

Saprochaete izolatlarında biyofilm oluşturma yeteneğinin gösterilmesi 

kullanılan iki yöntemde de okuma spektrofotometrik olarak yapılmıştır. Elde edilen 

OD değerleri, önceki çalışmalarda önerilen şekilde (124, 162), negatif kontrolün 

standart sapmasına göre sınır değer hesaplanarak incelendiğinde XTT testinde ve 

kristal viyole testinde izolatların tümü güçlü pozitif bulunmuştur (Tablo 4.3). 

 
 

Tablo 4.3. Saprochaete izolatlarında biyofilm metabolik aktivite ölçümü (XTT) ve 

biyokütle tespiti (KV) sonuçlarına göre biyofilm oluşturma özelliği. 

(Negatif kontrol sonuçları temel alınarak hesaplanan sınır değere göre) 

 

Test 

 

Mikroorganizma 
Negatif  Güçlü Pozitif Toplam 

n % N % N 

 S. capitata - - 53 100,0 53 

XTT S. clavata - - 4 100,0 4 

 Toplam - - 57 100,0 57 

 S. capitata - - 53 100,0 53 

KV S. clavata - - 4 100,0 4 

 Toplam - - 57 100,0 57 

XTT: 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid 

KV: Kristal viyole 
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İzolatların biyofilm yeteneğinin daha ayırt edici olarak sınıflandırılabilmesi 

için pozitif kontrol izolatı için elde edilen sonuç %100 kabul edilerek izolatların 

sonuçları yüzde olarak hesaplanmıştır (Tablo 4.4). Bu değerlendirme ışığında, 

metabolik aktivite pozitif kontrole göre %26-50 aralığında yoğunlaşmıştır. İzolatların 

%40,4’ünün pozitif kontrolden fazla biyokütle oluşturabildiği gözlenmiştir. 
 

 
Tablo 4.4. Saprochaete izolatlarında biyofilm metabolik aktivite ölçümü (XTT) ve 

biyokütle tespiti (KV) sonuçlarına göre biyofilm oluşturma özelliği. 

(C. albicans MYA274 pozitif kontrol suşu sonucu %100 kabul edilerek) 

Test Mikroorganizma ≤%25 %26-50 %51-75 %76- 

100 

>%100 Toplam 

n % n % N % n % n % 

XTT S. capitata 3 5,7 40 75,5 6 11,3 4 7,5 - - 53 

S. clavata - - 1 25,0 - - 2 50,0 1 25,0 4 

Toplam 3 5,3 41 71,9 6 10,5 6 10,5 1 1,8 57 

KV S. capitata - - 10 18,9 6 11,3 14 26,4 23 43,4 53 

S. clavata - - 1 25,0 3 75 - - - - 4 

Toplam - - 11 19,3 9 15,8 14 24,6 23 40,4 57 
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4.3. Antifungal Duyarlılık Testi Sonuçları 

 
 

4.3.1 İnokulum Hazırlığı Sonuçları 

CLSI ve EUCAST antifungal duyarlılık testleri için belirtilen prosedüre göre 

hazırlanan inokulum için her örnek için Thoma lamında sayım yapılmıştır (Şekil 4.9). 

Mantar hücrelerinin morfolojisine dikkat edilerek uygun miktarda hücre içeren 

solüsyonlar hazırlanmıştır. 

 
 

 

Şekil 4.9. Saprochaete inokulum hazırlığı için Thoma lamında hücre sayımı. 

 

İnokulum yoğunluğu her izolat için 2-5x106 olacak şekilde ayarlanmıştır. 

Thoma lamında sayılarak ayarlanan her inokulum için spektrofotometrede 530 nm’de 

absorbans ölçülerek not edilmiştir. Antifungal duyarlılık testleri için uygun inokulum 

absorbans değerinin %62,0- 65,8 arasında değiştiği gözlenmiştir (Tablo 4.5). 
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Tablo 4.5. Çalışmaya alınan Saprochaete izolatlarından hazırlanan inokulumlarda 

hücre sayımı ve spektrofotometrede yapılan ölçüm sonuçları. 

İzolat no Hücre Sayısı 

(x106) 

Spektrofotometrik Ölçüm 

(%) 

1 4,8 63,4 

2. 4,8 62,8 

3. 5,1 62,4 

4. 3,8 64,5 

5. 3,8 64,0 

6. 4,0 64,1 

7. 5,0 62,0 

8. 4,6 63,1 

9. 3,5 65,2 

10. 5,0 62,0 

11. 4,0 63,8 

12. 3,7 65,1 

13. 4,8 62,6 

14. 4,6 63,1 

15. 5,0 62,5 

16. 4,8 63,0 

17. 4,5 62,8 

18. 4,3 63,1 

19. 4,3 63,9 

20. 4,6 63,2 

21. 3,5 65,2 

22. 3,5 65,1 

23. 5,1 62,5 

24. 3,8 64,8 

25. 3,7 64,5 

26. 4,2 63,4 

27. 5,0 62,0 
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Tablo 4.5. (devam) Çalışmaya alınan Saprochaete izolatlarından hazırlanan 

inokulumlarda hücre sayımı ve spektrofotometrede yapılan ölçüm 

sonuçları. 

28. 5,0 62,5 

29. 4,8 62,7 

30. 4,3 63,4 

31. 3,8 65,5 

32. 4,0 64,6 

33. 4,2 63,0 

34. 4,2 64,1 

35. 5,1 62,2 

36. 4,8 62,8 

37. 5,1 62,1 

38. 4,3 63,3 

39. 4,8 62,4 

40. 3,4 65,2 

41. 5,1 62,1 

42. 3,2 65,8 

43. 5,0 62,0 

44. 5,1 62,0 

45. 5,1 62,1 

46. 4,6 62,9 

47. 4,6 63,0 

48. 4,8 62,5 

49. 5,0 62,5 

50. 4,5 63,5 

51. 4,2 64,0 

52. 4,6 63,1 

53. 5,3 62,0 

54. 5,4 62,0 

55. 4,8 62,3 

56. 4,3 63,0 

57. 5,3 62,0 
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4.3.2 Referans Mikrodilüsyon Testleri ile Elde Edilen MİK Değerleri 

 
 

Amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve mikafungin için CLSI ve EUCAST 

referans yöntemleri ile 24 ve 48 saatte MİK değerleri not alınmıştır. 

CLSI yönteminde, 24 saatlik inkübasyon sonrasında üreme kontrolündeki 

bulanıklık okuma için yetersiz bulunduğu için, mikafungin hariç 48 saatlik inkübasyon 

sonrası elde edilen MİK değerleri alınmıştır. Ek olarak 72 saatlik inkübasyon 

sonrasında da değerlendirilen 14 izolatta, 48 saate göre elde edilen MİK değerlerinin 

amfoterisin B için değişmediği, flukonazol için en fazla 1 dilüsyon, vorikonazol için 2 

dilüsyon değişebildiği gözlenmiştir. Mikafungin için inkübasyon süresi uzatıldığında 

MİK değerlerinde artış eğilimi gözlenmiş; ancak, öneriler doğrultusunda 24 saatlik 

okuma değerleri alınmıştır. 

EUCAST yönteminde, MİK değerinin tespiti için üreme kontrol kuyucuğunda 

yeterli üreme OD değerinin ≥0,200 olması olarak belirlenmiştir. İnkübasyon 24 saat 

ile sınırlandığında üreme kontrolünün uygun düzeye eriştiği izolatlar (3/57) sınırlı 

kalmıştır. Flukonazol, vorikonazol ve amfoterisin B için 24 saattte üreme kontrolünü 

≥0,200 olduğu 3 izolat için 24, diğerleri için 48 saatlik okuma değerleri alınmıştır. 

Okumanın 72 saate uzatıldığı 26 izolatta MİK değerlerinin 2 dilüsyona kadar 

değişebildiği görülmüştür. Mikafungin için kılavuz önerilerine uyularak 24 saatlik 

MİK değerleri alınmış, 48 ve 72 saatte MİK değerlerinde artış eğilimi gözlenmiştir. 

Referans CLSI ve EUCAST yöntemleri ile elde edilen MİK değerlerinin 

geometrik ortalaması, MİK50 ve MİK90 değerleri Tablo 4.6’da verilmiştir. 

EUCAST yöntemiyle elde edilen MİK değerleri ile CLSI yöntemiyle elde 

edilenler karşılaştırılmıştır. Amfoterisin B için 5 izolatta, mikafungin için 2 izolatta 

(%3,5) EUCAST ile CLSI yöntemine göre 2 dilüsyon daha düşük MİK değeri 

saptanmıştır. Flukonazol, vorikonazol ve mikafungin için ise sırasıyla izolatların 

%56,1, %84,2 ve %63,2’sinde EUCAST ile CLSI yöntemine göre ≥2 dilüsyon yüksek 

MİK değerleri bulunmuştur. İzolatların geri kalanında EUCAST ve CLSI yöntemiyle 

elde edilen MİK değerleri ±1 dilüsyon aralığında dağılmıştır. 
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Tablo 4.6. Saprochaete izolatlarında referans CLSI ve EUCAST mikrodilüsyon 

yöntemleri ile elde edilen amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve 

mikafungin minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerlerinin 

geometrik ortalaması (GM), MİK50 ve MİK90 değerleri. 

   CLSI   EUCAST  

  AMB FLU VOR MİKA AMB FLU VOR MİKA 

S. 

capitata 

(n=53) 

GM 1,74 3,33 0,11 2,94 0,95 8,21 0,93 12,81 

MİK50 2 4 0,125 2 1 8 1 16 

MİK90 2 8 0,25 32 1 16 4 32 

 

S. clavata 

(n=4) 

GM 1,41 2,83 0,07 1,68 0,84 16,00 1,00 4,00 

MIC50 - - - - - - - - 

MIC90 - - - - - - - - 

 

Tüm 

(n=57) 

GM 1,71 3,06 0,11 3,50 0,94 8,61 0,94 11,81 

MIC50 2 4 0,125 4 1 16 1 16 

MIC90 2 8 0,25 16 1 32 4 32 

AMB: Amfoterisin B 

FLU: Flukonazol 
VOR: Vorikonazol 
MİKA: Mikafungin 

        

 

Her iki referans yöntem ile elde edilen, MİK değerlerinin dağılımları 

amfoterisin B için Tablo 4.7’de, flukonazol için Tablo 4.8’de, vorikonazol için Tablo 

4.9’da ve mikafungin için Tablo 4.10’da verilmiştir. 
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Tablo 4.7. Saprochaete izolatlarında referans CLSI ve EUCAST yöntemleri ile elde edilen amfoterisin B MİK değerlerinin türlere göre 

dağılımı (n). 
 

Amfoterisin B MİK (mg/l) 

  0,016 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 >8 

 S. capitata - - - - - - 11 42 - - - 

CLSI S. clavata - - - - - - 2 2 - - - 

 Tüm izolatlar - - - - - - 13 44 - - - 

 S. capitata - - - - - 8 41 4 - - - 

EUCAST S. clavata - - - - - 1 3 - - - - 

 Tüm izolatlar - - - - - 9 44 4 - - - 

 

Tablo 4.8. Saprochaete izolatlarında referans CLSI ve EUCAST yöntemleri ile elde edilen flukonazol MİK değerlerinin türlere göre dağılımı 

(n). 
 

Flukonazol MİK (mg/l) 

  0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 >64 

 S. capitata - 2 1 7 8 23 11 1 - - - 

CLSI S. clavata - - - 2 - 1 - 1 - - - 

 Tüm izolatlar - 2 1 9 8 24 11 2 - - - 

 S. capitata - - 3 3 3 3 15 21 4 1 - 

EUCAST S. clavata - - - - - 1 - 2 - 1 - 

 Tüm izolatlar - - 3 3 3 4 15 23 4 2 - 
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Tablo 4.9. Saprochaete izolatlarında referans CLSI ve EUCAST yöntemleri ile elde edilen vorikonazol MİK değerlerinin türlere göre 

dağılımı (n). 
 

Vorikonazol MİK (mg/l) 

  0,016 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 >8 

 S. capitata 1 9 7 20 14 2 - - - - - 

CLSI S. clavata 1 1 1 - - - 1 - - - - 

 Tüm izolatlar 2 10 8 20 14 2 1 - - - - 

 S. capitata - 2 1 - 1 9 26 8 6 - - 

EUCAST S. clavata - - - - 1 2 - - - - 1 

 Tüm izolatlar - 2 1 - 2 11 26 8 6 - 1 

 
Tablo 4.10. Saprochaete izolatlarında referans CLSI ve EUCAST yöntemleri ile elde edilen mikafungin MİK değerlerinin türlere göre 

dağılımı (n). 
 

Mikafungin MİK (mg/l) 

  0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 >16 

 S. capitata - - - - 3 14 17 8 1 - 10 

CLSI S. clavata - - - -  1 3 - - - - 

 Tüm izolatlar - - - - 3 15 20 8 1 0 10 

 S. capitata - - - - - 1 5 7 4 16 20 

EUCAST S. clavata - - - 1 - 1 - - - - 2 

 Tüm izolatlar - - - 1 0 2 5 7 4 16 22 
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5. TARTIŞMA 

 

Saprochaete nadir görülen fırsatçı fungal patojenlerden biridir (1). 

Bağışıklık sistemi baskılanmış kişilerde invaziv ve hayatı tehdit eden 

enfeksiyonların yanı sıra (3-6, 8, 9, 12, 44, 45), altta yatan hastalığı olmayan 

kişilerde de (10) enfeksiyonlara neden olabilmekte ve sağlıklı kişilerde deri ve 

solunum yolu ve gastrointestinal sistem kolonizasyonu (1, 163) gözlenebilmektedir. 

Nozokomiyal salgınlara neden olabilmesi dikkati çekmiştir (2, 3, 23, 27). 

Ülkemizde de sporadik vakalar (14, 20-22, 44, 47, 51-55, 164) ve bir nozokomiyal 

salgın (24) bildirilmiştir. 

Saprochaete fırsatçı bir patojen olarak, beklendiği gibi çoğunlukla immün 

sistemi baskılanmış kişilerde görülmektedir. Hematolojik malignitesi olan 

hastalarda daha sık bildirilmiştir (2, 4, 11, 12, 36, 44, 45, 53). Bunun dışında 

aplastik anemi gibi diğer hematolojik hastalıklarda (5, 54), böbrek nakli yapılan 

hastalar gibi immün supresif ilaç kullananlarda (9, 46, 165), altta yatan hastalığı 

olanlarda (32, 49) ve kritik durumdaki yoğun bakım hastalarında (24) da 

görülebilmektedir. S. capitata daha sık görülen bir enfeksiyon etkeni olmakla 

birlikte, S. clavata nozokomiyal salgınlarda ön plana çıkan tür olmuştur (1-3, 23, 

27). Literatürde S. capitata’nın etken olduğu salgınlar da vardır (25, 26) ve 

ülkemizden yoğun bakım ünitesinde gözlenen üç olguluk bir bildirim de 

bulunmaktadır (24). 

Saprochaete türlerinin neden olduğu enfeksiyonlarda mortalite oldukça 

yüksektir (7, 32). Buna rağmen, Saprochaete türlerinde virülans faktörlerini 

araştıran çalışmalar oldukça sınırlıdır. Yüzeyel antijenik yapılar, adhezinler, 

toksinler, koagülazlar, hemolizinler, asit proteinazlar, fosfolipaz ve esteraz gibi 

hidrolitik enzimler, biyofilm oluşturma yeteneği gibi bilinen virülans faktörleri 

daha çok C. albicans ve A. fumigatus gibi sık görülen fungal patojenlerde 

gösterilmiştir (10, 34, 35, 81). Ancak, Saprochaete türlerinde varlıkları ve 

enfeksiyon patogenezine katkıları henüz ortaya konmamıştır. 

Saprochaete türlerinde antifungal duyarlılık testleri ve bunların sonucunun 

nasıl yorumlanacağı da henüz kesinlik kazanmamıştır. Antifungal duyarlılık 

durumunu araştırmak için kullanılan referans test yöntemleri, daha çok Candida ve 
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Cryptococcus türleri için test edilmiştir ve test parametreleri ile ilgili öneriler 

öncelikle bu iki cinsi kapsamaktadır. Ayrıca, elde edilen MİK değerlerinin 

yorumlanabilmesi için elimizde klinik sınır değerlerler bulunmamaktadır. 

Saprochaete izolatlarında antifungal duyarlılık durumunun değerlendirilebilmesi 

için referans yöntemlerde test parametrelerine ilişkin önerilerin belirtilmesi, elde 

edilen MİK değerlerinden epidemiyolojik eşik değerlerin saptanması ve klinik 

verilerle uyumu araştırılarak sınır değerlerin tespit edilmesi gerekmektedir. Sonraki 

aşamalarda, referans yöntemlerle rutin laboratuvarlarda sıklıkla kullanılabilen ticari 

testler ile elde edilen sonuçların uyum düzeyinin anlaşılmasına ihtiyaç 

duyulmaktadır (2, 36-38, 146, 147, 152). 

Bu çalışmada klinik örneklerden izole edilen Saprochaete izolatları tür 

düzeyinde tanımlanmış, virülans faktörleri ve antifungal duyarlılık durumları 

incelenmiştir. 

Saprochaete izolatları cins düzeyinde diğer R koloni oluşturan ve 

artrokonidya yapan mantarlardan konvansiyonel yöntemlerle ayrılabilmektedir 

(56). Ancak, makroskopik ve mikroskobik morfoloji tür düzeyinde tanımlama için 

yeterli olmamaktadır. Sellobiyoz, salisin ve arbutin gibi bazı kimyasallarda üreme 

özelliklerinin. S. capitata ve S. clavata türlerinin ayrımında yararlı olabileceği 

düşünülse de, yakın başka türlerin varlığı sonuçların güvenilirliğini azaltmaktadır 

(1, 28, 30, 40, 166). 

Literatürde konvansiyonel yöntemler ile tür düzeyinde tanımlama yapılan 

çalışmalar bulunmaktadır. Çalışmaların hepsinde makroskopik ve mikroskopik 

özellikler tanımlamada kullanılmış; ancak, bazılarında biyokimyasal özelliklerine 

göre yapılan tür ayrımı dizi analizi ile doğrulanmamıştır. Bu çalışmalara örnek 

olarak ID32C (53, 62), VITEK2 (BioMérieux, Fransa) (9, 13, 25), API20C 

(BioMérieux, Fransa) (22, 25) ile tür düzeyinde S. capitata olarak tanımlama 

bildiren bazı çalışmalar gösterilebilir. Bunlardan bazılarında biyokimyasal yöntem 

sonucunun yeterli düzeyde ayrım yapamadığı veya hatalı cins/tür ismi verdiği 

belirtilmiştir (7, 130). Biyokimyasal yöntemlerle tür tanısı yapılan ve dizileme ile 

tanımlamanın doğrulandığı çalışmalar da bulunmaktadır. Farklı çalışmalarda 

API20C (51), ID32C (21) veya VITEK2 (7) ile etken S. capitata olarak tanımlanmış 

ve ITS dizileme ile doğrulanmıştır. Biyokimyasal yöntemlere ek olarak veya tek 
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başına MALDI-TOF MS yöntemi ile tür düzeyinde S. capitata veya S. clavata 

olarak tanımlama yapan çalışmaların bazılarında da dizileme ile doğrulama 

yapılmıştır (21, 27, 44, 52). Bu çalışmalarda tür tanımlama sonuçları doğrulama ile 

uyumlu görünmektedir. 

Bu çalışmaya konvansiyonel yöntemler ile cins düzeyinde Saprochaete 

olarak tanımlanmış izolatlar dahil edilmiştir. İzolatların SDA’daki koloni 

morfolojileri ve Mısır Unlu Tween 80 agardaki mikroskobik morfolojileri kontrol 

edilmiştir. Sonrasında, rutin laboratuvarda kullanılan ID32C sistemi ile elde edilen 

tür tanımlama kayıtları ile MALDITOF-MS ve dizi analizi sonuçları 

karşılaştırılmıştır. 

MALDI-TOF MS yöntemi, kısa sürede sonuç vermesi ve manuel işlemlerin 

sınırlı olması sayesinde maya tanımlamasında hızla kullanılmaya başlanmıştır. 

Kullanılan veritabanının genişlemesi ile birlikte daha başarılı sonuçlar elde 

edilmektedir ve Saprochaete tanımlamasında da önerilmektedir (1). MALDI 

Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig Almanya) ile artrokonidya oluşturan 

maya-benzeri mantarların cins ve tür ayrımı yapmaya çalışan ilk araştırmalardan 

birinde 85 standart suş ve 71 klinik izolat çalışılmış, tanımlamalar dizileme ile 

doğrulanmıştır (130). Çalışmaya dahil edilen 3 farklı türe ait 28 standart 

Saprochaete suşu ve klinik izolatlar doğru tanımlanmış, sadece birinde düşük skor 

(<1.7 S. clavata) elde edilmiştir. Sonraki çalışmalarda da bu cihaz ile S. capitata ve 

S. clavata izolatlarının yüksek skorla (≥2) tanımlandığı bildirilmiştir (7, 21, 32). 

Bizim çalışmamızda izolatlardan sadece bir S. clavata izolatı için düşük skor (<1.7) 

gözlenmiştir. 

Mantar taksonomisinde ele alınan çok sayıda morfolojik, biyokimyasal ve 

moleküler özellik bulunmaktadır. Tür tanımlamasında ise bazı genlerin dizilerinin 

incelenmesi öne çıkmıştır. Daha çok ITS bölgesi dizisi incelenmekte, bazı 

mantarlar için tür ayrımında diğer genlerin de dizilenmesi gerekebilmektedir (28, 

30). Saprochaete türlerinde tür düzeyinde tanımlama yapan çalışmalar genellikle 

ITS dizilemesi ile S. capitata ve S. clavata türlerini ve yakın bir cins olan G. 

candidum’u rapor etmişlerdir (21, 32, 51, 79). Çalışmalardan bazılarında ITS 

dizisine ek olarak başka gen bölgeleri de incelenmiştir. Esposto ve ark. (40) 46 

izolatın ITS bölgesini analiz ederek 28’ini S. capitata, 18’ini S. clavata olarak 
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tanımlamışlardır. Ancak, dört izolatta ayrıca Rpb2 gen dizisi ile S. capitata 

tanımlamasını doğrulamışlardır. 

Bu çalışmaya dahil edilen 57 izolatın morfolojik özellikler ve ID32 C ile, 

MALDI-TOF MS ile ve ITS dizileme ile elde edilen tür tanıları birbiri ile uyumlu 

bulunmuştur. Ancak, ITS dizileme ile daha düşük Q ve I skoru ile de olsa ikinci bir 

tür ismi (M. spicifer) sonucu gözlenen üç S. clavata izolatında ayrıca Rpb2 geni de 

dizilenmiş ve sonuç doğrulanmıştır. 

Saprochaete izolatlarında filogenetik analiz tür ayrımında da 

kulanılabilmektedir. Bu yöntemle tür düzeyinde farklılıkları inceleyen çalışmalar 

bulunmaktadır (28, 30). Bu çalışmada da çizilen filogenetik ağaçta farklı türe ait (S. 

clavata) dört izolatın ayrı olarak kümelendiği gözlenmiştir. Ancak, birden fazla gen 

bölgesi kullanımının daha ayrıntılı değerlendirmeye olanak tanıyacağı 

düşünülmüştür. 

Literatürde klinik Saprochaete izolatlarında virülans faktörlerini araştıran 

çalışmalar oldukça sınırlıdır. Bu nedenle, çalışmamızda öncelikle mantarlarda 

bilinen virülans faktörleri fenotipik olarak araştırılmıştır. Sonuçlarımız başta C. 

albicans olmak üzere Candida türleri ile, veri bulunması durumunda diğer nadir 

görülen diğer maya-benzeri mantarlar olan Trichosporon ve Geotrichum ile 

karşılaştırılmıştır. 

Koagülaz aktivitesi, mantarlarda araştırılan önemli virülans faktörlerinden 

biridir. Klinik 125 izolatın koagülaz özelliğini araştıran bir çalışmada tavşan 

plazmasında 52 (%41,6), koyun plazmasında ise 26 (%20,8) pozitiflik saptanmış, 

insan plazmasında koagülasyon gözlenmemiştir (95). Tavşan plazmasında 

koagülaz pozitifliği Candida türlerinde en sık C. albicans’ta (29/64, %45,3) C. 

glabrata’da (6/14, %42,8) ve C. tropicalis’te (6/15, %40,0) bildirilmiştir. Test 

edilen dört G. candidum izolatından 2’sinde de pozitiflik gözlenmesi dikkati 

çekmiştir. 48 Candida izolatınıda tavşan plazması ile koagülaz aktivitesi araştıran 

bir çalışmada da 21 (%43,7) izolat pozitif bulunmuştur (11 C. albicans, 3 C. 

glabrata, 2 C. krusei, 3 C. kefyr, 2 C. parapsilosis) (93). İnsan plazmasında 40 C. 

parapsilosis izolatını test eden başka bir çalışma ise hepsini negatif bulmuştur 

(140). Farklı Candida türlerini tavşan plazması ile test eden bir çalışma, iki C. 

albicans izolatının 4 saatte pozitiflik verdiğini ama diğer izolatlarda 24 saatlik 
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inkübasyon sonrası pozitiflik tespit edebildiklerini belirtmişlerdir (98). Bu çalışma, 

C. albicans’ta %88,5, C. tropicalis’te %82, C. parapsilosis’te %34,5, C. 

guilliermondii’de %33,3 ve C. glabrata’da %20 pozitiflik bildirmiştir. C. krusei 

izolatlarında ise pozitiflik görülmemiştir. Buna karşın, 100 vulvovajinal C. albicans 

izolatını tavşan plazmasında test eden başka bir çalışmada koagülaz pozitifliği %5 

bulunmuştur (97). 

Trichosporon’da da kullanılan plazma test sonucunu etkilemiştir. Kırk 

Trichosporon izolatının 11’inde (%27,5) tavşan plazmasında koagülaz pozitif iken, 

insan plazmasında sadece ikisi pozitif olmuştur (99). 

Çalışmamızda ise koagülazın test edilmesi için tavşan ve insan plazması 

kullanılmıştır. İnkübasyon süresi 24 saate kadar uzatıldığı halde tüm izolatlar 

negatif olarak değerlendirilmiştir. 

Hemolitik aktiviteyi kan içeren besiyerlerinde, genellikle %7 koyun kanı ve 

%3 glukoz içeren SDA’da test edilmekte ve mantarlarda yüksek oranda pozitiflik 

rapor eden çalışmalar bulunmaktadır. Yiğit ve ark. (156) 104 mayayı test etmiş, 

dört C. parapsilosis dışında tüm izolatlarda 24 saat sonunda alfa-hemoliz; 48 saat 

sonunda ise üç C. guilliermondii ve üç G. candidum’da alfa, diğerlerinde beta- 

hemoliz gözlemişlerdir (156). Yenişehirli ve ark. (167) test ettikleri 147 C. albicans 

izolatının tamamının beta-hemolitik aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir. Yine 

Yiğit ve ark. (93) C. parapsilosis (n=5) dışında test ettikleri tüm Candida 

izolatlarında (17 C. albicans, 10 C.glabrata, 9 C.krusei, 7 C.kefyr) 48 saatte beta- 

hemoliz saptamışlardır. C.kefyr’de hemoliz indeksi daha düşük bulunmuştur. Ekşi 

ve ark. (104) ise test ettikleri 88 Candida izolatının %42,1’inde beta-hemoliz, 

%26,1’inde alfa-hemoliz gözlemiş; %31,8’inde ise hemoliz tespit etmemişlerdir. 

Sun ve ark. (35) 23 Trichosporon asahii izolatının tamamında, %5 CO2 

içeren atmosferde 96 saat inkübasyon gerekmesine karşın hemolitik aktivite 

göstermişlerdir. 

Çalışmamızda ise koyun kanlı ve at kanlı besiyerlerinde Saprochaete 

izolatlarında 48 saatlik inkübasyon sonrasında hemolitik aktivite tespit 

edilmemiştir. Plakların farklı atmosfer koşullarında ve/veya daha uzun süre inkübe 

edilmemiş olması çalışmamızın eksikliği olarak düşünülmüştür. 
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Proteinazlar C. albicans’ta önemli bir virülans faktörü olarak kabul 

edilmektedir. Çoğu çalışma, klinik C. albicans izolatlarında yüksek proteinaz 

pozitifliği bildirmiştir. Fotedar ve ark.(168) %100 (52/52), Arslan ve ark. (169) 

%64, Yenişehirli ve ark. (167) %81, Borst ve ark. (170) ise Türkiye’nin de içinde 

bulunduğu çok merkezli bir çalışmada %95 proteinaz aktivitesi rapor etmişlerdir. 

Trichosporon izolatlarında ise, Demir ve Kuştimur (99) proteinaz tespit 

etmemişlerdir. 

S. capitata’da proteinaz varlığı gösteren bir çalışma da bulunmaktadır. 

Pontieri ve ark. (166) test ettikleri 9 standart suş ve 18 klinik S. capitata izolatından 

sadece 3’ünde sığır serum albüminli agarda salgısal aspartil proteinaz varlığı 

saptamışlardır. Çalışmamızda ise test edilen 57 klinik Saprochaete izolatında 

proteinaz aktivitesi gözlenmemiştir. 

Fosfolipaz da C. albicans’ta sık görülen bir virülans faktörüdür. 

Mahmoudabadi ve ark. (171) vajinal C. albicans izolatlarında %84,7, idrar 

izolatlarında ise %75 fosfolipaz varlığı belirlemişlerdir. Arıkan ve  ark. (110) 

%78,7, Kuzucu ve ark. (172) 123 C. albicans’ta %57’sini fosfolipaz pozitif 

bulmuşlardır. Birinci ve ark. (173) %61,3, Arslan ve ark. (169) %75, Fotedar ve 

ark. (168) %100, Yenişehirli ve ark. (167) %76 pozitiflik bildirmişlerdir. Çok 

merkezli bir çalışmada ise C. albicans’ların %95’i fosfolipaz aktivitesi göstermiştir 

(170). Trichosporon’da ise durum farklıdır. Demir ve Kuştimur (99) 40 

Trichosporon izolatında fosfolipaz enzim üretimine rastlamamışlardır. G. 

candidum ve bazı Candida türlerinde (Candida lipolytica, Candida cylindracea) 

lipaz varlığı bildirilmişse de fosfolipaz aktivitesi bilinmemektedir (174). 

Çalışmamızda Saprochaete izolatlarında fosfolipaz aktivitesi tespit edilememiştir. 

Esteraz varlığı, C. albicans’ta yüksek oranlarda karşımıza çıkmakta, diğer 

Candida türlerinde ise değişkenlik gözlenebilmektedir. Fatahinia ve ark. (175) 52 

C. albicans’ın %89,1'inde, 12 C. glabrata’nın ise %14’ünde esteraz aktivitesi 

görülmüştür. Ranjith ve ark. (96) 50 klinik izolatta C. albicans ve C. albicans dışı 

izolatların tümünde esteraz aktivitesi göstermişlerdir. Slifkin ve ark. (159) C. 

albicans’ta (n=15) ve C. tropicalis’te (n=10) 2-3 günde, C.guilliermondii (n=5) ve 

Candida rugosa’da (n=3) 8-10 günde esteraz pozitifliği belirlemişlerdir. Diğer C. 

albicans dışı türlerde ise (16 C. dubliniensis 15 C. glabrata, 15 C. parapsilosis, 15 
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Candida famata, 5 C. kefyr, 10 C. krusei ve 2 C. lusitaniae) esteraz aktivitesi 

görülmemiştir. Dolapçı ve Tekeli (113) 252 Candida izolatını test etmiş; 182 C. 

albicans ve 21 C. tropicalis izolatı esteraz pozitif, 42 diğer albicans dışı Candida’yı 

negatif bulmuşlardır. 

Demir ve Kuştimur (99) Trichosporon izolatlarında birinci günden 

başlayarak 4 gün içinde tüm izolatlarda esteraz saptamışlardır. 

Baloch ve ark. (176) palmiye yağı ile kontamine atıklarından izole edilen, 

aralarında S. capitata (n=3) ile S. clavata’ya (n=2) yakın olduğu belirlenen ve M. 

spicifer (n=1) olarak tanımlanan izolatların bulunduğu bir grup mayada lipaz 

varlığını göstermişlerdir. Bu izolatlardan bazılarının esterifikasyon yapabildiğini 

belirtmişlerdir. Bu çalışmada tüm izolatlarda esteraz pozitifliği %56,1, S. capitata 

izolatlarında ise %50,9 olarak bulunmuştur. Bu durum, esteraz pozitifliğinin 

Saprochaete’de yaygın olabileceğini düşündürmüştür. Dikkati çeken bir durum da 

bir S. capitata izolatında üç tekrardan sadece birinde zayıf pozitif bulunmasıdır. 

Birden fazla izolatın aynı plakta test edilmesi durumunda, oluşan kristallerin 

yayılmasının neden olabileceği hataların önüne geçilmesi açısından aralarındaki 

mesafenin daha fazla olmasının uygun olacağı değerlendirilmiş ve bu izolat 

hesaplamalarda negatif kabul edilmiştir. 

Biyofilm oluşturma yeteneği ve “slime” faktörünün mantarlarda görülme 

oranları, test yöntemine ve mantarın test edildiği ortam koşullarına göre 

değişebilmektedir. Bu nedenle, farklı çalışmalarda değişken oranlar 

bildirilebilmektedir. Örneğin, C. albicans’ta “slime” varlığını tüp adherens 

yöntemiyle Ekşi ve ark. (104) %64,5 Dolapçı ve Tekeli (113) ise %9,7, Kuzucu ve 

ark. (172) %63 bulurken; Kongo kırmızısı agar ile Arslan ve Fındık (169) %48 

olarak saptamışlardır. Aslan ve Gülmez (124) farklı Candida türlerinde Kongo 

kırmızısı agarda %24, XTT indirgenmesi ile ise %100 biyofilm pozitifliği 

bildirmişlerdir. Turan ve ark. (177) da XTT redüksiyon yöntemi tüm izolatlarda 

biyofilm gözlemiş, 47 izolatta zayıf, 61’inde orta, 37’sinde güçlü biyofilm yeteneği 

göstermişlerdir. Gültekin ve ark. (178) kristal viyole yöntemiyle C. albicans’ların 

(n=17) hiçbirinde biyofilm gösterememiş; ancak, C. parapsilosis’lerin (n=18) 

tamamında saptamamışlardır. Tüzüner ve İnci ise (179) C. albicans ve albicans dışı 
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Candida’larda sırasıyla XTT redüksiyonu ile %15,6 ve %32,9, kristal viyole ile 

%12,5 ve %29,5 biyofilm pozitifliği bildirmişlerdir. 

Dağ ve ark. (34) tüp aderens yöntemiyle 48 T. asahii izolatının 28'inde 

(%58,3) “slime” pozitifliği belirlemişlerdir. 

Bu çalışmada Saprochaete izolatlarında biyofilm oluşumu hem metabolik 

aktivitenin ölçüldüğü XTT redüksiyonu yöntemiyle, hem de biyofilmde oluşan 

biyokütlenin gösterildiği kristal viyole yöntemiyle test edilmiştir. Tüm izolatların 

biyofilm oluşturabildiği gözlenmiştir. Önceki çalışmalarda önerilen sınır değer 

hesaplamaları kullanıldığında (162) tüm izolatlar her iki yöntemle de güçlü pozitif 

olarak değerlendirilmiştir. Bu nedenle, biyofilm pozitif kontrol olarark kullanılan 

C. albicans MYA izolatının biyofilm özelliği %100 kabul edilerek yeni bir 

sınıflandırma yapılmıştır. Bu sınıflandırma, izolatların %40,4’ünün pozitif 

kontrolden daha fazla biyokütle oluşturduğunu göstermiştir. Metabolik aktivite ise 

pozitif kontrolün %25-50’si aralığında yoğunlaşmıştır. Ancak, XTT ölçümü ile 

yapılan karşılaştırmanın Saprochaete izolatları ile C. albicans MYA274 suşunun 

metabolizması arasındaki farktan da etkileneceği akılda tutulmalıdır. 

Saprochaete türleri için antifungal duyarlılığın belirlenmesinde mayalar için 

önerilen yöntemler kullanılmaktadır. Diğer mantarlarda da tercih edilen şekilde, 

referans yöntemlerle elde edilen MİK değerleri daha güvenilir bulunmaktadır. 

Ancak, bu yöntemler öncelikle Candida ve Cryptococcus türlerini test etmek 

hedeflenerek geliştirilmiştir. Bu nedenle, inokulum hazırlığında spektrofotometrik 

ölçüm yapılması, okuma yapılmadan önce gerekli inkübasyonun süresi gibi 

sonuçları etkileyebilecek ayrıntıların kesinleştirilmesi için veri birikimine gerek 

duyulmaktadır. Buna ek olarak, Saprochaete türlerinde direnç yorumu yapmak için 

klinik sınır değerler, hatta epidemiyolojik eşik değerleri henüz belirlenmemiştir. 

Antifungal tedavi önerileri klinik durumun değerlendirmesine, literatürde bildirilen 

olguların prognoz sonuçlarına ve “breakthrough” enfeksiyon raporlarını temel 

almaktadır. Ayrıca Saprochaete türlerinde farklı yöntemlerle elde edilmiş 

antifungal MİK değerlerini bildiren çalışmalar kullanılabilmektedir (1). 

Çalışmamızda iki farklı referans yöntem ile 57 Saprochaete izolatında 

amfoterisin B, flukanozol, vorikonazol ve mikafungin MİK değerleri belirlenmiştir. 
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Antifungal duyarlılık testlerinin inokulum hazırlama aşamasında çeşitli 

zorluklar yaşanmıştır. EUCAST ve CLSI mayalar için 0,5 MacFarland 

yoğunluğunda inokulum hazırlanmasını ve bunun spektrofotometrik olarak 

ölçülmesini önermektedirler. Bu aralık Candida için %78-82 absorbans değerine 

karşılık gelmektedir. Ancak, Saprochaete izolatlarıyla hazırlanan ve 

spektrofotometrede bu aralığa karşılık gelen süspansiyon içerisindeki hücre sayısı 

Thoma lamında sayıldığında, hücre sayısının gerekli 0,5-2,5x105 CFU/ml’den az 

olduğu ve antifungal duyarlılık testlerinde üremenin 24 ve 48 saatlik ölçümlerde 

yetersiz kaldığı görülmüştür. Literatürde bu soruna dikkat çeken bir çalışma 

bulunmaktadır. Saprochaete izolatlarında 0,5 MacFarland yoğunluktaki inokulum 

ile hücre sayımlarının ve RPMI 1640 besiyerinde üremenin yetersiz kaldığını 

gözleyen Noster ve ark. (77), yoğunluğu 0,75 MacFarland’a yükseltmiştir. Bu 

çalışmada, inokulum tüm izolatlar için Thoma lamında sayım yapılarak hazırlanmış 

ve uygun yoğunluktaki süspansiyonlarda spektrofotometrik ölçüm yapılarak 

Saprochaete izolatları için uygun inokulum absorbans değerinin %62-66 arasında 

olması gerektiği sonucuna varılmıştır (Tablo 4.1). 

Antifungal duyarlılık testlerinin sağlıklı okunabilmesi için pozitif kontrol 

kuyucuğundaki üremenin yeterli olması esastır. Bu durum CLSI’da göz ile 

değerlendirilmekte, EUCAST yönteminde ise spektrofotometrik optik dansite 

ölçümünün ≥0,200 olması istenmektedir (146, 147). Saprochaete izolatlarında 

antifungal duyarlılık testi uygulayan çalışmalarda genellikle plaklar 48 saat 

inkübasyon sonrasında değerlendirilmiştir. CLSI (19) ve EUCAST (77) yöntemiyle 

okumanın 48 saatte yapıldığını bildiren çalışmalar bulunmaktadır. Bizim 

çalışmamızda da CLSI yönteminde 24 saatlik inkübasyondan sonra kontrol 

kuyucuklarında üreme yetersiz bulunmuş ve 48 saatlik değerlendirmeler 

kullanılmıştır. EUCAST yönteminde ise izolatların çoğunun 24 saatlik inkübasyon 

sonrasında istenen ≥0,200 değerine ulaşamadığı gözlenmiş, amfoterisin B, 

flukonazol ve vorikonazol için 24 saatte yeterli üreme olan 3 izolat dışında 48 

saatlik okumalar değerlendirilmiştir. Mikafungin için ise inkübasyonun 24 saatten 

uzun olması önerilmediğinden 24 saatlik okumalar alınmış, 48 ve 72 saatte MİK 

değerlerinde artma eğilimi olduğu vurgulanmıştır (146, 147). Saprochaete 

izolatlarında ekinokandine karşı azalmış duyarlılık beklendiği için, bu grup 
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antifungaller için düşük MİK değerlerine şüphe ile yaklaşılması uygun olacaktır 

(1). 

Literatürde Saprochaete izolatlarını farklı yöntemler ile test ederek 

sonuçları raporlayan çalışmalar bulunmaktadır. Aşağıda, test edilen antifungaller 

ile ilişkili veriler tartışılmıştır. 

Saprochaete izolatlarında amfoterisin B MİK değerleri farklı yöntemler ile 

daha çok 0,5-2 mg/l aralığında bildirilmiştir (1). Esposto ve ark. (40) CLSI, 

EUCAST ve Sensititre YeastOne (Thermo Fisher INc. ABD) yöntemleriyle elde 

edilen amfoterisin B MİK değerlerinin S. capitata’da sırasıyla 0,06-1mg/l, 0,06- 

1mg/l ve 0,5-2 mg/l; S. clavata’da ise 0,12-1 mg/l, 0,06-1 mg/l ve 0,5-1 mg/l 

arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Girmenia ve ark. (180) 23 S. capitata izolatında 

antifungal duyarlılığı farklı yöntemlerle test etmişlerdir. Amfoterisin B MİK 

değerlerini CLSI mikrodilüsyon ile 0,06-0,25 mg/l, Sensititre YeastOne 

panelleriyle 0,016-0,5 mg/l ve Mueller Hinton agarda (MHA) Etest gradiyent 

şeritleriyle (BioMérieux, Fransa) 0,016-1 mg/l bulmuşlardır. Vaux ve ark. (23) 

salgına neden olan 45 S. clavata izolatında EUCAST yöntemiyle 0,125-1 arasında 

değişen amfoterisin B MİK değerleri bildirmiştir. Antifungal duyarlılığın çalışıldığı 

olgu sunumlarında bildirilen amfoterisin B MİK değerleri en fazla 2 mg/l’ye 

ulaşmıştır (47, 58). Amfoterisin B duyarlılığını test etmek için Etest kullanan ve 

benzer sonuçlar bulan çalışmalar da bulunmaktadır (62, 78, 181). Ancak, bir 

çalışmada Etest ile 4 mg/l amfoterisin B MİK değeri elde edilmiştir (164). Noster 

ve ark. (77) ise amfoterisin B için referans yöntem ile Etest arasındaki zorunlu 

uyumu (“Essential agreement, EA) S. clavata’da %92 bulurken S. capitata’da 

%80’e kadar düşebildiğini bildirmiş ve gradiyent şerit yönteminin kullanılmasının 

uygun olmadığını belirtmişlerdir. 

Çalışmamızda amfoterisin B MİK değerleri CLSI ile 1-2 mg/l, EUCAST ile 

0,5-2 arasında değişmiştir. Bu durum literatürde bildirilen değerlerle uyumlu 

görünmektedir. EUCAST ve CLSI yöntemlerinin uyumu incelenmiş, 5 izolat 

(%8,8) dışında MİK değerleri ±1 dilüsyon içinde bulunmuştur. 

S. capitata’da flukonazol MİK değerleri, daha düşük olabilse de, genelikle 

16-32 mg/l arasında bulunmaktadır (1). CLSI, EUCAST ve Sensititre YeastOne 

yöntemlerini kullanan bir çalışma flukonazol MİK değerlerini S. capitata’da 
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sırasıyla 1-32 mg/l, 1-32mg/l ve 2-16 mg/l; S. clavata’da 4-32 mg/l, 1-32 mg/l ve 

8-64 mg/l arasında rapor etmiştir (40). Girmenia ve ark. (180) flukonazol MİK 

değerlerini CLSI mikrodilüsyon ile 1-32 mg/l, Sensititre YeastOne panelleriyle 1- 

64 mg/l ve MHA’da Etest ile 2-64 mg/l, MHA’da CLSI disk difüzyon yöntemiyle 

2-64 mg/l’ye karşılık gelecek aralıkta bildirmişlerdir. Sancak ve ark. (19) 15 S. 

capitata izolatında CLSI ve Etest ile 2-64 mg/l flukonazol MİK değeri rapor 

etmişlerdir. Noster ve ark. (77) S. capitata ve S. clavata’da 0,25-16 mg/l arasında 

değişen EUCAST MİK değerleri bildirmişlerdir. Bu çalışmada gradiyent şerit 

yöntemiyle elde edilen MİK değerlerinin S. capitata’da %100, S. clavata’da ise 

%88 oranında referans yönteme göre >1 dilüsyon fark gösterdiğine dikkat 

çekilmiştir. Literatürdeki diğer çalışmalarda da flukonazol MİK değerleri genellikle 

yüksek seyretmektedir (36, 47, 62, 78). Salgın sırasında izole edilen 7 S. capitata’da 

CLSI ile flukonazol MİK 2 mg/ml tespit eden bir çalışmada farklı olarak 

mikroplaklar 30°C’de inkübe edilmiştir (58). 

Çalışmamızda Saprochaete izolatlarında CLSI ile 0,25-16, EUCAST ile 

0,5-64 arasında değişen flukonazol MİK değerleri elde edilmiştir (Tablo 4.8). 

Yüksek MİK değerleri literatür ile uyumlu bulunmuş, EUCAST yönteminde MİK 

değerlerinin yükselme eğilimi dikkati çekmiştir. İzolatların 32’sinde (%56,1) 

EUCAST yöntemi ile ≥2 dilüsyon yüksek MİK değerleri elde edilmiştir. 

S. capitata’da beklenen vorikonazol MİK değerleri 2 mg/l’nin altındadır ve 

genellikle 0,03-0,5 mg/l arasında değişmektedir (1). Vorikonazol duyarlılığını 

CLSI, EUCAST ve Sensititre YeastOne ile test eden bir çalışma S. capitata’da 

sırasıyla 0,03-1 mg/l, 0,03-0,5 mg/l ve 0,06-1 mg/l; S. clavata’da 0,03-1 mg/l, 0,03- 

0,5 mg/l ve 0,03-1 mg/l MİK değerleri saptamıştır (40). Birden fazla test yöntemi 

kullanan başka bir çalışma, CLSI mikrodilüsyon ile 0,03-0,5 mg/l, Sensititre 

YeastOne panelleriyle 0,016-0,25 mg/l ve MHA’da Etest ile 0,06-0,5 mg/l, 

MHA’da CLSI disk difüzyon yöntemiyle 0,06-4 mg/l’ye karşılık gelecek aralıkta 

vorikonazol MİK değerleri saptamışlardır (180). Sancak ve ark. (19) S. capitata’da 

vorikonazol MİK değerlerini CLSI ile 0,06-0,5 mg/l ve Etest ile 0,125-1 mg/l 

aralığında tespit etmişlerdir. S. clavata’da ise EUCAST ile 0,06-2 mg/l arasında 

değişen değerler bildirilmiştir (23). Genel olarak farklı yöntemlerle Saprochaete’de 

düşük MİK değerleri tespit edilmiştir (36, 47, 62, 78, 164). Ancak, Saprochaete 
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vorikonazol MİK değerlerinde EUCAST referans yöntemi ile Etest arasındaki 

uyumun düşük olduğunu vurgulayan bir çalışma da bulunmaktadır (77). 

Çalışmamızda vorikonazol MİK değerleri CLSI ile 0,016-1 mg/l, EUCAST 

ile 0,03->8 mg/l arasında bulunmuştur (Tablo 4.9). Genel olarak literatürle uyumlu 

olarak düşük MİK değerleri gözlenmekle birlikte, EUCAST yöntemi ile 7 izolatta 

MİK değerinin ≥4 mg/l’ye ulaşması dikkat çekmiştir. EUCAST yöntemi ile 48 

izolatta (%84,2) CLSI yöntemiyle elde edilenlere göre ≥2 dilüsyon daha yüksek 

MİK değeri bulunması da ilgi çekicidir. 

Saprochaete türleri ekinokandinlere doğal dirençli kabul edilmektedir (1). 

Bu nedenle mikafungin ve diğer ekinokandinlere ait MİK değerlerinin yüksek 

olması beklenmektedir. Subramanya Supram ve ark. (58) CLSI ile 0,125 mg/l 

olarak bulunan bir kaspofungin MİK değeri hariç, 1-4 mg/l arasında değişen 

mikafungin, anidulafungin ve kaspofungin MİK değerleri bildirmişlerdir. 

Fernandez-Ruiz ve ark. (79) CLSI ve EUCAST ile sırasıyla, mikafungin için 2 mg/l 

ve 0,5-32 mg/l; anidulafungin için 4 mg/l ve 2-32 mg/l MİK değerleri rapor 

etmişlerdir. Buchta ve ark. (36) Etest ve Sensititre YeastOne ile yüksek mikafungin, 

anidulafungin ve kaspofungin MİK değerleri tespit etmişlerdir. Sensititre YeastOne 

(181) ve Etest (78, 164) ile yüksek ekinokandin MİK değerleri bildiren çalışmalar 

bulunmaktadır. 

Çalışmamızda mikafungin MİK değerleri CLSI ile 0,5->16 mg/l, EUCAST 

ile 0,25->16 mg/l arasında değişmiştir (Tablo 4.10). Değerler, referans yöntem 

önerilerine uyarak 24 saatte okunmuş, inkübasyon uzatıldığında MİK değerlerinde 

yükselme eğilimi ortaya çıkmıştır. Bu durum, Saprochaete cinsindeki doğal 

ekinokandin direnci ile uyumludur. Ayrıca; izolatların 36’sında (%63,2) EUCAST 

yöntemiyle, ikisinde (%3,5) CLSI yöntemiyle diğer yönteme göre ≥2 dilüsyon 

yüksek MİK değeri gözlenmiştir. Test edilen Saprochaete izolatları için 

mikrodilüsyon testinde yeterli üremeye ulaşmada da güçlük yaşanmıştır. Bu 

durumun düşük ekinokandin MİK değerlerine neden olabilir. Saprochaete 

izolatlarının MİK değerinden bağımsız olarak ekinokandinlere doğal dirençli 

olduğu akılda tutulmalıdır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 
 

1. Saprochaete cinsinde tür ayrımını yapmak için kullanılan ticari kitler, 

biyokimyasal yöntemler, MALDI-TOF MS ve ITS dizileme, birbirleri ile tutarlı ve 

doğru sonuçlar vermiştir. 

2. ITS dizileme ile tür ayırımı bazen yeterli olamamaktadır. Böyle 

olduğunda başka bir gen bölgesinin dizilenmesi ile sonuçlar doğrulanmalıdır. 

3. Çalışılan hiçbir izolatta fenotipik olarak koagülaz aktivitesi, hemolitik 

aktivite, proteinaz ve fosfolipaz aktivitesi saptanmamıştır. 

4. S. capitata izolatlarında %50,9, tüm izolatlarda %56,1 oranında esteraz 

pozitifliği bulunmuştur. 

5. İzolatların biyofilm oluşturma yeteneği değerlendirilmiş, XTT 

redüksiyonu metabolik aktivite ve kristal viyole yöntemiyle biyokütle oluşumu 

ölçülmüş, her ikisi de güçlü pozitiflik göstermiştir. İzolatların %40,4’ünün biyofilm 

pozitif olduğu, C. albicans MYA 274 suşundan daha fazla biyokütle oluşturabildiği 

gözlenmiştir. 

6. Antifungal duyarlılık testlerinde her iki referans yöntemde de inokulum 

başlangıçta 0,5-2,5x106 CFU/ml olarak hazırlanmakta ve sonra uygun seyreltme 

yapılmaktadır. Bunun için mayalarda spektrofotometrik olarak 0,5 MacFarland 

(absorbans %78-82) yoğunluğunda inokulum hazırlanması uygun olabilmektedir. 

Ancak, Saprochaete izolatlarında inokulum yoğunluğu 0,5 MacFarland’a 

ayarlandığında inokulumdaki hücre sayısının yetersiz olduğu görülmüştür. Bu 

nedenle her izolat için Thoma lamında sayım yapılarak uygun yoğunlukta inokulum 

hazırlanmış ve spektrofotometrik ölçümlerde uygun absorbans aralığının %62-66 

olduğu bulunmuştur. 

7. Flukanozol vorikonazol ve mikafungin için EUCAST MİK değerlerinin 

CLSI’a göre daha yüksek olduğu görülmüştür. Amfoterisin B MİK değerleri ise 

benzer bulunmuştur. 

 

 
. 
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