T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KLINIK SAPROCHAETE iZOLATLARININ TUR DUZEYINDE
TANIMLANMASI, iKi FARKLI REFERANS YONTEMLE ELDE
EDILEN ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTI SONUCLARININ

KARSILASTIRILMASI VE VIRULANS FAKTORLERININ
ARASTIRILMASI

Beyzanur KASALTI

Mikrobiyoloji Program
YUKSEK LISANS TEZi

ANKARA
2022






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KLINIK SAPROCHAETE iZOLATLARININ TUR DUZEYINDE
TANIMLANMASI, IKi FARKLI REFERANS YONTEMLE ELDE
EDILEN ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTI SONUCLARININ

KARSILASTIRILMASI VE VIRULANS FAKTORLERININ
ARASTIRILMASI

Beyzanur KASALTI

Mikrobiyoloji Programi
YUKSEK LISANS TEZI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Dolunay GULMEZ KIVANC

ANKARA
2022



ONAY SAYFASI

HACETTEPE UNIVERSITESI
SA(’SL!K lelmu-:ni msﬂﬂlsﬁ







YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisanststt tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari disindaki ttm fikri
mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bélumuntn gelecekteki calismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhut ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullaniimasi zorunlu metinlerin yazil izin alinarak kullandigim ve istenildiginde suretlerini
Universiteye teslim etmeyi taahhut ederim.

Yuksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kutuphaneleri Agik Erisim Sisteminde erisime agcilir.

o Enstitt/ Fakulte yénetim kurulu karari ile tezimin erisime agiimasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. ("

o Enstitu / Fakulte ydnetim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erisime aciimasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. ¢

Dl L@ el
(Imza)

BEYZANYR KASALTI

Il isanstistti Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanststii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisi izerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu iki
yil stire ile tezin erisime agiimasinin ertelenmesine karar verebilir.

ateryal ve metotlarin kullanildigi, hen(iz makaleye déniismemis veya patent gibi yéntemlerle
n paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkan olugturabilecek
ler hakkinda tez danismaninin Gnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérigi izerine
retim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak (zere tezin erigime agilmasi

nligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
r1, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
lisansustii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi
sl (zerine liniversite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen



ETIK BEYAN SAYFASI

ETIK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar
cergevesinde elde ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve
sonuglan bilimsel ahlak kurallanina uygun olarak sundugumu,
kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar diginda
zgiin oldugunu, Tez Danismaninin prof. Dr. Dolunay GULMEZ
KIVANC danismanliginda tarafimdan firetildigini ve Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri  Enstitiisi  Tez Yazim

Yénergesine gore yazildigini beyan ederim.




Vi

TESEKKUR

Tiim egitimim boyunca hem bana kattig1 bilgiler i¢in hem de tez ¢alismam boyunca
her olumsuz anda bana destekleri i¢in, tezin her asamasinda emekleriyle, 6zverisiyle
beni yalniz birakmayan tez danismanim Prof. Dr. Dolunay Giilmez Kivang’a,
Bilgisini paylasan ve yardimlarini esirgemeyen Prof. Dr. Sevtap Arikan-Akdagli’ya,
Nesesi ve azmiyle drnek olan, sorgulamadan yapmami saglayan, tezin yapim
asamasinda ¢ok biiyiik yardimlar1 ve destegi olan Dilek Cakmak’a

Tecriibelerinden ¢ok sey 6grendigim, Sebnem Budak’a

Destek ve yardimlarini1 esirgemeyen Mevliide Sar1’ya

Beni yalniz birakmayan hep destekleyen, anne, babama ve kardesime tesekkiir
ederim.

Beyzanur KASALTI



vii

OZET

Beyzanur KASALTI, Klinik Saprochaete Izolatlarinin Tiir Diizeyinde
Tammlanmasi, iki Farkli Referans Yontemle Elde Edilen Antifungal Duyarlihk
Testi Sonuclarinin Karsilastirilmasi Ve Viriilans Faktorlerinin Arastirilmasi
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Program,
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,2022. Saprochaete tiirleri, 6zellikle, bagisiklig:
baskilanmis hastalarda 6liimle sonuglanabilen enfeksiyonlara neden olabilen ve
nozokomiyal salginlara yol agabilenfirsat¢1 patojenlerdir. Viriilans faktorleri ile ilgili
bilgiler sinirhidir ve antifungal duyarlilik testleri heniiz standardize edilmemistir. Bu
calismada klinik Saprochaete izolatlarinin tiir tanisinin dogrulanmasi, viriilans
faktorlerinin fenotipik yontemlerle arastirilmasi ve iki farkli referans antifungal
duyarlilik testi ile duyarlilik durumunun arastirilmast amaglanmistir. Calismaya
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji
Birimi’nde konvansiyonel olarak Saprochaetetiirii olarak tanimlanan 57 izolat dahil
edilmistir. Tir diizeyinde tanimlama MALDITOF-MS ve dizi analizi ile
dogrulanmistir. Koagiilaz, hemoliz, fosfolipaz, salgisal asit proteinaz ve esteraz
aktivitesi ve biyofilm olusturma yetenegi test edilmistir. Amfoterisin B, flukonazol,
vorikonazol ve mikafungin minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) veEuropean Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) onerilerine uygun olarak
belirlenmistir. Calismadaya alinan izolatlarin 53’{i Saprochaete capitata4’i
Saprochaete clavata olarak tanimlanmistir Tiim izolatlar koagiilaz, hemoliz,
fosfolipaz, asit proteinaz negatiftir. Esteraz pozitifligi tiim izolatlar igin %56,1 dir.
Tiim izolatlar kristal viyole ve XTT yontemleriyle giiclii biyofilm pozitif bulunmustur.
Antifungal duyarlilik testlerinde MICgo degerleri CLSI ve EUCAST igin sirasiyla
amfoterisin B i¢in 2 g/mL ve 1 mg/l, flukanozol i¢in 8 g/mL ve 32 mg/l, vorikonazol
icin 0,25 g/ml ve 4 mg/l, mikafungin i¢inse 16 g/mL ve 32 mg/l olarak bulunmustur.
Anahtar Kelimeler:
Saprochaete, Saprochaete capitata, Magnusiomyces capitatus, Saprochaete clavata,
antifungal duyarlilik, viriilans faktorleri, biyofilm, esteraz, fosfolipaz, proteinaz

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: THD-2022-19827).
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ABSTRACT

Beyzanur KASALTI, 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. MICg
values in antifungal susceptibility tests were 2 g/mL and 1 mg/l for amphotericin B, 8
g/mL and 32 mg/I for flucanozole, 0.25 g/ml and 4 mg/I 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. GIRIS

Firsatgr fungal patojenler olan Saprochaete tiirleri bagisiklik —sistemi
baskilanmis, kemoterapi alan, hematolojik malignitesi bulunan, uzun siire yogun
bakim {initesinde tedavi goren ve ve diger immiinosupresif tedavilere maruz kalan
kisilerde nadir goriilen enfeksiyonlarda etken olabilmektedirler (1-9). Immiin
kompetan kisilerde gelisen enfeksiyonlar da bildirilmistir (10). Brezilya (11),
Hindistan (9, 12, 13), Irak (14), Japonya (15), Tunus (16) gibi diinyanin gesitli
tilkelerinde ve tilkemizde (17-22) bildirilen ¢ok sayida sporadik vaka bulunmaktadir.
Bunlarin disinda, Saprochaete’nin etken oldugu hastane salginlar1 goriilmiistiir (2, 23-
27). Salginlarda kaynagin tam olarak saptanamadigi durumlar olsa da, Saprochaete
tiirlerinin hastane ortaminda yiizey ve cihazlarda kolonize olabilecegi diisiiniilmiistiir
(27-29). Saprochaete tiirlerinin dogada, toprakta, siit frlinlerinde gosterildigi
caligmalar bu varsayimi desteklemektedir (13, 29).

Enfeksiyon etkeni olarak en sik rastlanan tiirler olan Saprochaete capitata
(Teleomorf Magnusiomyces capitatus) ve S. clavata (teleomorf Magnusiomyces
clavatus) makroskopik ve mikroskopik olarak benzer olduklarindan morfolojik olarak
ayrilmalarinda giigliik yasanmaktadir (28, 30). Tiir diizeyinde tanimlama igin
konvansiyonel testlerin (karbon asimilasyon testleri, iireaz, misir unlu Tween 80
agarda morfolojik goriiniim gibi) yan1 sira, MALDITOF-MS ve gen dizileme
yontemleri kullanilmasi 6nerilmektedir (28, 30). Altin standart olarak kabul edilen gen
dizileme yonteminde ITS gen bdlgesinin yaninda, tiir diizeyinde daha spesifik ayrim
yaptig1 bilinen farkli gen bolgerinin dizilendigi caligmalar da bulunmaktadir (27, 28,
30, 31).

Saprochaete enfeksiyonlarinda mortalite yiiksek seyretmektedir (1, 4, 7).
Invaziv enfeksiyonlarda 6liim oranlar1 %80’lere ulasabilmektedir (23, 32, 33). Buna
ragmen literatiir incelendiginde Saprochaete tiirlerinde viriilans faktorlerini arastiran
caligmalar oldukca smirlidir. Yiizeyel antijenik yapilar, adhezinler, toksinler, asit
proteinaz, fosfolipaz ve esteraz gibi hidrolitik enzim yapimi, biyofilm olusturma
yetenegi gibi mantarlara ait bilinen viriilans faktorlerinin Klinik izolatlarda varligi tam
olarak ortaya konmamustir (34, 35).

Saprochaete tiirlerinde antifungal duyarlilik durumunun tespitinde bir goriis
birligi heniiz bulunmamaktadir. Antifungal duyarliik durumunu arastiran

caligmalarda mayalar igin 6nerilen test yontemleri kullanilmakla birlikte, bu yontemler



daha ¢ok Candida ve Cryptococcus tiirleri standardize edilmistir. Ayrica, heniiz
Saprochaete tiirleri i¢in klinik smir degerler tanimlanmamistir. Ancak, antifungal
duyarliligin  degerlendirildigi durumlarda ekinokandinlere azalmis duyarlilik
gozlenmektedir. Antifungal duyarlilik durumunun tam olarak yorumlanabilmesi i¢in
referans yontemlerde Saprochaete cinsi i¢in standart kosullarin kesinlestirilmesi, farkli
yontemler arasindaki uyumun belirlenmesi, epidemiyolojik esik deger ve klinik sinir
degerlerin ortaya konmasi i¢in ek aragtirmalar gerekmektedir (1, 36-38). Bu ¢alismada
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji
Birimi’nde izole edilen klinik Saprochaete izolatlarinda tiir dagiliminin, viriilans
faktorlerinin ve antifungal duyarlilik durumunun ortaya konmasi ve nadir bir fungal

enfeksiyon etkeni hakkindaki bilgi birikimine katkida bulunulmasi1 amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge ve Taksonomi

Saprochaete cinsi, Ascomycetes iginde taksonomileri yakin zamana kadar
netlestirilememis ve halen taksonomik incelemeleri devam eden bir grup maya benzeri
hif olusturabilen mantar olarak yer almaktadir. Cins ve tiir ayrimlari i¢in morfolojik,
fizyolojik ve kiiltiirel 6zelliklerin yan1 sira molekiiler teknikler de kullanilmaktadir. Bu
amagcla cins tanimlamalarinda nDNA reasosiasyonu, genomik DNA’nin G+C igerigi
ve termal denaturasyon egrisi, eslesme tipi sistemleri gibi 6zellikler; tiir kompleksleri
diizeyinde ise elektroforetik karyotipleme, PCR “fingerprinting”, ¢ok lokuslu enzim
elektroforezi (“multilocus enzyme electrophoresis”, MLEE) ve ¢ok lokuslu dizileme
tiplendirmesi (“multilocus sequence typing”, MLST) gibi yontemler kullanilmaktadir
(28, 30). Kullanilan yontemler ile baslangigta 1) teleomorfu Galactomyces anamorfu
Geotrichum, 2) teleomorfu Dipoascus anamorfu Geotrichum, 3) teleomorfu
Magnusiomyces anamorfu Saprochaete olarak isimlendirilmis {i¢ farkli gruba
ayrilmislardir (39). Bu grup mantarlar ilk olarak 1832°de Geotrichum adiyla, 1892°de
Dipodascus, 1977°de Galactomyces adiyla literatiirde karsimiza ¢ikmaktadir. Cinsin
tanimlandig1 “tip tiir” (type species) Geotrichum candidum oldugu i¢in, bu cins adi
ilgili tiir ve akrabalarma ayrilmustir. Ikinci grup i¢in Dipoascus, iigiincii icin ise
Saprochaete’ye gore daha yeni olmasina karsin daha bilinen bir isim oldugundan
telomorf ismi olan Magnusiomyces ismi 6n plana ¢ikmistir (39).

Giintimiizde Saprochaete tiirleri mantarlar aleminin Ascomycetes subesi
Saccharomycetes sinifinda Saccharomycetales takimi Dipodascaceae ailesi iginde
siiflandirilmiglardir (28, 30, 40). Klinik 6rneklerden en sik izole edilen iki tiirden biri
Saprochaete capitata (Tl: Magnusiomyces capitatus) digeri ise Saprochaete clavata
(TI: Magnusiomyces clavatus) olarak isimlendirilmiglerdir (28, 30).

S. capitata suslarinda yogun dallanma gosteren konidyal aparattan gelisen
blastik konidya goriilmesi nedeniyle Blastoschizomyces capitatus olarak ayri bir
isimlendirme Onerisi de getirilmis ancak Dipodascus’ta da bu kadar belirgin olmasa
da benzer yapilarin goriilebilmesi nedeniyle yaygin kabul gormemistir (30). S. capitata
igin literatiirde daha 6nce kullanilan diger isimler arasinda Geotrichum capitatum,
Trichosporon capitatum, Dipoascus capitatus sayilabilir (30). S. clavata igin ise

Geotrichum clavatum ismine rastlanabilmektedir (28, 30).



Giincel literatiirde M. capitatus ve S. clavata isimlerinin kullanimi1 dogru kabul
edilmekte ve bu tiirlerin etken oldugu enfeksiyonlar Magnusiomyces/Saprochaete
enfeksiyonlar1 olarak tanimlanmaktadir (1). Ancak, bu ¢alismada ayni1 cinse ait tiirler

oldugunun vurgulanmasi amaciyla anamorf isimleri kullanilmistir.

2.2. Epidemiyoloji

Saprochaete tiirleri ¢evremizde c¢ok farkli nislerde bulunabilirler. Dogada
toprakta (41), siit dirlinlerinden (26), evlerde, saglik kuruluslarindaki bulagik
makinalari1 ve tibbi cihazlardan (27, 42, 43) izole edilmislerdir. S. capitata insan cilt
ve mukozasini kolonize olabilmektedir. (41). S. clavata da insanda cilt, balgam ve
gastrointestinal 6rneklerden izole edilmistir (1). Diinyada farkli iilkelerden bildirilen
sporadik olgular, Saprochaete tiirleri ile farkli viicut bolgelerini tutan enfeksiyonlarin
gelisebildigine isaret etmistir. Fungemi ve organ tutulumlart (karaciger, akciger,
endokard, beyin, kemik, eklem, cilt vb.)  bildirilmistir  (1). Invaziv
Saprochaete enfeksiyonu goriilen hastalar, diger invaziv fungal enfeksiyonlara benzer
sekilde immiin sistemin baskilandigi, genel durumu koétii, invaziv girisim uygulanmis,
hastanede ve yogun bakimlarda uzun siire geciren, genis spektrumlu antimikrobiyal
tedavi goren hastalardir ve hematoonkolojik hastalar ek risk altindadir(1, 4, 5, 7, 12,
16, 36, 44, 45). Daha once ekinokandin alan hastalarda riskin arttigini bildiren
calismalar bulunmaktadir (1, 12, 20, 46-48). italya (8, 25, 49), Ispanya (26), Fransa
(23), Cin(6, 50), Cekya (36), Brezilya (11), Hindistan (9, 12, 13), Irak(14),
Japonya (15), Tunus (16) gibi farkl iilkelerden enfeksiyonlar bildirilmistir. 2020
yilinda vakalara bakildiginda en yiiksek vaka sayist 87 vaka sayisi ile Italya'dan
bildirilmistir (1). Ulkemizden de enfeksiyon bildirimleri bulunmaktadir (14, 18-22, 44,
47, 51-55). Bunlarin diginda nozokomiyal salginlarin bildirildigi durumlar da
gozlenmistir. Ozellikle Italya’da ve Fransa’da yiiksek vaka sayilarma sahip
Saprochaete salginlar1 yasanmustir. ilk salgin Martino ve ark. (25) tarafindan 1990
yilinda Italya’da bildirilmistir. Bu salginlarda etken tiir Saprochaete clavata olmustur
Daha sonra Ispanya’da kahvaltilik siitii sicak tutmak igin kullanilan termostan
kaynaklanan S. capitata salgini bildirilmistir (26). Avrupa’da goriilen bir diger salgin
ise hastanenin bulasik makinasindan kaynaklanan Saprochaete salgimidir (2).

Ulkemizden de yogun bakim iinitesinde {i¢ hastanin etkilendigi bir S. capitata salgini



bildirilmistir (24). Hastalarda tan1 daha ¢ok kan ve steril viicut sivilarmin kiiltiirlerinde
tireme gozlenmesi ile konulmustur (1).

Saprochaete enfeksiyonun nasil bulastigi ve yayildigi hakkinda bilgiler kesin
degildir. Yasanan salginlarda enfeksiyonun insan, ¢evre veya cihaz kaynakli oldugu

diisiintilenler bulunmaktadir (3, 26).

2.3. Tanimlama

2.3.1. Morfolojik Ozellikler

Saprochaete kolonileri 24-48 saatte iireyebilmekle birlikte genellikle 5 giin
icinde olgunlagsmaktadir. Makroskopik olarak diiz ve kirisik, diizensiz sekilde yayilan,
olgunlastik¢a aerial hiflerin belirginlestigi, beyaz veya krem renkli, buzlu cam
goriinimiinde koloniler olustururlar (1, 56). Optimum iireme sicakliklar1 30°C ile
40°C arasindaki olabilmektedir (57). Bir ¢alismada, S. clavata izolatlarinin 45°C'nin
tizerindeki sicakliklarda tiremedigi bildirilmisse de, lireme sicakligina dayanan bir tiir
ayrim1 yapmak giivenilir bulunmamaktadir (3).

Mikroskopik olarak maya hiicreleri, gercek hifler, yalanci hifler, bol
annelokonidya ve az sayida artrokonidya goriilebilir (1, 28, 30, 56).

Klinik 6rneklerden izole edilebilen iki tiir olan S. capitata ve S. clavata
makroskopik ve mikroskopik olarak ayirt edilememektedir ve bu durum tiir ayriminda
hatalara neden olabilmektedir (5, 28). Bu iki tiirlin birbirinden ayrimi; epidemiyolojik
Ozelliklerin tanimlanmasi, enfeksiyonlarm seyirlerinin ve tedavilerdeki olasi

farkliliklarin belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir (31, 32, 58).

2.3.2. Biyokimyasal Ozellikler

Karbohidrat asimilasyonu

Mayalar karbohidratlar1 fermente ve asimile edebilen organizmalardir.
Fermantasyon, karbohidratlarin kullanilip CO2 ve etanol iiretilebilen anaerobik bir
reaksiyondur. Asimilasyon ise karbonhidratlarin oksijen varliginda kullanilmasidir.
Mayalarin tanimlanmasinda karbonhidrat asimilasyon testlerinin &nemli roli

bulunmaktadir. S. capitata ve S. clavata ’nin tiir diizeyinde ayriminda kullanilabilecek



bazi farkliliklar bulunmaktadir. S. clavata izolatlar1 genellikle salisin ve selobiyozu tek
karbon kaynagi olarak kullanabilirken S. capitata kullanamamaktadir (1, 33). Yakin
bir tiir olan Magnusiomyces spicifer (Dipodascus spicifer) de salisin, selobiyoz ve
arbutin negatiftir (1, 33).

Rutin laboratuvarlarda, temeli karbonhidrat asimilasyon reaksiyonlarina dayali
ticari kitler maya tanimlamasi i¢in kullanilmaktadir. Bu ticari Kitlere 6rnek olarak API
20C (BioM¢érieux, Fransa), ID 32C (BioMérieux, Fransa), VITEK2 YST (BioMéricux,
Fransa), Phoenix Yeast ID (Becton Dickinson, ABD), Remel RapID Yeast Plus
System (Remel, ABD) verilebilir. Bu testlerde, sik rastlanan cins ve tiirlerin ayrimi
daha basarili olmakla birlikte Saprochaete gibi daha nadir goriilen mantarlarin

tanimlanmasinda sorun yasanabilmektedir (59-61).

Ure hidrolizi

Ure hidrolizi temelde iire iceren besiyerlerindeki iirenin hidrolize edilmesine
dayanan bir testtir. Ureaz enzimi bulunan mikroorganizmalar, iireyi amonyak ve
karbondioksite pargalar. Olusan amonyak ortamin alkaliye donmesine neden olur ve
pH indikatorii olarak kullanilan fenol kirmizisi sayesinde besiyeri koyu pembeye
dontigiir. Benzer koloni morfolojisi olan ve artrokonidya olusturabilen Trichosporon
tirleri tireaz pozitif iken Saprochaete tiirleri tireaz negatiftir (56).

Benzer biyokimyasal 6zellikleri olan yakin tiirlerin varligi, bu 6zellikleri temel
alan testler ve ticari kitler ile glivenilir tiir ayrim1 yapilmasini giiglestirmektedir (1, 28,
40, 62).

2.3.3. Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon-ugus siiresi Kkiitle
spektrometrisi (“Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time of Flight
Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF MS yontemi, mikroorganizmalara ait protein profillerini
kullanarak tiir diizeyinde tamimlama yapabilmektedir. Protein, peptid, seker gibi
biyomolekiillerin ve biiyiik organik molekiillerin iyonize edildikten sonra elektrik
ve/veya manyetik alandan gegcirilerek protein profilleri ¢ikarilmaktadir. Cikarilan bu
protein profilleri sistem veritabaninda bulunan profillerle karsilastirilmakta ve

tanimlama yapilmaktadir (63). Sistem 6ncelikle bakteri tanimlamasinda kullanilmas,



veritabanlarinin gelismesiyle birlikte mantarlarda da olduk¢a basarili sonuglar
alinmaya baslanmistir. Maya mantarlarinin, 6zellikle veritabanlarinda daha ¢ok sayida
izolat ile temsil edilen klinik 6rneklerde daha sik rastlanan tiirlerin tanimlanmasinda
MALDI-TOF MS yo6nteminin basar1 orani1 son derece yiiksektir (1, 63).

Saprochaete tiirlerinin ayriminda da MALDI-TOF MS ile basarili sonuglar
bildirilmistir. S. capitata ve S. clavata sik kullanilan ticari MALDI-TOF MS sistemleri
olan VITEK-MS (BioM¢érieux, Fransa) (64, 65) ve Bruker BioTyper (Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) (7, 32) sistemlerinde giincel veritabanlar1 veya

genisletilmis kurum i¢i veri tabanlar1 ile tanimlanabilmektedir (1, 23).

2.3.4. Molekiiler yontemler

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve taksonomisinde geleneksel olarak
kullanilan morfolojik ve fizyolojik &zellikler, yerlerini zaman ic¢inde molekiiler
yontemlere birakmaktadir. Mantarlarin tanimlanmasi ve siiflandirmasinda da, DNA
ozelliklerini ve dizilerini inceleyen molekiiler yontemler temel haline gelmistir.
Saprochaete tiirleri ve diger yakin tiirlerin ayriminda da DNA baz igerigi ve birden
fazla gen dizisinin incelenmesi ile dnemli ilerlemeler kaydedilmis ve taksonomide

degisiklikler ortaya ¢ikmistir (30).

Polimer zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hedeflenen gen bdlgesine ait kiiclik DNA
parcalarini ¢ogaltmak icin kullanilan bir tekniktir (66). Kary B. Mullis’in 1985°te
gelistirdigi bu yontem, DNA incelemelerinde devrim niteliginde bir ilerleme oldugu
i¢in Kary B. Mullis 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii'ne layik goriilmiistiir (67).

PCR yonteminde ilk asama, eldeki 6rnek icinde bulunan DNA’nin ekstrakte
edilmesidir. Mantar hiicresinden DNA elde etmek i¢in mantar hiicre duvar yapisinin
parcalanmasi ve DNA’nin ortama salinmasini gerekmektedir. Bunu i¢in kisa siirede
farkli sicakliklara maruz birakarak 1s1 yoluyla hiicrenin par¢alanmasi veya fenol
kloroform ile DNA ekstraksiyonu kullanilabilmektedir. Farkl ticari kitler ile de DNA
eldesinde basarili sonuglar alinabilmektedir (68, 69). Elde edilen DNA, PCR i¢in kalip
DNA olarak kullanilir.



PCR’da cogaltilacak parganin 6zgiil olarak belirlenmesini saglayan bilesen
primerlerdir. Primerler, amplifiye edilecek DNA bdlgesinin baslangi¢ ve son kismina
baglanabilen, 18-25 bp uzunlugunda yapay kisa DNA dizileridir ve her ozgiil
reaksiyon i¢in ilgili gen bolgesine gore belirlenirler.

PCR tekniginde DNA’nin ¢ogaltilmas1 i¢in Taq polimeraz enzimi
kullanilmaktadir. Bu enzim, kalip DNA’ya komplementer olacak sekilde sentez
yapabilmenin yani sira yiiksek sicakliklarda aktivitesini koruyabilmesi nedeniyle
farkli sicaklik dongiilerinde dayaniklidir. Bu sayede PCR isleminin enzim eklenmeden
cok sayida (genellikle 20-35 arasinda) sicaklik dongiisii ile yiirtitiilmesi miimkiin
olmaktadir (70).

PCR’1n gerceklesecegi ortam icin uygun bir tampon cozeltisi i¢inde kalip
DNA, primerler, Taq polimeraz ve sentezde kullanilacak DNA yapitaslar1 olan 4 farkli
bazi igeren deoksiniikleotit trifosfatlar (dANTP) bir araya getirilir.

PCR islemi sirasinda her dongiide ilk olarak ¢ift sarmalli kalip DNA’da sarmali
olusturan iki iplik arasindaki hidrojen baglar1 koparilarak DNA denatiire edilir.
Denatiirasyon asamast 94-96°C'de yaklasik 5 dk’da gergeklesir. DNA iplikleri
ayrildiktan sonra sicaklik primerlerin baglanmasi (“annealing”) i¢in uygun deger
sicakliga getirilir. Bu sicaklik tasarlanan primerlere gore degisse de genellikle 45-50°C
arasinda olabilmektedir. Primerler baglandiktan sonra Taq polimeraz i¢in optimum
sicaklik olan 72°C'de DNA ¢ogaltilir. Cogaltilan DNA ¢ift sarmal olacag: igin
denatiirasyon asamasindan baglayarak dongii tekrarlanir. Dongiiler tamamlandiktan
sonra elde edilen iiriin farkli yontemlerle belirlenmelidir. Geleneksel olarak, agaroz jel
elektroforezi ile 6rnekteki DNA boyutuna gore ayrilir ve beklenen boyutta bant olup
olmadig: kontrol edilir (70).

Klasik PCR yontemini temel alan farkli teknikler de gelistirilmistir ve ihtiyaca

gore uygun teknik secgilmektedir (66).



DNA dizi analizi

Mantarlarin cins ve tiir diizeyinde tanimlanmasinda altin standart olarak tercih
edilen yontem bazi gen bolgelerine ait DNA dizilerinin analizi olmustur. Mantarlarin
tanimlanmasinda genel olarak ribozomal DNA gen dizileri kullanilmakla birlikte,
diger genlerden yararlanilan c¢alismalar da bulunmaktadir. Ribozomal DNA
kompleksinde dort adet “transcribed spacer” bolgesi mevcuttur. ikisi 5.8 rDNAnn iki
yaninda, 18S ve 28S rDNA gen bolgeleri arasindadir. Bu bélgeye “internal transcribed
spacer” (ITS) bolgeleri denmektedir. Diger iki bolge ise 18S ve 28SrDNA bélgelerinin
disinda kalan “intergenic spacer” (IGS) ve “external transcribed spacer” (EGS)
bolgeleridir (71). ITS, mantarlarda cins ve tiir diizeyinde tanimlama igin en sik
kullanilan DNA bdlgesidir. Bunun diginda 28 S rRNA “large subunit” (LSU) bolgesi,
Rpb2, Act, Tefla gibi farkli bolgeler kullanilabilmektedir  ve
Saprochaete/Magnusiomyces tiirlerinin ayriminda bu gen dizilerinden yararlanan
calismalar bulunmaktadir (1, 28). Bu amagla, ilgili bolgeler PCR ile ¢ogaltildiktan
sonra elde edilen iriin saflastirilmakta ve baz dizilimi belirlenmektedir. Elde edilen
diziler gen bankalarmin veri tabanlarinda kayitli bulunan mikroorganizmalarin dizi
analizleri ile karsilagtirilir. Bu sayede mikroorganizma tiir diizeyinde tanimlanmig olur
(72).

Filogenetik analiz

“Filogenetik”, organizmalar arasindaki alt {ist soy iliskilerinin agiklanmasini,
cins ve tiirlerin tanimlanmasin1 ve organizmalarin evrimsel iliskisinin agiklanmasini
saglamaktadir. Geleneksel olarak, tiirler arasindaki iliski “filogenetik agaglar” ile
gosterilir. Bu gosterim ilk olarak Ingiliz biyolog Charles Darwin tarafindan (1809-
1882) evrim teorisini agiklamada kullanilmustir (72).

Tiirler arasindaki iskilendirmenin; tiirler aras1 morfolojik, fizyolojik, genetik,
cografi ve ekolojik farkliliklar dikkate alinarak yapilmasi gerekmektedir (30).
Zamanla molekiiler temelli ¢alismalarin filogenetik analiz igin  kullanimi
yayginlagmistir. Bu sayeden daha hizli, daha giivenilir ve uluslararasi gegerliligi olan
sonuglara ulasilabilmektedir (71, 73). Filogenetik analiz i¢in Oncelik olarak atasal
olarak korunmus DNA, RNA ya da aminoasit dizileri kullanilir (71). Fungal
sistematikte en ¢ok tercih edilen bolgeler ITS ve 18S rDNA’dir (71, 74). ITS bolgesi
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500-800 bp uzunlugundadir ve evrensel primerler kullanilarak kolaylikla PCR ile
cogaltilabilir (75). Secilen bolge verilerinin karsilastirilmasi igin ¢esitli veri tabanlari
kullanilmaktadir. Amerikan Ulusal Kiitliphanesinin bir pargasi olarak olusturulmus
NCBI (National Center for Biotechnology Information); i¢indeki BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), ve GenBank siklikla kullanilan veri bankalaridir (76).

2.4 Saprochaete tiirlerinin etken olduklar1 enfeksiyonlar

Saprochaete tiirleri insanda kan, steril viicut sivilari, cilt, solunum yolu ve
gastrointestinal sistem 6rnekleri gibi farkli klinik 6rneklerden izole edilebilmektedir.
Olgularin bir kisminda izolasyon kolonizasyon olarak degerlendirilse de, lokal veya
yaygin enfeksiyonlarda etken olabilmektedirler (1). Saprochaete enfeksiyonlari, gogu
fungal enfeksiyona benzer olarak, daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmis veya genel
durumu iyi olmayan hastalarda goriilmektedir (1, 9, 12, 14, 18, 20, 44, 45, 53, 77).
Immiinkompetan bireylerde de enfeksiyona neden olabildikleri raporlanmustir (10).

Klinik bulgular, tutulan organlara gore degiskenlik gostermektedir. Fungemi
ile seyreden invaziv enfeksiyonlar siklikla bildirilmistir (17, 20, 22, 32, 62, 78, 79).
Kemik iligi 6rneginde S. capitata tiretilen bir olgu da bulunmaktadir (49). Hastalarin
kan, balgam, dalak, karaciger, beyin apsesi, idrar gibi farkli klinik 6rneklerinde
Saprochaete izole edilmistir (21, 23-26).

Saprochaete ve yakin cinslerde ekinokandin MIK degerlerinin yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Farkli nedenlerle ekinokandin tedavisi alan hastalarin yani sira;
amfoterisin B, flukonazol ve posakonazol alan hastalarda da Saprochaete
enfeksiyonlarmin (“breakthrough” infection) ortaya c¢ikabildigi gozlenmistir (1, 12,
46-49, 62, 80). Fungal enfeksiyon tanisi i¢in histopatolojik, goriintiilleme yontemleri,
kiiltiir ve 6rnekten dogrudan molekiiler tespit yontemleri kullanilabilmektedir. Ancak,
enfeksiyon etkeninin kanitlanmasi 6zellikle kan ve steril viicut sivilarinin kiiltiirtinde
Saprochaete tiirlerinin iretilmesine dayanmaktadir (1). Karsilastirmali antifungal
tedavi caligmalar1 bulunmadigi i¢in tedavi Onerileri klinik verilere dayanmaktadir.
Hastaya ait klinik durum ve in vitro duyarlilik verilerinin degerlendirilerek tedavinin
diizenlenmesi 6nerilmektedir (1).

Uygun antifungal tedavi altinda bile mortalite oranlar yiiksektir (1, 36).
Bildirilen mortalite oranlar1 %60-80 arasinda degismektedir (23, 32, 33).
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Hizli tani, erken donemde uygun antifungal tedavi, varsa santral vendz kateterlerin

cikarilmasi ve altta yatan notropeni varsa kontrolii ile 6liim oranlar1 azalabilmektedir

(1, 33).

2.5. Viriilans Fatorleri

Mikroorganizma ve konaga ait bir¢ok faktoriin rol aldigi patojen ve konak
iliskisi son derece karmasiktir. Mantarlarin gergek hif olusturma, maya-hif formu
gecisi, ylizeyel antijenik yapilar, fenotipik degisim (“phenotypic switching”), ylizey
hidrofobisitesi, toksinler ve hidrolitik enzimler gibi viriilans faktorlerinin fungal
enfeksiyonlarin patogenezinde rol aldiklari bilinmektedir. Viriilans faktorlerinin
ekspresyonu cevresel faktorlerle, enfeksiyonun evresine konak veya dokulara gore
farklilik gosterebilmektedir (81, 82).

Ornegin hif olusumu, fagositozdan kagmayi saglayan ve doku invazyon
yetenegini arttiran bir viriilans faktoriidiir. Hif olusturan mantarlar dokuya veya plastik
yiizeylere daha iyi yapisabilmektedir (81). Duvar yapisinda bulunan glukan, mannan,
kitin gibi maddeler ise maya hiicresine antijenik 6zellik kazandirmaktadir (81).

Patogeneze neden olan bir diger faktor olan hidrolitik enzimler ise genel olarak
proteinazlar ve fosfolipazlar olarak ayrilsa bile baska lipolitik aktivite gosteren
enzimlerin varligi da tespit edilmistir. Hidrolitik enzimlerin hidroliz yapabilme
yeteneginden kaynakli olarak konak hiicreye invazyon sirasinda gergeklesen membran
hasarindan sorumlu olduklar1 diistiniilmektedir. Viriilans faktorleri bazi mantarlarda
ornegin Candida albicans’ta siklikla c¢alisilmasina ragmen Saprochaete ve benzeri

nadir goriilen baz1 mantarlarda bu konuda yeterli galigma bulunmamaktadir (82-85).

2.5.1. Dimorfizm

Mayalarin hif ve maya formu arasinda gegis yapabilmelerine dimorfizm denir.
Termal dimorfizm, gergek sistemik mikoz etkenlerinde temel viriilans faktoriidiir (86).
Maya hiicresinin hif formunun invazyon sagladigi, daha kiiciik olan maya formunun
ise yayilmayi sagladigi disiiniilmektedir (87). Bu doniisiim enfeksiyon sirasinda

cevresel kosullara bagl olarak devamli gergeklesmektedir.
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2.5.2. Fenotipik Degisim (“Phenotypic Switching”)

Fenotipik degisim zor gevre sartlarinda, iiremeye uygun olmayan ortam
kosullarinda mikroorganizmalarin kendini korumak igin koloni morfolojilerini
degistirmesidir (88). Organizma, kosullara uyum saglayabilmek igin antijenlerini
modifiye etmekte, bunun sonucu olarak koloni morfolojisinde degisiklik
gozlenmektedir. Bu fenotipik degisim, geriye doniisli olarak gergeklesmekte, ortam
sartlar1 degistiginde en Dbastaki morfolojilerine donebilmektedir (86). Bir
mikroorganizma birgok koloni morfolojisine sahip olabilir ve bu morfolojiler arasinda
gecis yapabilir. Fenotipik degisimin immiin sistemden kacisi sagladigi ve biyofilm
olusumuna katki sagladigi1 bilinmektedir. Hull ve ark. (89) tarafindan tanimlanmis olan
C. albicans’taki beyaz ve opak koloni gegisi en ¢ok iizerinde ¢alisilan fenotipik
degisimdir. Opak formdaki hiicrelerde a feromonu iiretildigi ve bu feromonun beyaz

formdaki hiicrelerde biyofilm tiretimini uyardigi bildirilmistir (86).

2.5.3. Koagiilaz

Koagiilaz enzimi bir plazma pihtilasma proteinidir. Fibrinojenin fibrine
doniistimiinii saglar. Ekstraseliiler bir proenzimdir ve iki ¢esidi bulunmaktadir. Serbest
koagiilaz enzimi protein yapilidir ve “coagulase-reacting factor” (CRF) ile birleserek
aktive olur (90, 91). Bagl koagiilaz enzimi ise aktive olmak i¢in CRF’ye gerek
duymadan dogrudan etki gosterebilir (90). Koagiilaz, 1siya direngli ve filtrelerden
gecebilen bir enzimdir (91). Organizmalar, 6zellikle stafilakoklar, koagiilaz enzimi
aktivitesi ile fibrin tabaka ile kaplanir. Bu tabaka sayesinde fagositozdan korunup
patojenite kazanirlar (92-94). Mantarlarda, o6zellikle Candida tiirlerinde degisken
oranlarda koagiilaz varlig1 gosteren galigmalar bulunmaktadir (93, 95-99).

Koagiilaz enziminin varligin1 arastirmak i¢in lamda veya tiipte koagiilaz testi
uygulanabilmektedir. Lamda koagiilaz testinde bagl koagiilaz, tiipte koagiilaz testinde
ise serbest koagiilaz tespit edilmektedir (91, 100). Her iki test icin EDTA’l1 tavsan
plazmasi tercih edilmektedir (91, 92, 94, 101). Kullanilan plazma gesidinin test
sonucunu etkileyebildigi belirtilmistir (91, 95, 99).
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2.5.4. Hemoliz

Insanlarda &zellikler hemoglobinin yapisini olusturan demir tiim canlilar icin
esansiyel elementtir. Mikroorganizmalarin insandaki hemoglobindeki bulunan demiri
kendi metabolik faaliyetlerinde demir kaynagi olarak kullanabilmeleri viriilanslarina
katkida bulunmaktadir. Uzerinde en ¢ok calisilan fungal patojen olan C. albicans’m in
vivo ortamda kompleman reseptorleri araciligiyla eritrositlere baglanip eritrositlerin
lizizine neden olan bir hemoliz faktorii tiretebildigi gosterilmistir (102). Bu hemolitik
faktoriin yiiksek ihtimalle fungal hiicre yiizeyine bagli bulunan bir mannoprotein
oldugu diisiiniilmektedir (103). Hemolizin iiretiminin diger fungal patojenlerin
virtilansina da katkida bulunabilecegi diisiinilmektedir (93, 104, 105).

2.5.5. Proteinazlar

C. albicans'ta tanimlanan proteinazlar diger mantarlarda da viriilans faktorii
olabilmektedirler (81). Optimum olarak asit pH’da aktive olduklar1 igin “asit
proteinazlar” adi ile de bilinmektedirler. Proteinazlar ¢oklu SAP (“secreted acid
proteinase™) gen ailesi tarafindan kodlanmaktadirlar. SAP gen ailesinde SAP1’den
SAP10’a kadar tanimlanmis gen bolgeleri bulunmaktadir. Bu gen bolgeleri; adezyon,
invazyon, kutandz enfeksiyon, penetrasyon, mantar hiicresi duvar biitlinliiglinden ve
tomurcuklarin ana hiicreden ayrilmasindan sorumludurlar (81, 106).

Glikoprotein yapisinda olan proteinazlar; amino (N) ucunda triptofan,
karboksil (C) ucunda 16sin bulunan ve ¢cok miktarda aspartik asit rezidiileri iceren bir
polipeptid zincire sahiptirler. Icerdikleri aspartik asit miktarindan dolay1 “aspartik
proteinazlar” da denmektedir (81, 107). Sigir hemoglobini, ovalbumin, kolajen, serum
albiimini, kazein, keratin, immiinoglobulin A, hemoglobin, fibronektin gibi azot
kaynagi olusturan proteinler salgisal asit proteinazin substratlaridir (107, 108).
Mayalar, azot kaynag1 olarak aminoasit veya amonyum tuzlari i¢eren besiyerlerinde
daha diisiik, tek azot kaynagi olarak sigir serum albumini gibi bir protein igeren
besiyerlerinde ise daha fazla asit proteinaz salgilayabilmektedirler (107, 108). Viriilans
faktorii olarak asit proteinazlarin degerlendirildigi caligmalar ¢ogunlukla Candida
tirlerinde yapilmistir ve asit proteinaz iireten Candida tiirlerinde viriilansin diger

tiirlere gore yliksek oldugu gortilmiustiir (82-84).
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2.5.6 Fosfolipaz

Fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerdeki bir veya daha fazla ester bagini hidroliz
ederek membran biitiinliigiiniin bozan enzimlerdir. Hidrolize ettikleri ester baglar
temel alinarak fosfolipaz A, B, C, D olarak simiflandirilirlar (109). Fosfolipaz Al
gliserol molekiiliiniin sn-1 pozisyonundaki, fosfolipaz A2 sn2 pozisyonundaki,
fosfolipaz B hem sn-1 hem de sn-2 pozisyonundaki agil ester baglarini, fosfolipaz C
fosfolipid omurgadaki ilk, fosfolipaz D ise ikinci fosfodiester bagini1 koparmaktadir
(109). Mikroorganizmanin hiicre disina salgiladigi fosfolipazlar konak hiicreye
penetrasyonu kolaylastirararak, hiicreyi lizize ugratarak ya da hasar vererek
enfeksiyon  patogenezine  katki  saglarlar. Mikroorganizmanin  fosfolipaz
salgilayabilme yetenegi ve salgilanan enziminin miktar: viriilans agisindan 6nemli
bulunmaktadir (109-111). Clostridium perfringens ve Pseudomonas aeruginosa gibi
bakteriyel patojenlerin yani sira C. albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus
fumigatus gibi fungal patojenlerde de varligi1 gosterilmistir (109). C. albicans’ta maya
formunun hiflere gére daha fazla fosfolipaz enzimi salgiladigi, fosfolipaz iiretiminin
ortamdaki glukoz miktar1 gibi kosullardan etkilendigi de bildirilmistir (111).
Bildigimiz kadariyla Saprochaete tiirlerinde fosfolipaz iiretimini aragtiran ¢alisma

bulunmamaktadir

2.5.7 Esteraz Enzimi

Fosfolipaz enziminin aksine L-a (alfa) lesitin, triolein ve tripalmitini hidrolize
edemeyen esteraz enzimi; triagilgliserollerin ester baglarimi hidrolize eder. Suda
¢oziinebilen uzun zincirli yag asitlerine de etki ederler (112). Ik olarak 1978 yilinda
Rudek tarafindan Tween 80 opasite testi ile saptanabilecegi gosterilmistir. Bu testte,
esteraz enzimi besiyerinde bulunan Tween 80’1 hidroliz etmekte ve agiga ¢ikan yag
asitleri kalsiyum ile birlesmektedir. Bu sayede esteraz enzim varligi tespit
edilebilmektedir (108, 113).

2.5.8 Yiizey Hidrofobisitesi

Enfeksiyonun patogenezinde ilk olarak etken olan mikroorganizmanin konak

hiicreye tutunmasi gerekmektedir (114, 115). Yapilan ¢alismalarda hidrofobik
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molekiillerle temasin patojenin konak hiicreye yapismasini kolaylastirdigi goriilmiistiir
(116). Ornegin, hidrofobik 6zellik gdsteren mayalarin vajen ve yanak epitellerine daha
fazla tutundugu tespit edilmistir (117, 118). Hiicre yiizeyine hidrofobik o6zellik
kazandiran hidrofobik molekiiller suda ¢6ziinmeyip eter, alkol gibi apolar ¢oziiciilerde
¢oziinebilen molekiillerdir. Hiicre duvar1 yapisinda siklikla lipitlere bagli alifatik
hidrokarbon zincirleri olarak bulunurlar. Hidrofobik 6zellik zincirdeki karbon sayisina
bagli olarak artmaktadir (107, 108). Temas a¢1 Sl¢limii, tuz birikimi, hidrokarbon
adezyon yoOntemi, polistiren mikro kiire yontemi gibi hiicre ylizey hidrofobisitesini

6l¢mede kullanilan ¢esitli yontemler bulunmaktadir (117, 119, 120).

2.5.9 Biyofilm Olusturma Yetenegi

“Slime” Faktorii (Yapisma Faktorii)

“Slime” faktorii mikroorganizma tarafindan salgilanan ve hem organik hem de
inorganik yiizeylere (deney tiipleri, kateterler, ortopedik implantlar vb.) tutunmay1
saglayan bir viriilans faktordiir (121). Ik olarak 1980’1 yillarda koagiilaz negatif
stafilokoklarda tanimlanmistir (122, 123). “Slime” faktorii ayrica opsonizasyon,
fagositoz ve kemotaksis gibi immiin savunma mekanizmalarina karsi
mikroorganizmay: koruyabilmekte ve antimikrobiyal ajanlara karsi direng
saglayabilmektedir (124). “Slime” faktorii ile mikroorganizma yiizeye tutunup
kolonize olduktan sonra ¢ok kisa bir siire i¢cinde fibrinojen, fibrin, fibronektin ve
vitronektin gibi konaga ait ekstraseliiler matriks proteinleri ile biyofilm tabakalar
olugsmaktadir (125). Birka¢ milimetre kalinliginda olabilen biyofilm tabakasi,
mikroorganizmalar ve amorf ekstraseliller glikokaliksten olusmakta ve
mikroorganizmayi gevre sartlarindan korumaktadir (121-123).

Mantarlarda biyofilm olusturma yetenegi sik karsimiza ¢ikmakta, Candida
tiirlerinin “slime” faktorii ile kolonize oldugu bilinmektedir. Bu sebepler tibbi alanda
protezler, endotrakeal tiipler, kateter gibi malzemelerin yaygin kullanilmaya
baglanmasiyla Candida enfeksiyonlarinda artis goriilmektedir (126). Trichosporon
tiirlerinde de katetere adezyon ve biyofilm olusturma 6zelliginin 6nemli bir viriilans
faktorli oldugu gosterilmistir (127). Bonaventura ve ark. (128) tarafindan yapilan
calismada T. asahii izolatlarinda yiizeye adezyonun gerceklestigi ve 25-40 pm

kalinliginda bir biyofilm tabakasi olustugu tespit edilmistir.
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D'Antonio’nun satral venoz kateter ile iliskili fungemisi olan hastalarin kan ve
kateter uglarindan elde edilen alt1 S. capitata izolatiyla yaptigi ¢alismada tiim
izolatlarin, yiiksek oranda “slime” iretebildigini tespit etmistir (129). Bir diger
calismada ise calismada S. capitata enfeksiyonu olan hastalarda, enfeksiyonun
baslamasindan sonraki 5 giin i¢inde santral venoz kateterlerin ¢ikarilmasi ile hastalarin
durumlarinin diizeldigi bildirilmistir (130). Bu durum, Saprochaete tiirlerinin santral
vendz kateterler ve diger protez tibbi cihazlar iizerinde biyofilm olusturabildigini

distindiirmiistiir (129).

“Quorum Sensing”
g

“Quorum Sensing” mikroorganizmalarin bir ortamda vyeterli yogunluga
ulastiklarinda birbirleriyle iletisim Kkurarak ortak hareket etmeleridir (86, 131).
Mikroorganizma belirli sayiya ulastiklarinda gen ekspresyonu ve hiicre aktivitesi
degismektedir (86). Aktivite degisimi sirasinda hiicrelerden kii¢lik sinyal molekiilleri
de salgilamaktadirlar. Az sayida hiicre varken bu sinyaller degisiklik yaratmazken
hiicre sayisi arttik¢a hiicre igin bir uyar1 gorevi goriir ve toplu olarak ortama uyumu ve
konak savunmasindan kagisi saglar (132). Biyofilm olusumunda hiicre yogunlugunun
cok artigi ve ortamda yeteri kadar besin kalmadigi durumlarda gergeklesen
biyofilmden ayrilma asamasinda, biyofilmdeki mikroorganizmalar bu sekilde iletisim

kurmaktadir (133, 134).

Biyofilm

Biyofilmler, genel olarak mikroorganizmalarin canli ya da cansiz yiizeylere
tutunarak, kendi iirettikleri polisakkarit matriks olarak tanimlanabilir (135). Ilk olarak
17.yy ’da Leuwenhoek tarafindan dis eti plaklarinda gézlemlenmistir.

Biyofilmler olusruran mikroorganizmalar konak hiicre cevabi, antimikrobiyal
tedavi ve olumsuz ¢evre kosullar1 gibi etkilerden korunabilmektedir (135, 136).

Glinliik hayatta, dogada su ortamlarinda, su sistemlerinde, aritma borularinda
olusabildigi gibi canli dokularda ortopedik implantlarda, kateterler ve viicuda
yerlestirilen tibbi malzemelerde, diseti ve dis minelerinde olusabilir. Enfeksiyon
nedeni olan biyofilmler morbidite ve mortaliteye neden olan hastane enfeksiyonlarinin

yarisindan fazlasinin temel sebebidir (122, 136, 137).
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Fungal biyofimler hakkinda yapilan ¢alismalar bakterilere gore daha sonra
baglamistir. Kiiciik Kateter parcalarinda yapilan in vitro biyofilm c¢alismalari, C.
albicans’in albicans dis1 Candida tiirlerine gore daha iyi biyofilm olusturabildigini ve
fungal biyofilmlerin bakteri biyofilmlerine benzedigini tespit etmistir (138). Farkli
olarak, mantarlarda hem maya hem de hif formlar1 biyofilm olusumunda gérev
alabilmektedir (87, 139).

Biyofilmleri olusturan yapilar, mikrobiyal hiicreler ve ekstraseliiler matrikstir.
Biyofilmlerin karbon igeriginin ¢ogunlugunu polisakkarit yapida olan ekstraseliiler
matriks olusturmaktadir. Bu matriks tabakanin i¢inde mikrokoloniler halinde canli
mikroorganizmalar ve mikroorganizmalarin aralarinda madde alisverisine olanak
tantyan mikrokanallar bulunmaktadir (122, 139). Biyofilm olusurken ilk olarak yiizeye
tutunmayr  kolaylastiran  hazirlayicti  film  tabakasi olusur. Daha sonra
mikroorganizmalar yiizeye adezyon yapar. Biyofilm olgunlasirken kollajen, fibrinojen
ve fibronektin gibi makro molekiiller birikmektedir. Bu asamada fungal biyofilmlerde
hifal olusumlar da goriilmeye baslamaktadir. Maya hiicreleri ince bir tabaka halinde
yiizeye tutunurken, hif formlar1 bu tabakanin tistiinde kalin bir tabaka olusturmaktadir
Iki fungal formun islevi birbirini tamamlamaktadir. Hif formu olmazsa, biyofilm maya
hiicrelerinden olusan ince bir tabaka ile sinirlanmaktadir. Maya formu olmadiginda ise
kalin hif tabakas1 yiizeye yeterince tutunamakta ve kolayca ayrilmaktadir (87, 140,
141). Olgunlasan biyofilmlerde mikroorganizmalarin bir kismi koparak ayrilmaktadir
(142). Biyofilmden ayrilan hiicreler planktonik faza gecip baska yiizeylere
tutunabilmektedir. Biyofilm gelisme asamalar1 ve mikroorganizmalarin ayrilmast,
hiicrelerin “quorum sensing” molekiilleri ile iletisimi sayesinde belirlenmektedir. ilgili

molekiiller mikroorganizmalarda gen ekspresyonunu degistirmektedir (143).
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2.6. Antifungal Duyarhhk

2.6.1. Saprochaete tiirlerinde Antifungal Duyarhhik Testleri

Fungal enfeksiyon sikliginin artmasi, kazanilmig antifungal direncinin bir
sorun haline gelmesi ve antifungal tedavi segeneklerinin g¢ogalmasi antifungal
duyarlilik testlerine gereksinimi artirmistir (144, 145). Bu testlerin standardize
edilmesi, farkli ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin karsilagtirilabilmesi igin zorunlu
olmustur. Bu amagla referans test yontemleri gelistirilmeye baglanmistir. Cins ve tiir
diizeyinde mikroorganizmalar ve farkli antifungaller icin Oneriler eklenerek bu
testlerin kapsamu genisletilmeye devam etmektedir. Giiniimiizde CLSI ve EUCAST
onerileri en sik kullanilan kilavuzlar olarak 6n plana ¢ikmistir. CLSI (daha once
National Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS) 1968’de
laboratuvarlarda antimikrobiyal —duyarlilik testlerinin  kalite kontroli ve
standardizasyonu i¢in kurulmus, antifungal duyarlilik i¢in standardizasyon
gereksinimini vurgulayan raporunu 1985°te, ilk onerilerini de 1992’de yayinlanmistir
(144, 145). Benzer amaglarla 1997°de kurulan EUCAST da antifungal duyarlilik i¢in
ilk onerilerini 2008’de yayinlamistir (145). Mayalar i¢in gelistirilen referans yontem
oOnerileri, baslangi¢ olarak Candida ve Cryptococcus tiirleri i¢in gelistirilmis olmakla
birlikte, diger maya cinsleri i¢in de kullanilmaktadir. (146, 147). Bunlarin disinda
rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilan ticari yontemler de bulunmakla birlikte bu

testtlerle ilgili deneyimler yine de daha ¢ok sik goriilen patojenlere iliskindir (145).

2.6.2 Mayalar icin Onerilen Referans Antifungal Duyarhhik Test

Yontemleri

Buyyon makrodiliisyon yontemi

CLSI 6nerilerinde bulunan bu yontemde test edilecek antifungal diliisyonlari
tiplerde hazirlanmaktadir (146). Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
besiyeri i¢inde istenen konsantrasyonlarda ¢oziilen antifungalden 0,1 ml tiipe konur.
Antifungal igermeyen besiyeri konmus iki tiip lireme kontrolii ve besiyeri sterilite

kontrolii olarak ayrilir. Steril serum fizyolojik (SF) iginde 1-5x10° cfu/ml olacak
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sekilde hazirlanan maya siispansiyonun RPMI 1640 besiyeri i¢inde 1:20 sulandirarak
0,5-2,5x10° cfu/ml maya igeren inokulum hazirlanir. Hazirlanan inokulumdan 0,9 ml
antifungal iceren tliplere ve lireme kontrolii tiipine eklenir ve karistirilir. Tiipler
35+2°C’de Candida tiirleri igin 46-50 saat, Cryptococcus neoformans igin 70-74 saat
inkiibe edilir. Siirenin sonunda farkli antifungal diliisyonlarin bulundugu tiiplerdeki
tireme, antifungal icermeyen tireme kontrol tiipii ile kiyaslanarak gorsel olarak

degerlendirilirler

Buyyon mikrodiliisyon yontemi (BMD)

Makrodiliisyon yontemine benzeyen yontem daha kolay, daha ucuz ve daha
hizli oldugu i¢in tercih edilmekte ve altin standart olarak kullanilmaktadir (145).
Kiiciik farklar ile CLSI ve EUCAST onerilerinde yerini almistir (146, 147). iki
kilavuzun o6nerileri de heniiz Candida ve Cryptococcus tiirleri ile sinirlanmustir.

Bu yontemde, RPMI 1640 besiyerinde hazirlanan antifungal diliisyonlarindan
100’er pl 96 kuyucuklu mikroplaklarin her satirinda ilk 10 kuyucuga seri diliisyon
olarak dagitilir. Her satirda 11.kuyucuk iireme kontrolii, 12.kuyucuk ise sterilite
kontrolii olarak ayrilir. CLSI yonteminde U tabanli plaklar tercih edilmekte, EUCAST
yonteminde ise diiz tabanli ve hiicre kiiltiirii i¢in hazirlanmig mikroplaklar 6nerilmekte
ve ¢ift kat konsantrasyonda RPMI 1640 besiyeri kullanilmaktadir. Maya inokulumu
CLSI yénteminde RPMI besiyerinde 0,5-2,5X10% cfu/ml, EUCAST yonteminde ise
SF i¢inde 0,5-2,5X10° cfu/ml olarak hazirlanir. Her satirdaki ilk 11 kuyucuga 100’er
ul maya siispansiyonu, 12. kuyucuga ise 100 pl steril distile su eklenir. Plaklar
35+2°C’de inkiibe edilir. Sonuglar CLSI yonteminde lireme yeterli ise 24 saatte,
degilse 48 saatte degerlendirilir. Bu siire C. neoformans icin 72 saate
uzatilabilmektedir. EUCAST ydnteminde sonuglar 24 saatte spektrofotometrik olarak
(530 nm, 405 nm veya 450 nm) okunur. Okuma sirasinda yeterli iireme olmadigi
saptanirsa (OD degeri <0,2) 12-24 saatlik ek inkiibasyon gerekmektedir. Cryptococcus
tiirlerinde, 48 saatte yeterli tireme olmamas1 durumunda testin 30°C’de tekrar edilmesi
onerilmektedir. Tlgili mikroorganizma ve antifungal icin elde edilen MIK degerleri,
varsa, yonteme Ozgii klinik sinir degerler ile Kkarsilastirilarak duyarli, artmig
maruziyette duyarl veya direngli ayrim1 yapilmaktadir (37, 38). Bunun bulunmadigi

durumlarda tanimlanmis epidemiyolojik esik deger (“epidemiological cut-off”,
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ECOFF) wvarsa ilgili izolatin sokak susu (“wild type”) olup olmadig
belirlenebilmektedir (148, 149).

Disk difiizyon yontemi

Bu yontem CLSI Onerileri arasinda bulunmaktadir ve Candida tiirleri ile
stnirhidir (150). Test i¢in %2 glukoz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi eklenmis Mueller—
Hinton agar kullanilmaktadir. Steril SF iginde 0,5 MacFarland standardinda (1-5x10°
cfu/ml) maya siispansiyonu hazirlanir ve ekiivyon ile homojen olacak sekilde agar
yilizeyine yayilir. Antifungal diskleri aralikli olarak besiyerine yerlestirilir. Plaklar 24
saat 35+2°C’de inkiibe edilir. Uremenin yetersiz oldugu durumlarda inkiibasyon 48
saate uzatilabilir. Plak, siyah ve 15181 yansitmayan bir zeminden birka¢ cm yukarida

tutulur ve disk ¢evresinde liremenin belirgin olarak azaldigi zon ¢ap1 dl¢iiliir.

2.6.3 Mayalar i¢in Kullanilabilen Referans Dis1 Antifungal Duyarhhk Test

Yontemleri

Referans yontemlerin rutin laboratuvarlarda uygulanmasi zaman alicidir ve
deneyim gerektirmektedir. Bu nedenle uygulama kolayligi saglayan bazi ticari

yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (144, 145, 151).

Gradiyent Difiizyon Seritleri

Antifungal belirlenen bir gradiyent ile eklendigi plastik veya nitroseliiloz
seritler kullanilmaktadir. Bu yontemde MIK degeri elde edilebilmesi, disk difiizyon
yontemine gore avantaj saglamaktadir. Disk difiizyondakine benzer sekilde hazirlanan
inokulum besiyeri yiizeyine yayillmakta ve serit yerlestirilmektedir. Ureme
inhibisyonu 35+2°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda okunmaktadir. MiK degeri
serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit {izerindeki 6lgekle kesistigi noktadir.
Okuma g6z ile yapildigindan deneyimin 6nemli oldugu belirtilmektedir. Mayalar i¢in
referans yontem ile esansiyel uyumu (“essential aggrement”, EA), mikroorganizma ve
antifungale gore degiskenlik gostermekle birlikte, genellikle %90’nin {izerinde
bulunmugtur. BMD yonteminde artan antifungal konsantrasyonlarinda tiremedeki

azalmanin net olmadig ¢ok sayida ardisik konsantrasyon boyunca devam ettigi
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(“trailing” gosteren) izolatlarda MIK degerinin belirlenmesinde daha basarili oldugu
diistiniilmektedir. Amfoterisin B direngli Candida izolatlarinin ayriminda BMD
yontemine gore avantaj sagladigi iddia edilmekle birlikte bu konu kesinlige
kavusturulamamistir. Ayrica, seritlerin ticari olarak saglanmasi gerekmektedir. Bu
durum maliyeti etkileyebilmekte ve farkli {iriinlerde Kalitenin korunmasini

gliclestirmektedir (145).

Sensititre YeastOne Testi

Sensititre YeastOne (ThermoFisher Scientific, ABD), mayalarda antifungal
duyarliligin test edilmesi ig¢in farkli konsantrasyonlarda antifungal konmus
kuyucuklardan olusan kolorimetrik bir paneldir. Panel kuyucuklarinda iremeye bagl
pH degisikligi, icerikte bulunan rezasurinin renk degistirmesini saglar ve buna gore
okuma yapilir. Cogu calismada laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilirlik yiiksek ve

referans yontem ile karsilastirildiginda EA %90’1n {izerinde bulunmustur (145).

VITEK2 Maya Panelleri

VITEK2 sistemi (BioMérieux, Fransa) igin gelistirilmis maya duyarlilik
panelleridir. Farkli konsantrasyonda liyofilize antifungal igeren kuyucuklara SF iginde
hazirlanan inokulum eklenir ve otomatize sistem i¢inde inkiibe edilir. Sistemde 12-14
saatte (36 saate kadar uzatilabilir) okunur. Otomasyonun katkida bulundugu uygulama
ve degerlendirme kolaylig1 nedeniyle rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilmaktadir.
CLSI ve EUCAST referans BMD yontemleri ile uyumu genellikle %95’in {izerinde
bulunmustur (145).

Akam sitometrisi

Seri diliisyonda antifungale maruz birakilan maya hiicrelerinin canli/6li
hiicreleri farkli boyayan floresan bir boya ile isaretlenmei ve akim sitometre (“flow
cytometer”) cihazi ile canli/6lii hiicrelerin 6l¢iimii temeline dayanmaktadir. Umut vaat

eden sonuglar vermesine karsin heniiz standardize edilememistir (145).
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MALDI-TOF MS

Bu yontemde de maya hiicreleri farkli diliisyonlarda antifungale maruz
birakilmakta ve olusan hasarin neden oldugu degisim MALDI-TOF MS cihaz ile
tespit edilmektedir. Heniiz yontem gelistirilme asamasindadir ve rutin laboratuvarlarda

kullanima girmemistir (145).

2.6.4. Saprochaete tiirlerinde Antifungal Duyarhhik Durumunun

Degerlendirilmesi

Saprochaete tiirlerinde antifungal MIK degerlerinin belirlenmesi igin
genellikle Candida tiirleri i¢in 6nerilen referans yontemler uygulanmaktadir. Heniiz
diren¢ durumunu yorumlamak i¢in sinir deger belirlenmemistir. Tedavi se¢iminde
klinik durum 6n planda olmakla birlikte, epidemiyolojik bilgi birikiminin saglanmasi
ve Saprochaete tiirlerinin etken oldugu olgularda tedavinin yonlendirilmesi amaciyla
bu testleri uygulayan ve elde edilen MIK degerlerini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
(1, 20, 31, 40, 47, 77). Bu calismalarda ekinokandin MIK degerlerinin yiiksek
bulundugu raporlanmustir. S. capitata izolatlari, ekinokandinlere in vitro ve in vivo
olarak direngli kabul edilmektedir (1). S. capitata’da p-1,3-D-glukan sentazin katalitik
alt birimini kodlayan FKS geninin “hot spot 1” (HS1) bolgesinde ilk pozisyonda
duyarli mantarlardan (Ornegin Saccharomyces cerevisiae) farkli olarak F’den L’ye bir
aminoasit degisimi tespit edilmistir. Bu pozisyonda, ekinokandin dogal direngli
mantarlarda (Ornegin Fusarium, Lomentospora) ve kazanilmis ekinokandin direnci
saptanan Candida izolatlarinda da farklilik g6zlenebilmektedir (152).

Saprochaete izolatlarinda flukonazol MIK degerleri de yiiksek bulunmaktadir.
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) MIK degerlerleri ise genellikle diisiik bulunmustur
(1). Ancak, hem S. capitata hem de S. clavata i¢in isavukonazol MIK degerlerinin 4
mg/1’yi astig1 izolatlar goriilmiistiir (1, 153).

Amfoterisin MIK degerleri orta aralikta (0,5-2 mg/l) seyretmekte ve flusitozin
MIK degerleri genelde diisiik (0,125-0,5 mg/1) bulunmaktadir (1, 31).

Ekinokandin tedavisi altinda daha sik olmakla birlikte; flukonazol,
posakonazol hatta amfoterisin B altinda “breakthrough” enfeksiyonlar gézlenmistir.

ESCMID-ISHAM kilavuzu, antifungal tedavi igin amfoterisin B 6nermekte, buna
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flusitozin veya vorikonazol ecklenebilecegini belirtmektedir (1). Tek basina
vorikonazol, itrakonazol ve MIK degeri diisiik izolatlar igin yiiksek doz flukonazol

kullanim1 da oneriler arasindadir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismaya Alinan izolatlarin Secimi

Calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Mikoloji Birimi’nde 2006-2022 yillar1 arasinda balgam, safra, vajinak akinti, piiy,
kan idrar, DTA ve kan Kateter kiiltiirlerinden izole edilen ve konvansiyonel
yontemlerle Saprochaete tiirleri (S. capitata, B. capitatus, G. capitatum, M. capitatus,
S. clavata, M. clavatus, G. clavatum gibi onceki ve yeni taksonomik isimler dahil)
olarak tanimlanan izolatlar dahil edilmistir. Izolatlar rutin laboratuvarda koloni
morfolojisi, misir unlu Tween 80 agarda mikroskopik morfoloji, iireaz negatifligi ve
ID32C kitinde (BioM¢érieux, Fransa) elde edilen karbon asimilasyon profilleri ile
tanimlanmistir (56). Klinik 6rneklerden iiretilip tanimlandiktan sonra -20°C’de %15
gliserol iceren beyin kalp infiizyon buyyonunda saklanmislardir. Ureme listelerinde
Saprochaete olarak kayit edilen izolatlar, stoktan ¢ikarilarak Sabouraud dekstroz
agarda (SDA, Oxoid, Birlesik Krallik) 37°C’de canlandirilmigtir. Kiiltiirtin safliginin
dogrulanmasi i¢in en az bir kez tek koloni pasajlar1 yapilmistir. Besiyerlerindeki
tiremenin karisik olmasindan siiphelenildiginde, kromojenik besiyeri (Himedia,
Hindistan) kullanilarak {iremenin saflig1 kontrol edilmistir

Bir hastadan birden fazla lireme olmasi1 durumunda ilk izolat ¢alismaya dahil

edilmistir.

3.2. izolatlarin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Calismaya alian izolatlarin makroskopik ve misir unlu Tween 80 agardaki
mikroskopik morfolojileri kontrol edilmistir. Cins ve tiir diizeyinde tanimlamanin
dogrulanmasi icin MALDITOF-MS yontemi kullanilmigtir ve kesin tanimlama igin

altin standart olarak kabul edilen dizi analizine basvurulmustur.
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3.2.1 MALDITOF-MS yontemi

Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda 24 saatlik mantar kolonisinden alian
ornek, metal plak (“target”) iizerindeki kuyucuga konulmustur. Uzerine 1pl %70’lik
formik asit damlatilmis, kuruduktan sonra 1 ul matriks ¢ozeltisi eklenmistir. Matriks
¢ozeltisi i¢in 2,5 mg a-siyano-4-hidroksisinamik asit (HCCA, Sigma 70990, Birlesik
Krallik) 75 pl metanol ve 150 pl organik ¢oziicti (475 pl su, 500 pl asetonitril, 25 pl
trifloroasetik asit) i¢cinde ¢oziilmiistiir. Kuyucuktaki ekstre, MALDITOF-MS cihazi
(Bruker Corporation, ABD) ile degerlendirilmistir.

3.2.2 DNA Dizileme

Calismaya alinan izolatlarda ITS ve gerektiginde Rpb2 gen bdlgeleri
cogaltilarak DNA dizileri degerlendirilmistir.

DNA Ekstraksiyonu

[zolatlarin 24 saat 37°C’de SDA’da iiretilmesi ile elde edilen taze kolonilerden
alinarak 20 pl steril distile su igeren steril mikrosantrifiij tiiplerine konmus ve
homojenize edilmistir. Maya silispansiyonu igeren tiipler 10 dakika 95°C’ye getirilmis
1s1 blogunda 10 dk ve sonra -80°C’lik derin dondurucuda 30 dk bekletilmistir. Bu
islemler 3 kez tekrarlanmigtir. Hiicrelerin 1s1 farki ile lizise ugramasi sonucu ekstrakte
edilen DNA -20°C’de saklanmistir ve polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kalip
DNA olarak kullanilmigtir (154).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Izolatlara ait DNA’dan ITS ve gerektiginde Rpb2 genleri PZR ile

cogaltilmistir. Bunun igin kullanilan primerler Tablo 3.1°de, reaksiyon igin kullanilan

karisim Tablo 3.2°de, kullanilan PZR dongii sicakliklart Tablo 3.3’te verilmistir.
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Tablo 3.1. Dizi analizi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan gen bélgelerinin
cogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Gen  Primer Primer Dizisi Beklenen Kaynak
Adi Boyut
(baz)

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 i¢in kullanilan karisim igerigi

Bilesen Miktar (ul)
Tag DNA Polimeraz (5U/ pl) 0,125
10X Tampon Cozeltisi (1,5 mM MgCl; igeren) 3,0
MgCl; 2,7
dNTP Mix (10 mM) 0,6
Primer, “Forward” (10 pmol/ul) 1,2
Primer, “Reverse” (10 pmol/ul) 1,2
Kalip DNA 1,0
DNAaz, RNaz icermeyen su 20,7
Toplam hacim 30,0
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Tablo 3.3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan dongii sicakliklar

Basamak Sicaklik Siire
Dongiiler
Ik déngii [k denatiirasyon 94°C 7 dakika
Ara dongiiler | Denatiirasyon 94°C 30 saniye
(35 tekrar) Baglanma (“Annealing”) 60°C (ITS) 60 saniye

51°C (Rpb2)

Elongasyon 72°C 90 saniye
Son dongi Son elongasyon 72°C 5 dakika

Saklama 4°C Sonsuz

DNA Dizi Analizi

ITS ve Rpb2 geni PZR iiriinlerinin DNA dizilimleri Sanger sekanslama ile
belirlenmistir. Bunun i¢in, iiretici firmanin onerilerine gore trilinler saflagtirilmistir
(PureLink PCR Purification Kit, Thermo Fisher Scientific, ABD). ilgili geni ¢ogaltan
primer ciftinden biri ile BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanilarak ABI Prism 3500 (Thermo Fisher Scientific,
ABD) cihazinda PZR fiirinlerinin baz dizilimleri elde edilmistir. Bioedit 7.2.5
Sequence Alignment Editor (Ibis Therapeutics, ABD) yazilimi ile kromatogram
pikleri incelenerek dizi kalitesi kontrol edilmistir. Yeterli kalitede kromatogram elde
edilememesi durumunda koloniler yeniden iretilmis, DNA ekstraksiyonundan
baslayarak islemler tekrarlanmistir. Uygun bulunan DNA dizileri, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) internet sitesine yiiklenmistir. Burada kayitli DNA
dizileriyle karsilastirilmis ve sonuglar Q skoru (“Query cover”), E skoru (“Expect
Value”) ve | skoru (“Identity score”) baz alinarak incelenmistir. Sonuglarda Q skoru
%100’e ve E skoru 0’a en yakin bulunan, 1 skoru en az %95 olacak sekilde
karsilastirilan dizi ile benzerlik gdsterenler alinarak cins ve tiir diizeyinde tanimlama

yapilmustir (155).
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3.2.3. izolatlarda Filogenetik Analiz ile Tiir Ayriminin Gosterilmesi

Filogenetik analiz i¢in ilk olarak GenBank veri tabaninda bulunan S. capitata
ve S. clavata ITS gen bolgesi dizilimleri ile data set olusturulmustur. Filogenetik agag
icin yan grup olarak Trichosporon asahii kullanilmistir. Daha sonra sekanslama ile
elde edilen izolat ITS dizileri FASTA formatinda MEGA 11 programina yiiklenmis,
bu programda filogenetik aga¢ ¢izilmistir. Filogenetik agaglarin olusturulmasinda)
Neighbour Joining (NJ) analizleri uygulanmistir. Filogenetik aga¢ olusturulurken
Bootstrap 1000 metodu kullanilmistir.

3.3. Viriilans Faktorlerinin Arastirilmasi

Calismaya alinan Saprochaete izolatlarinda diger mantarlarda gozlenen bazi

viriilans faktorlerinin varlig1 fenotipik yontemlerle arastirilmistir.

3.3.1. Koagiilaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Koagiilaz aktivitesi varlig1 tavsan ve insan plazmasinda degerlendirilmistir
(95). Suslar SDA'ya (Merck &Co., Almanya) pasajlanarak 37°C'de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Steril tiiplere 300 ul plazma konmustur. Ureyen kolonilerden bir 6ze dolusu
alinarak tiiplerdeki plazma ile siispanse edilmis ve 37°C'de inkiibe edilmistir.
Pihtilagsma varlig1 2, 4, 6 ve 24. saatlerde kontrol edilip not edilmistir. Pozitif kontrol
olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanilmistir.

3.3.2. Hemoliz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Izolatlarda hemolitik enzim varligmin arastirilmasi i¢in %7 koyun kanli ve at
kanli SDA kullanilmigtir. SDA besiyerinde 37°C'de 18-24 saat inkiibe edilen taze
kolonilerden steril serum fizyolojik (SF) i¢inde 0,5 McFarland bulanikliginda
stispansiyonlar hazirlanmistir. Bu stispansiyonlardan 10 pl alinarak yaklasik 5 mm ¢ap
olusturacak sekilde kanli SDA besiyerlerine ekim yapilmistir. Plaklar 37°C'de 48 saat
siire ile %5'lik CO2'li etiivde inkiibe edilmistir. Her 1zolat 3 kez test edilmistir. Pozitif
kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 kullanilmigtir (104, 156).

Inkiibasyon sonrasinda koloniler etrafinda olusan 15181 gegiren saydam beta-

hemoliz zonlar1 varlig1 incelenmistir. Hemoliz gézlenmesi durumunda, koloni ¢apinin



29

koloni ¢ap1 ile seffaf zonun toplamina orani1 (Hz) hesaplanmasi ve Hz degerine gore
asagidaki sekilde yorumlanmasi planlanmaistir:

e Hz=1: negatif

e HzO0,90-1: +

e Hz0,89-0,80: ++

e Hz0,79-0,70: +++

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

Asit proteinaz aktivitesi %1 sigir serum albiimini igeren agarda (SSAA) test
edilmistir (157). Besiyerini hazirlamak igin Tablo 3.4’te verilen malzemeler
kanistirilmis, pH 5’e ayarlanmis ve otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyeri, 60°C’lik su banyosuna konmustur. Sigir alblimini %1 (w/v) ¢ozeltisi 0,45
um por ¢apli membran filtreden gecirerek steril edildikten sonra ana besiyerine
eklenmistir. Son karisim petrilere dokiilerek oda sicakliginda katilasmasi beklenmistir.
Izolatlar SDA’da 37°C'de 24 saat inkiibe edilerek elde edilen kolonilerden steril SF
icinde 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyonlar  hazirlanmistir.  Bu
stispansiyonlardan 10 pl alinarak SSAA yiizeyine damlatilmistir. EKim yapilan SSAA
plaklart 37°C'de alt1 giin siireyle inkiibe edilmistir. Her izolat igin test ii¢ kez
tekrarlanmustr.

Inkiibasyon sonrasinda koloni ¢evresinde bulunan proteinlerin yikimina bagl
olarak koloni ¢evresinde seffaf bir lizis zonu goriilmesi asit proteinaz varligi olarak
degerlendirilmistir. Lizis zon ¢ap1 Ol¢iilerek, asagidaki sekilde proteinaz aktivitesinin

diizeyinin belirlenmesi diiginiilmiistiir:

o Koloni ¢evresinde lizis zon olusumu yok ise negatif,
o Lizis zonu 1-2 mm ise orta pozitif (+),
o 3-5 mm ise kuvveti pozitif (++).

Tablo 3.4. Sigir serum albiiminli agar (SSAA) igerigi

Cozelti Malzeme Miktar

Besiyeri Dekstroz 20,0 ¢
MgSO4 (Merck&Co., Almanya) 0,5¢g
KH2PO4 (Merck&Co., Almanya) 1,09
Agar (Sigma Aldrich, Almanya) 20,0g
Distile su 900 mL
Sig1ir alblimini ¢ozeltisi Sigir albiimini fraksiyon V 1g

(%1 wiv) Distile su 100 ml
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3.3.4. Fosfolipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Fosfolipaz aktivitesi yumurta saris1 ve sitrik asit disodyum fosfat tamponu
iceren besiyerinde test edilmistir (158). Besiyeri igerigi Tablo 3.5’te verilmistir.
Besiyerini hazirlamak i¢in 6nce Cozelti C hazirlanmistir. Yikanip etanolde bekletilen
yumurtalardan aseptik kosullarda ayrilan yumurta sarilari steril cam boncuk iceren
balonda iyice karigtirilarak homojenize edilmistir. Uygun steril santrifiij tliplerine
alian yumurta saris1 soliisyonu 5000g’de 15 dakika santiflij edilmis ve silipernatan
kismi ayrilarak kullanilmistir. Besiyeri hazirlanip otoklavlandiktan sonra 60°C’lik su
banyosuna alinmistir. Cozelti A ve Cozelti B’den 8’er ml eklenerek karistirilmistir.
Son olarak 20 ml yumurta saris1 ¢ozeltisi eklenmis, pH 4.2’ye ayarlanarak petrilere
dokiilmiistiir.

Test edilecek izotlar SDA’da 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis, iireyen
kolonilerden steril SF iginde McFarland 0,5 yogunlugunda siispansiyon hazirlanmstir.
%8 oraninda yumurta saris1 iceren pH:4.3 olan besiyerine 10 pl ekilmistir. 37°C’°de 4
giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi presipitasyon zonu varlig
degerlendirilmistir. Koloni ¢apinin, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun toplam
capina orani fosfolipaz aktivitesi (Pz degeri) olarak hesaplanmistir.

o Pz degeri <1 olanlar fosfolipaz aktivitesi olumsuz,

. <1 olanlar olumlu olarak degerlendirilmistir.

Her izolat i¢in test {i¢ kez tekrarlanmustir.
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Tablo 3.5. Yumurta sarisi ve sitrik asit disodyum fosfat tamponu iceren besiyeri igerigi

Cozelti Malzeme Miktar
Besiyeri SabauraudDekstrozAgar 1309
(Merck &Co., Almanya)
NaCl (Merck&Co., Almanya) 11,79
CaCl, (Merck&Co., Almanya) 0,111 ¢
Distile su 184 ml
Cozelti A (0,1 M sitrik asit) CeHsO7H20 (Merck&Co., 5259
Almanya)
Distile su 125 ml
Cozelti B (0,2 M disodyum Na:HPO42H,O (Merck&Co., 8,90 ¢g
hidrojen fosfat) Almanya)
Distile su 125 ml
Cozelti C Homojenize yumurta sarist 20 ml
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3.3.5. Esteraz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Bu amagla Tween 80 (Biomatik, Kanada) agar kullanilmigtir (159). Besiyeri
igerigi (Tablo 3.6) karistirilip homojenize edildikten sonra pH 6,8’e ayarlanmis ve
besiyeri otoklavda steril edilmistir. Yaklasik 50°C’ye sogutulan besiyerine 5 mL steril

Tween 80 eklenmis ve petrilere dagitilarak oda sicakliginda katilagsmasi1 beklenmistir.

Tablo 3.6. Tween 80 agar igerigi

Malzeme Miktar

Pepton (Oksoid LP0037B ABD) 10,09
NaCl (Merck &Co., Almanya) 5090
CaCl; (Merck &Co., Almanya) 0,1g
Agar (Merck &Co., Almanya) 1509
Distile su 1000 Ml

SDA’da 37°C'de 24 saat inkiibe edilerek iiretilen kolonilerden steril ekiivyon
ile Tween 80 agara 10 mm ¢apinda daire bigiminde ekim yapilmistir. Plaklar 30°C'de
10 giin inkiibe edilerek her giin incelenmistir.

Esteraz enzim varliginda serbest kalan yag asitleri besiyerinin igeriginde
bulunan kalsiyum iyonlar1 ile birleserek ¢6ziinmeyen kalsiyum Kkristalleri
olusturmaktadir Ureyen koloni etrafinda kristallerin ¢okmesi esteraz aktivitesi
pozitifligi olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak C. albicans ATCC 90030

kullanilmistir.
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3.3.6 Biyofilm Yeteneginin Test Edilmesi

Izolatlarda biyofilm olusturma yeteneginin gosterilmesi icin iki ydntem
kullamlmustir (127, 160). ilk yontem olan 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil )-2H-
tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) (Sigma Aldrich, ABD) indirgenme yontemi ile
biyofilm i¢indeki metabolik aktivitenin gosterilmesi, kristal viyole boyama yontemi

ile ise biyokiitle olusumunun belirlenmesi hedeflenmistir.

Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Maya oziitii pepton dekstroz (“yeast peptone dextrose”, YPD) siv1 besiyeri i¢in
Tablo 3.7°de verilen malzemeler karistirilarak homojenize edilmis ve otoklavda steril

edilmistir.

Tablo 3.7. YPD besiyeri igerigi

Malzeme Miktar
Maya oziitii (Merck&Co., Almanya) | 10 g
Pepton (Oxoid, ABD) 20 ¢
Dekstroz (Sigma Aldrich, ABD) 20 ¢
Distile su 1L

RPMI 1640 besiyeri icin, 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) karistirllmis, homojenize edilmis, 1M NaOH ile pH 7.0’ye
ayarlanmigtir. Son hacim 1 litreye tamamlanacak sekilde distile su eklendikten sonra
0.22 um por ¢api olan filtreden gegirilerek sterilize edilmistir.

XTT ¢ozeltisi igin 50 mg XTT (X4251, Sigma Aldrich, ABD) 100 ml PBS (pH
7,0) igerisinde ¢ozililmiis, 0.22 um por ¢apl filtre kullanilarak steril edilmistir. Cozelti
1siktan korunacak sekilde aliiminyum folyo ile kaplanarak -70°C’de saklanmustir.

Menadion 10 mM c¢ozeltisini hazirlamak i¢in 17,22 mg Menadion (M5625,
AppliChem, Almanya) 10 ml %100’liik aseton i¢inde ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti
-70°C’de saklanmustir.

XTT/menadion ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 6nceden hazirlanan %0,5°lik

XTT ve 10mM menadion ¢6zeltileri dondurucudan ¢ikarilarak oda sicakligina



35

gelmeleri beklenmistir. Testte kullanilacak her plak i¢in 10 ml XTT ¢ozeltisine 1 pl

menadion eklenerek kullanim ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Biyofilm Testleri icin Maya inokulumunun Hazirlanmasi

SDA’da iiretilen 24 saatlik Kkolonilerden YPD besiyerine ekim yapilmis,
calkalamali inkiibatdr de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda iireme olan
YPD besiyeri 3000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edilmis ve slipernatan dokiilmiistiir.
Pellet tizerine dnce 5 ml, sonra 2 ml steril tuzlu fosfat tamponu (“phosphate buffered
saline”, PBS) eklenerek santrifiij ve siipernatanin uzaklastirilmasi islemleri
tekrarlanmistir. Son olarak pellet iizerine 0,5 ml SF eklenip vortekslenmistir.

PBS ile ii¢ kez yikanarak elde edilen maya hiicresi siispansiyonundan SF i¢inde
1x108 CFU/mI olacak sekilde (spektrofotometrede optik dansite (OD) %62-64)

siispansiyon hazirlanmistir.

Mikroplakta Biyofilm Olusturulmasi

Test i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklar (Greiner Bio-One GmbH,
Avusturya) kullanilmistir. Her kuyucuga 50 pl RPMI 1640 konulmus, hazirlanan
inokulumdan 50 ul kuyucuklara eklenmistir. Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra kuyucuklar dikkatli sekilde 200 uL steril PBS ile ii¢
kez yikanmistir. Yikama sonrasinda plaklar kurutma kagidina ters gevrilerek tiim
PBS’in akmas1 saglanmis ve kuyucuklarda PBS kalmayacak sekilde kurutulmustur.
Her teste pozitif kontrol olarak alinan biyofilm pozitif C. albicans MY A 274’{in yani
sira Candida krusei ATCC 6258 ve Candida parapsilosis ATCC 22019 dahil
edilmistir. Negatif kontrol olarak steril RPMI 1640 besiyeri kullanilmistir. Test tiim
izolatlar i¢in 2 kez tekrar edilmistir.

XTT indirgenme yontemi ile biyofilm metabolik aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusturma yetenegi XTT indirgenmesi ile test edilmistir
(160). Biyofilm olusumu sonrasinda PBS ile yikanip kurutulmus plaklarda her
kuyucuga 100ul XTT/ menadion soliisyonu konmustur. Plaklar aliiminyum folyo ile
sarilarak 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklardaki renk degisimi
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spektrofotometrede (BioTek Epoch, ABD) 492 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve optik
dansite (OD) degerleri belirlenmistir.

Kristal viyole yontemiyle biyofilmde olusan biyokiitlenin

belirlenmesi

Biyofilm olusumu ile ortaya ¢ikan biyokiitle kristal viyole boyama ile tespit
edilmistir (127, 161). Biyofilm olusturulmus, PBS ile yikanmis ve kurutulmus
plaklarda her kuyucuga 100 pl %0,05 (w/v) kristal viyole (Merck & Co., ABD)
¢ozeltisi eklenmistir. Plaklar 10 dk etiivde bekletildikten sonra kuyucuklar bosaltilmig
ve ¢esme suyu ile yikanmistir. Yikama sonrasi kurutulmus ve 100 pl %95 etanol
eklenmistir. Her kuyucuktan 75 pl alinarak temiz diiz tabanli mikroplaga aktarilmistir.
Plaklar spektrofotometrede (BioTek Epoch, ABD) 570 nm dalga boyunda okutularak
optik dansite (OD) degerleri belirlenmistir.

Biyofilm Yeteneginin Degerlendirilmesi
Negatif kontrol kuyucuklarinin ortalama OD degerine 3 standart sapma

eklenerek elde edilen sinir degere gore izolatlarin biyofilm yetenegi su sekilde
degerlendirilmistir (162):

. Negatif: Izolata ait sonug¢ degeri < Sinir deger
o Zayif pozitif: Smir deger < Izolata ait sonug degeri < 2x Sinir deger
o Orta derecede pozitif: 2x Sinir deger < Izolata ait sonug¢ degeri < 4x

Sinir deger

. Giiclii pozitif: izolata ait sonug deger > 4x Sinir deger 2

Bu degerlendirmeye ek olarak, izolatlarin OD degerinden negatif kontrol OD
degerleri ¢ikarilmig, pozitif kontrol olarak kullanilan C. albicans MYA 274’ye ait
deger %100 kabul edilerek izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri pozitif kontrole

gore % olarak siniflandirilmistir.
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3.4 In Vitro Antifungal Duyarhhk Testleri

Saprochaete izolatlarinin amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve
mikafungin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri CLSI ve EUCAST
referans yontemleri ile belirlenmistir (146, 147). Kalite kontrol amaciyla her testte C.

parapsilosis ATCC 22019 ve C. krusei ATCC 6258 suslar1 da galisilmistir.

3.4.1 CLSI Referans Mikrodiliisyon Yontemi

CLSI M27-A dokiimaninda onerilen mikrodiliisyon yontemi Kullanilmistir
(146).

RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

CLSI tarafindan onerilen mikrodiliisyon yonteminde L-glutaminli, sodyum
bikarbonatsiz RPMI 1640 besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri i¢in 10,4 g RPMI 1640
(Sigma Aldrich 6504, ABD) ve 34,53 g MOPS (Sigma Aldrich M1254, ABD) 900 mL
distile suya eklenmistir. Cozeltinin pH’s1 1 M NaOH ilave edilerek, oda sicakliginda
7,0 olarak ayarlanmistir. Toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir.

Besiyeri 0.2 um por ¢apli filtre ile siiziilerek steril hale getirilmistir.

Test Plaklarinin Hazirlanip Dondurulmasi

Ilag diliisyonlar:1 amfoterisin B ve vorikonazol igin 0,016- 8 ug/mL,
flukonazol i¢in 0,125-64 pg/mL ve mikafungin i¢in 0,03-16 pg/mL araliginda olacak
sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan antifungal diliisyonlar 96 kuyucuklu U-tabanh
mikroplaklarda her satirdaki 1-10. kuyucuklara 100°er pL dagitilmistir. 11. ve 12.
kuyucuga 100’er pl antifungal igermeyen besiyeri eklenmistir. 11. kuyucuk lireme
kontrolii, 12. kuyucuk sterilite kontrolii olarak ayrilmistir. Plaklar kullanilana kadar
-80°C’de saklanmustir.
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Test Edilecek izolatlarin Hazirlanmasi

Izolatlar 24 saat SDA besiyerinde inkiibe edilmistir. Koloniler 1slatilmis
ekiivyon ile alinarak 200 pl Tween 20 (Biomatik, Kanada) i¢ceren 5 mL SF igerisinde
homojenize edilmistir. Thoma lami kullanilarak hiicre saymmi yapilmis, 2-5x10°
cfu/ml olacak sekilde (1 kiiglik karede 13-32 hiicre) maya soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Ayrica, hazirlanan inokulum soliisyonlarinin bulanikligi spektrofotometrede 530
nm’de 6l¢iilerek OD degerleri kaydedilmistir. Hazirlanan inokulumdan 250 uL alinip
4,75 mL RPMI 1640 igeren tiipe konularak seyreltilmistir. Seyreltilmis karisimin
bulundugu tiipten 100 pL alinip 4,9 ml RPMI 1640 igeren tiipe konularak bir kez
daha seyreltilmistir. Son maya siispansiyonundan (0,5-2,5x10°® cfu/ml) mikroplaga

ekim yapilmistir.

Inokulumlarin Dagitilmasi, Inkiibasyon ve Degerlendirme

Daha 6nce hazirlanan ve -80 de hazirlanip saklanan antifungal diliisyon iceren
mikroplaklar oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. Her sirada ilk 11 kuyucuga hazirlanan
maya siispansiyonlart dagitilmistir. 12. kuyucuga sterilite kontrolii icin 100 pL RPMI
1640 besiyeri eklenmistir. Plaklar 37°C’de inkiibe edilmis, 24 ve 48. saatlerde gorsel
olarak okuma yapilmistir, {iremenin yeterliligi kontrol edilmistir. Flukonazol,
vorikonazol ve mikafungin i¢in iireme kontrol ¢ukuruna gére %50, amfoterisin B i¢in

ise %100 inhibisyonun gériildiigii qukurdaki deger MIK olarak belirlenmistir.

3.4.2. EUCAST Referans Mikrodiliisyon Yontemi

Bu test icin EUCAST Mayalar i¢in Duyarlilik Test Yontemi Vv.7.3.2
kullanilmigtir (147).

RPMI 1640 Besiyerinin iki Kat Konsantrasyonda ve %2 Glukozlu Olarak

Hazirlanmasi

EUCAST antifungal duyarlilik testlerinde %2 glukoz eklenmis ve 2 kat
konsantrasyonda hazirlanmis L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz RPMI 1640 sivi

besiyeri 6nerilmektedir. Besiyerinin hazirlanmasi igin 900 ml distile suya 20,8 g RPMI
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1640, 69,06 g MOPS ve 36 g glukoz eklenmistir. Besiyeri pH’1 1 M NaOH ¢ozeltisi
ile 7,0’a ayarlanmis ve son hacim 1 L olacak sekilde distile su eklenmistir. Cozelti 22

um por ¢apli filtreden gegirilerek steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

Test Plaklarinin Hazirlamip Dondurulmasi

CLSI yonteminde hazirlanana benzer sekilde uygun besiyeri i¢inde hazirlanan
antifungal diliisyonlari, amfoterisin B ve vorikonazol i¢in 0,016- 8 pg/mL, flukonazol
icin 0,125-64 png/mL, mikafungin i¢in 0,03-16 pg/mL aralifinda olacak sekilde diiz
tabanli mikroplaklara (Greiner Bio-One GmbH, Avusturya) dagitilmistir. Her satirda
11. ve 12. kuyucuga antifungal icermeyen 2x RPMI 1640 besiyeri konmus Ve sirasiyla

tireme kontrolii ve besiyeri kontrolii olarak ayrilmistir. Plaklar -80°C’de saklanmustir.

Test Edilecek inokulumun Hazirlanmasi

Izolatlarin 24 saat SDA besiyerinde inkiibe edilmis kolonilerinden 1slatilmis
ekiivyon ile alinarak 200 pl Tween 20 (Biomatik, Kanada) i¢ceren 5 mL SF igerisinde
sispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyondaki hiicre miktart Thoma
laminda sayilarak 2-5x10° cfu/mL (1 kiigiik karede 13 -32 hiicre) olacak sekilde
ayarlanmistir. Hazirlanan  silispansiyonlarin = 530 nm’deki OD  degerleri
spektrofotometrede &lgiilerek not alinmistir.  Uygun sayida hiicre igeren
stispansiyondan 500 pl alinarak 4,5 mL distile su igeren tiipe eklenmis ve bu karigim

(2-5 x 10° cfu/ml) mikroplaklara ekim i¢in kullanilmistir.

Inokulumlarin Dagitilmasi ve Degerlendirme

Onceden hazirlanan plaklar derin dondurucudan ¢ikartilarak oda sicakliginda
¢oziilmesi beklenmistir. Her satirda ilk 11 kuyucuga hazirlanan maya siispansiyonlari
dagitilmistir. 12. kuyucuga sterilite kontrolii i¢in 100 pL steril distile su eklenmistir.
Plaklar kapatilarak 37°C’de inkiibe edilmis, 24 ve 48. Saatlerde 530 nm’de
spektrofotometrede (BioTek Epoch, ABD) okutularak OD degerleri 6lgiilmiistiir. Tiim
kuyucuklardan negatif kontrol kuyucuklarima ait OD degerlerinin ortalamasi

¢ikarilmis ve her izolata ait tireme kontrolii ile karsilatirilarak tireme oranlari
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bulunmustur. Flukonazol, vorikonazol ve mikafungin i¢in tireme kontrolii OD
degerine gore >%50, amfoterisin B icin >%90 inhibisyon gdzlenen kuyucuklara ait

degerler MiK degeri olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tzolatlarmn Cins ve Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Calismaya stok kiiltiirlerden iiretilerek saf oldugu dogrulanan 57 Saprochaete
izolat1 dahil edilmistir. Rutin laboratuvarda kullanilan konvansiyonel yontemler ve
biyokimyasal asimilasyon testi temelli ID32C sistemi ile izolatlardan 53’iiniin S.

capitata, 4 iiniin ise S. clavata olarak tanimlandigi not edilmistir.

4.1.1. MALDI-TOF MS ile Tanimlama Sonuglar:

Calismaya alinan izolatlarin tamami MALDI-TOF MS yontemi ile cins
diizeyinde Saprochaete spp. olarak tanimlanmustir. Tiir diizeyinde 53 izolat S. capitata

4 izolat S. clavata olarak sonug¢ vermistir. S. clavata izolatlarinin birinde skor 1.7 nin
altinda kalmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 MALDI-TOF MS ile cins ve tiir diizeyinde tanimlama skorlarina gore

dagilim
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 Tamimlama Sonuclari

Saprochaete izolatlarinin tamaminda ITS geni ¢ogaltilmis ve dizisi referans
suslar ile karsilagtirilmistir. Biyokimyasal test ve MALDI-TOF MS ile tanimlama
sonuglarina benzer sekilde 53 izolat S. capitata (M. capitatus) ve 4 izolat S. clavata
olarak tanimlanmistir (ID skoru >%97).

S. clavata izolatlarindan iigiinde ayrica rpb2 geni dizisi de incelenmis ve

sonug ayni tiir olarak dogrulanmistir (ID skoru >%99).
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4.1.3 Filogenetik analiz
Saprochaete izolatlarinin ITS dizi ile gizilen filogenetik agacta dort S. clavata

izolatinin ayr1 kiimelendigi goriilmiistiir.

b 11248

20790

23843

25135

L OMB01512.1 Magnusiomyces czpitatus
OMB01511.1 Magnusiomyces capitatus

NR 164086.1 Magnu:

MZ883107.1 Magnusiomyces capits

MZ542806.1 Magnusiomyces capitatus

MZ7536271.1 Magnusiomyces capitstus

I =

— MZ7526270.1 Magnu

Sekil 4.1. Calismaya alinan Saprochaete izolatlarinin filogenetik analizi a) tiim

izolatlar, b) S. clavata izolatlarinin ayrimi (kesilmis sekil)
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4. 2. Viriillans Faktorleri

4.2.1. Koagiilaz
Koagiilaz agisindan degerlendirilen 57 izolatin tavsan plazmasi ve insan
plazmasinda yapilan 24 saat ve 48 saatlik gozlemlerde koagiilasyon olusmadigi

goriilmiis ve tiim izolatlar negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Koagiilasyon testi sonuglari.
a) insan plazmasinda,
b) tavsan plazmasinda.
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4.2.2. Hemoliz

Hemoliz yapmasi agisindan degerlendirilen 57 izolatin koyu kani1 ve at kaninda
yapilan 24 saat ve 48 saatlik gdzlemlerde tiim izolatlarin hemoliz zonu olusturmadigi

gorilmistiir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Koyun kanli agar (a) ve at kanli agarda (b) hemoliz aktivitesine
ornekler.
1) pozitif kontrol Candida albicans ATCC 90028,
2) Saprochaete izolatlari
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4.2.3. Asit Proteinaz

Asit proteinaz aktivitesinin testi i¢in yapilan {i¢ ayr1 pasajla ayr1 giinlerde de
yapilan {i¢ tekrarin sonucuna gére 57 izolatin tamaminin negatif oldugu, asit proteinaz
zonu olusturmadigi goriilmiistiir. Tiir diizeyinde asit proteinaz aktivitesi i¢in bir ayrim

gozlemlenmemistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Saprochaete izolatlarinin %1 sigir albiimini igeren besiyerinde
tiremesi. Koloni etrafinda saydam lizis zonu tespit edilememis ve asit
proteinaz negatif olarak degerlendirilmistir.
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4.2.4 Fosfolipaz

Fosfolipaz aktivitesinin testi i¢in yapilan ii¢ ayr1 pasajla ayri giinlerde de
yapilan {i¢ tekrarin sonucuna gore 57 izolatin tamaminin negatif oldugu, asit proteinaz

zonu olusturmadig goriilmistiir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Saprochaete izolatlarinin %8 yumurta sarisi i¢eren besiyerinde
tiremesi. Koloni etrafinda presipitasyon zonu tespit edilememis ve
fosfolipaz negatif olarak degerlendirilmistir.
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4.25. Esteraz

Saprochaete izolatlarinda esteraz aktivitesi Tween 80 agarda olusan kristallerin
goriilmesi ile fenotipik olarak degerlendirilmistir. Test li¢c kez tekrarlanmais, bir izolat
disinda tiim izolatlarda ii¢ test sonucu ayni bulunmustur. Bir S. capitata izolatinda iki
testte negatif iken, bir testte zayif pozitiflik gozlenmistir. Bu izolat negatif kabul
edildiginde, tiim izolatlarda esteraz pozitifligi %56,1; S. capitata izolatlarinda ise
%50,9 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Esteraz aktivitesi

Test 1 Test 2 Test3
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

Sekil 4.6. Tween 80 agarda esteraz testi sonuglari

a) Esteraz negatif (1) ve esteraz pozitif (2) Saprochaete izolatlart
b) Esteraz pozitif Saprochaete spp.
c) Esteraz negatif Candida glabrata ATCC 90030
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4.2.6. Biyofilm Olusturma Ozelligi

Biyofilmde Metabolik Aktivitenin Test Edilmesi

Saprochaete izolatlarinda biyofilmde metabolik aktivitenin saptanmasi igin
yikama sonrasinda biyofilm varlig1 gézlendikten sonra (Sekil 4.7a) XTT ile inkiibe
edilmis ve renk degisikligi goriilmistiir (Sekil 4.7b). Spektrofotometrik olgiim ile
kantitatif degerlendirme yapilmistir.

Sekil 4.7. Saprochaete izolatlarinda biyofilm varliginin gosterilmesi
a) Yikama sonrasi goriilen biyofilm
b) Yikama sonras1i XTT ile gosterilen metabolik aktivite
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Biyofilmde Olusan Biyokiitlenin Gosterilmesi

Saprochaete izolatlarinda olusan biyofilmde elde edilen biyokiitlenin 6l¢timii
icin kristal viyole yontemi kullanigsmis, biyofilm varligi goézle saptandiktan sonra

(Sekil 4.8a) boyama yapilmis (Sekil 4.8b) ve spektrofotometrik olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 4.8. Saprochaete izolatlarinda biyofilm varliginin gésterilmesi
a) Yikama sonras1 goriilen biyofilm

b) Yikama sonrasi Kkristal viyole ile boyanarak gésterilen biyokiitle



50

Biyofilm Yeteneginin Degerlendirilmesi

Saprochaete izolatlarinda biyofilm olusturma yeteneginin gosterilmesi
kullanilan iki yontemde de okuma spektrofotometrik olarak yapilmistir. Elde edilen
OD degerleri, onceki calismalarda onerilen sekilde (124, 162), negatif kontroliin
standart sapmasina gore sinir deger hesaplanarak incelendiginde XTT testinde ve

kristal viyole testinde izolatlarin tiimii gii¢lii pozitif bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Saprochaete izolatlarinda biyofilm metabolik aktivite dl¢timii (XTT) ve
biyokiitle tespiti (KV) sonuglarina gore biyofilm olusturma ozelligi.
(Negatif kontrol sonuglar1 temel alinarak hesaplanan sinir degere gore)

Negatif Giiglii Pozitif Toplam
Test Mikroorganizma
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-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid
KV: Kristal viyole
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Izolatlarin biyofilm yeteneginin daha ayirt edici olarak siniflandirilabilmesi
icin pozitif kontrol izolat1 i¢in elde edilen sonu¢ %100 kabul edilerek izolatlarin
sonuglar1 ylizde olarak hesaplanmigtir (Tablo 4.4). Bu degerlendirme 1s1ginda,
metabolik aktivite pozitif kontrole gére %26-50 araliginda yogunlasmstir. Izolatlarin

%40,4 tinlin pozitif kontrolden fazla biyokiitle olusturabildigi gdzlenmistir.

Tablo 4.4. Saprochaete izolatlarinda biyofilm metabolik aktivite 6l¢tiimii (XTT) ve
biyokiitle tespiti (KV) sonuglarina gore biyofilm olusturma 6zelligi.
(C. albicans MYA274 pozitif kontrol susu sonucu %100 kabul edilerek)

Test | Mikroorganizma @ <%25 @ %26-50 %51-75 | %76- >06100 Toplam
100
n % n % N % n % n %

XTT  S. capitata 3 57 40 755 6 113 4 75 - - 53
S. clavata - - 1 250 - - 2 50,0 1 250 4
Toplam 3 53 41 719 6 105 6 105 1 1,8 57

KV | S. capitata - - 10 189 6 11,3 14 264 23 434 53
S. clavata - -1 250 3 75 - - - - 4
Toplam - - 11 193 9 158 14 246 23 404 57
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4.3. Antifungal Duyarhhik Testi Sonug¢lar:

4.3.1 inokulum Hazirhg Sonuclar

CLSI ve EUCAST antifungal duyarlilik testleri icin belirtilen prosediire gore
hazirlanan inokulum i¢in her 6rnek i¢in Thoma laminda sayim yapilmistir (Sekil 4.9).
Mantar hiicrelerinin morfolojisine dikkat edilerek uygun miktarda hiicre igeren

soliisyonlar hazirlanmistir.

Sekil 4.9. Saprochaete inokulum hazirlig: igin Thoma laminda hiicre sayimi.

Inokulum yogunlugu her izolat icin 2-5x10° olacak sekilde ayarlanmustir.
Thoma laminda sayilarak ayarlanan her inokulum i¢in spektrofotometrede 530 nm’de
absorbans Ol¢tilerek not edilmistir. Antifungal duyarlilik testleri i¢in uygun inokulum

absorbans degerinin %62,0- 65,8 arasinda degistigi gézlenmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Calismaya alinan Saprochaete izolatlarindan hazirlanan inokulumlarda
hiicre sayimi1 ve spektrofotometrede yapilan 6l¢iim sonuglart.

izolat no Hiicre Sayisi Spektrofotometrik Olgiim

(x10% (%)
1 4,8 63,4
2. 4,8 62,8
3. 5,1 62,4
4. 38 64,5
S. 38 64,0
6. 4,0 64,1
7. 5,0 62,0
8. 4,6 63,1
9. 35 65,2
10. 5,0 62,0
11. 4,0 63,8
12. 37 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. 35 65,2
22. 35 65,1
23. 51 62,5
24. 38 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) Calismaya alinan Saprochaete izolatlarindan hazirlanan
inokulumlarda hiicre sayimi ve spektrofotometrede yapilan 6lgiim

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

sonugclari.

5,0
4,8
43
3,8
4,0
4,2
4,2
5,1
4,8
5,1
43
4,8
3,4
5,1
3,2
5,0
5,1
5,1
4,6
4,6
4,8
5,0
45
4,2
4,6
5,3
5,4
48
43
5,3

62,5
62,7
63,4
65,5
64,6
63,0
64,1
62,2
62,8
62,1
63,3
62,4
65,2
62,1
65,8
62,0
62,0
62,1
62,9
63,0
62,5
62,5
63,5
64,0
63,1
62,0
62,0
62,3
63,0
62,0
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4.3.2 Referans Mikrodiliisyon Testleri ile Elde Edilen MIK Degerleri

Amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve mikafungin i¢in CLSI ve EUCAST
referans yontemleri ile 24 ve 48 saatte MIK degerleri not alinmistir.

CLSI yonteminde, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda tireme kontroliindeki
bulaniklik okuma igin yetersiz bulundugu i¢in, mikafungin hari¢ 48 saatlik inkiibasyon
sonrast elde edilen MIK degerleri almmustir. EK olarak 72 saatlik inkiibasyon
sonrasinda da degerlendirilen 14 izolatta, 48 saate gore elde edilen MiK degerlerinin
amfoterisin B i¢in degismedigi, flukonazol igin en fazla 1 diliisyon, vorikonazol igin 2
diliisyon degisebildigi gdzlenmistir. Mikafungin i¢in inkiibasyon siiresi uzatildiginda
MIK degerlerinde artis egilimi gozlenmis; ancak, oneriler dogrultusunda 24 saatlik
okuma degerleri alinmistir.

EUCAST yonteminde, MIK degerinin tespiti i¢in iireme kontrol kuyucugunda
yeterli iireme OD degerinin >0,200 olmas1 olarak belirlenmistir. inkiibasyon 24 saat
ile sinirlandiginda iireme kontroliiniin uygun diizeye eristigi izolatlar (3/57) sinirh
kalmustir. Flukonazol, vorikonazol ve amfoterisin B i¢in 24 saattte {ireme kontroliini
>0,200 oldugu 3 izolat icin 24, digerleri i¢in 48 saatlik okuma degerleri alinmistir.
Okumanin 72 saate uzatildigi 26 izolatta MIK degerlerinin 2 diliisyona kadar
degisebildigi goriilmiistiir. Mikafungin i¢in kilavuz Onerilerine uyularak 24 saatlik
MIK degerleri alinmis, 48 ve 72 saatte MIK degerlerinde artis egilimi gdzlenmistir.

Referans CLSI ve EUCAST ydntemleri ile elde edilen MIK degerlerinin
geometrik ortalamasi, MiKso ve MiKgo degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.

EUCAST yéntemiyle elde edilen MIK degerleri ile CLSI ydntemiyle elde
edilenler karsilastirilmistir. Amfoterisin B icin 5 izolatta, mikafungin i¢in 2 izolatta
(%3,5) EUCAST ile CLSI yontemine gore 2 diliisyon daha diisik MIK degeri
saptanmigtir. Flukonazol, vorikonazol ve mikafungin igin ise sirasiyla izolatlarin
%56,1, %84,2 ve %63,2’sinde EUCAST ile CLSI yontemine gore >2 diliisyon yiiksek
MIK degerleri bulunmustur. izolatlarin geri kalaninda EUCAST ve CLSI yéntemiyle
elde edilen MIK degerleri +1 diliisyon araliginda dagilmistir.
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Tablo 4.6. Saprochaete izolatlarinda referans CLSI ve EUCAST mikrodiliisyon
yontemleri ile elde edilen amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve
mikafungin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin
geometrik ortalamas1 (GM), MiKso ve MiKgo degerleri.

CLSI EUCAST
AMB FLU VOR MIKA AMB FLU VOR MIKA
S. GM 1,74 333 011 294 095 821 093 1281
capitata MIK50 2 4 0125 2 1 8 1 16
(n=53) MIK90 2 8 025 32 1 16 4 32
GM 141 283 007 168 0,84 16,00 1,00 4,00
S. clavata
MIC50 - - - - - - - -
(n=4)
MIC90 - - - - - - - -
- GM 1,71 306 011 350 094 861 094 11,81
um
MIC50 2 4 0125 4 1 16 1 16
(n=57)

MIC90 2 8 025 16 1 32 4 32

AMB: Amfoterisin B
FLU: Flukonazol
VOR: Vorikonazol
MIKA: Mikafungin

Her iki referans yontem ile elde edilen, MIK degerlerinin dagilimlari
amfoterisin B icin Tablo 4.7’de, flukonazol i¢in Tablo 4.8’de, vorikonazol i¢in Tablo

4.9’da ve mikafungin i¢in Tablo 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.7. Saprochaete izolatlarinda referans CLSI ve EUCAST yéntemleri ile elde edilen amfoterisin B MIK degerlerinin tiirlere gore
dagilimi (n).

Amfoterisin B MiK (mg/l)

0,016 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 >8
S. capitata - - - - - - 11 42 - - -
CLSI S. clavata - - - - - - 2 2 - - -
Tiim izolatlar - - = = - - 13 44 - - -
S. capitata - - - - - 8 41 4 - - -
EUCAST S. clavata - - - - - 1 3 - - - -
Tim izolatlar - - = - - 9 44 4 - - -

Tablo 4.8. Saprochaete izolatlarinda referans CLSI ve EUCAST yontemleri ile elde edilen flukonazol MIK degerlerinin tiirlere gore dagilimi

(n).
Flukonazol MIiK (mg/l)
0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 >64

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

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

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

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

N P
1

Tum izolatlar - - 3 3 3 4 15 23 4



Tablo 4.9. Saprochaete izolatlarinda referans CLSI ve EUCAST ydntemleri ile elde edilen vorikonazol MIK degerlerinin tiirlere gore

dagilimi (n).
Vorikonazol MiK (mg/l)
0,016 0,03 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 >8

S. capitata 1 9 7 20 14 2 - - - - -
CLSI  S.clavata 1 1 1 - - - 1 - - - -
Tium izolatlar 2 10 8 20 14 2 1 - - - -
S. capitata - 2 1 - 1 9 26 8 6 - -
EUCAST S. clavata - - - - 1 2 - - - -1
Tiim izolatlar - 2 1 - 2 11 26 8 6 - 1

Tablo 4.10. Saprochaete izolatlarinda referans CLSI ve EUCAST yéntemleri ile elde edilen mikafungin MIK degerlerinin tiirlere gore
dagilimi (n).

Mikafungin MiK (mg/l)

0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 >16
S. capitata - - - - 3 14 17 8 1 - 10
CLSI  S.clavata - - - - 1 3 - - - -
Tiim izolatlar - - - - 3 15 20 8 1 0 10
S. capitata - - - - - 1 5 7 4 16 20
EUCAST S. clavata - - - 1 - 1 - - - - 2

Tum izolatlar - - - 1 0 2 5 7 4 16 22
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5 TARTISMA

Saprochaete nadir goriilen firsatg1 fungal patojenlerden biridir (1).
Bagisiklik sistemi  baskilanmis kisilerde invaziv ve hayati tehdit eden
enfeksiyonlarin yani sira (3-6, 8, 9, 12, 44, 45), altta yatan hastalig1 olmayan
kisilerde de (10) enfeksiyonlara neden olabilmekte ve saglikli kisilerde deri ve
solunum yolu ve gastrointestinal sistem kolonizasyonu (1, 163) gézlenebilmektedir.
Nozokomiyal salginlara neden olabilmesi dikkati ¢ekmistir (2, 3, 23, 27).
Ulkemizde de sporadik vakalar (14, 20-22, 44, 47, 51-55, 164) ve bir nozokomiyal
salgin (24) bildirilmistir.

Saprochaete firsatg1 bir patojen olarak, beklendigi gibi ¢ogunlukla immiin
sistemi baskilanmig kisilerde goriilmektedir. Hematolojik malignitesi olan
hastalarda daha sik bildirilmistir (2, 4, 11, 12, 36, 44, 45, 53). Bunun disinda
aplastik anemi gibi diger hematolojik hastaliklarda (5, 54), bobrek nakli yapilan
hastalar gibi immiin supresif ila¢ kullananlarda (9, 46, 165), altta yatan hastalig
olanlarda (32, 49) ve kritik durumdaki yogun bakim hastalarinda (24) da
goriilebilmektedir. S. capitata daha sik goriilen bir enfeksiyon etkeni olmakla
birlikte, S. clavata nozokomiyal salginlarda 6n plana ¢ikan tiir olmustur (1-3, 23,
27). Literatirde S. capitata’nin etken oldugu salginlar da vardir (25, 26) ve
tilkemizden yogun bakim initesinde gozlenen ti¢ olguluk bir bildirim de
bulunmaktadir (24).

Saprochaete tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda mortalite oldukga
yiksektir (7, 32). Buna ragmen, Saprochaete tiirlerinde viriilans faktorlerini
aragtiran ¢alismalar oldukca sinirlidir. Yiizeyel antijenik yapilar, adhezinler,
toksinler, koagiilazlar, hemolizinler, asit proteinazlar, fosfolipaz ve esteraz gibi
hidrolitik enzimler, biyofilm olusturma yetenegi gibi bilinen viriilans faktorleri
daha c¢ok C. albicans ve A. fumigatus gibi sik goriilen fungal patojenlerde
gosterilmistir (10, 34, 35, 81). Ancak, Saprochaete tiirlerinde varliklar1 ve
enfeksiyon patogenezine katkilar1 heniiz ortaya konmamustir.

Saprochaete tiirlerinde antifungal duyarlilik testleri ve bunlarin sonucunun
nasil yorumlanacagi da heniiz kesinlik kazanmamustir. Antifungal duyarlilik

durumunu arastirmak i¢in kullanilan referans test yontemleri, daha ¢ok Candida ve
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Cryptococcus tiirleri i¢in test edilmistir ve test parametreleri ile ilgili Oneriler
oncelikle bu iki cinsi kapsamaktadir. Ayrica, elde edilen MIK degerlerinin
yorumlanabilmesi i¢in elimizde klinik smir degerlerler bulunmamaktadir.
Saprochaete izolatlarinda antifungal duyarlilik durumunun degerlendirilebilmesi
icin referans yontemlerde test parametrelerine iliskin Onerilerin belirtilmesi, elde
edilen MiK degerlerinden epidemiyolojik esik degerlerin saptanmasi ve klinik
verilerle uyumu arastirilarak sinir degerlerin tespit edilmesi gerekmektedir. Sonraki
asamalarda, referans yontemlerle rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilabilen ticari
testler ile elde edilen sonuglarin uyum diizeyinin anlasilmasina ihtiyag
duyulmaktadir (2, 36-38, 146, 147, 152).

Bu calismada klinik 6rneklerden izole edilen Saprochaete izolatlar1 tiir
diizeyinde tanimlanmus, viriilans faktorleri ve antifungal duyarlilik durumlart
incelenmistir.

Saprochaete izolatlar1 cins diizeyinde diger R Kkoloni olusturan ve
artrokonidya yapan mantarlardan konvansiyonel yontemlerle ayrilabilmektedir
(56). Ancak, makroskopik ve mikroskobik morfoloji tiir diizeyinde tanimlama igin
yeterli olmamaktadir. Sellobiyoz, salisin ve arbutin gibi baz1 kimyasallarda iireme
ozelliklerinin. S. capitata ve S. clavata tiirlerinin ayriminda yararli olabilecegi
diistiniilse de, yakin bagka tiirlerin varlig1 sonuglarin giivenilirligini azaltmaktadir
(1, 28, 30, 40, 166).

Literatiirde konvansiyonel yontemler ile tiir diizeyinde tanimlama yapilan
calismalar bulunmaktadir. Calismalarin hepsinde makroskopik ve mikroskopik
ozellikler tanimlamada kullanilmis; ancak, bazilarinda biyokimyasal 6zelliklerine
gore yapilan tiir ayrimi dizi analizi ile dogrulanmamistir. Bu ¢aligmalara 6rnek
olarak ID32C (53, 62), VITEK2 (BioM¢érieux, Fransa) (9, 13, 25), API20C
(BioM¢érieux, Fransa) (22, 25) ile tiir diizeyinde S. capitata olarak tanimlama
bildiren bazi ¢aligmalar gdsterilebilir. Bunlardan bazilarinda biyokimyasal yontem
sonucunun yeterli diizeyde ayrim yapamadiglr veya hatali cins/tiir ismi verdigi
belirtilmistir (7, 130). Biyokimyasal yontemlerle tiir tanis1 yapilan ve dizileme ile
tanimlamanin dogrulandigi calismalar da bulunmaktadir. Farkli g¢aligmalarda
API20C (51), ID32C (21) veya VITEK?2 (7) ile etken S. capitata olarak tanimlanmis

ve ITS dizileme ile dogrulanmistir. Biyokimyasal yontemlere ek olarak veya tek
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basina MALDI-TOF MS yontemi ile tiir diizeyinde S. capitata veya S. clavata
olarak tanimlama yapan calismalarin bazilarinda da dizileme ile dogrulama
yapilmustir (21, 27, 44, 52). Bu ¢alismalarda tiir tanimlama sonuglart dogrulama ile
uyumlu gériinmektedir.

Bu ¢alismaya konvansiyonel yontemler ile cins diizeyinde Saprochaete
olarak tanimlanmis izolatlar dahil edilmistir. Izolatlarim SDA’daki koloni
morfolojileri ve Misir Unlu Tween 80 agardaki mikroskobik morfolojileri kontrol
edilmistir. Sonrasinda, rutin laboratuvarda kullanilan ID32C sistemi ile elde edilen
tir tanimlama kayitlar1 ile  MALDITOF-MS ve dizi analizi sonuglar
karsilastirilmistir.

MALDI-TOF MS yontemi, kisa siirede sonug vermesi ve manuel islemlerin
sinirli olmast sayesinde maya tanimlamasinda hizla kullanilmaya baglanmistir.
Kullanilan veritabaninin genislemesi ile birlikte daha basarili sonuglar elde
edilmektedir ve Saprochaete tanimlamasinda da onerilmektedir (1). MALDI
Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig Almanya) ile artrokonidya olusturan
maya-benzeri mantarlarin cins ve tiir ayrimi yapmaya g¢alisan ilk arastirmalardan
birinde 85 standart sus ve 71 klinik izolat ¢alisilmis, tanimlamalar dizileme ile
dogrulanmistir (130). Calismaya dahil edilen 3 farkli tiire ait 28 standart
Saprochaete susu ve klinik izolatlar dogru tanimlanmis, sadece birinde diisiik skor
(<1.7 S. clavata) elde edilmistir. Sonraki ¢alismalarda da bu cihaz ile S. capitata ve
S. clavata izolatlarinin yiiksek skorla (>2) tanimlandig: bildirilmistir (7, 21, 32).
Bizim ¢alismamizda izolatlardan sadece bir S. clavata izolati i¢in diisiik skor (<1.7)
gozlenmistir.

Mantar taksonomisinde ele alinan ¢ok sayida morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler 6zellik bulunmaktadir. Tiir tanimlamasinda ise bazi genlerin dizilerinin
incelenmesi 6ne c¢ikmistir. Daha ¢ok ITS bolgesi dizisi incelenmekte, bazi
mantarlar i¢in tiir ayriminda diger genlerin de dizilenmesi gerekebilmektedir (28,
30). Saprochaete tiirlerinde tiir diizeyinde tanimlama yapan c¢alismalar genellikle
ITS dizilemesi ile S. capitata ve S. clavata tiirlerini ve yakin bir cins olan G.
candidum’u rapor etmislerdir (21, 32, 51, 79). Calismalardan bazilarinda ITS
dizisine ek olarak baska gen bolgeleri de incelenmistir. Esposto ve ark. (40) 46

izolatin ITS bdlgesini analiz ederek 28’ini S. capitata, 18’ini S. clavata olarak
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tamimlamuslardir. Ancak, dort izolatta ayrica Rpb2 gen dizisi ile S. capitata
tanimlamasini dogrulamislardir.

Bu calismaya dahil edilen 57 izolatin morfolojik 6zellikler ve ID32 C ile,
MALDI-TOF MS ile ve ITS dizileme ile elde edilen tiir tanilar1 birbiri ile uyumlu
bulunmustur. Ancak, ITS dizileme ile daha diisiikk Q ve I skoru ile de olsa ikinci bir
tiir ismi (M. spicifer) sonucu gézlenen {ii¢ S. clavata izolatinda ayrica Rpb2 geni de
dizilenmis ve sonu¢ dogrulanmustir.

Saprochaete izolatlarinda filogenetik analiz tir ayriminda da
kulanilabilmektedir. Bu yontemle tiir diizeyinde farkliliklar1 inceleyen ¢alismalar
bulunmaktadir (28, 30). Bu ¢alismada da ¢izilen filogenetik agagta farkl: tiire ait (S.
clavata) dort izolatin ayr1 olarak kiimelendigi gozlenmistir. Ancak, birden fazla gen
bolgesi kullanimimin daha ayrintili  degerlendirmeye olanak taniyacagi
diistinilmiistiir.

Literatiirde klinik Saprochaete izolatlarinda viriilans faktorlerini arastiran
calismalar olduk¢a sinirlidir. Bu nedenle, ¢alismamizda oOncelikle mantarlarda
bilinen viriilans faktorleri fenotipik olarak aragtirilmistir. Sonuglarimiz basta C.
albicans olmak tiizere Candida tiirleri ile, veri bulunmasi durumunda diger nadir
goriilen diger maya-benzeri mantarlar olan Trichosporon ve Geotrichum ile
karsilastirilmistir.

Koagiilaz aktivitesi, mantarlarda arastirilan énemli viriilans faktorlerinden
biridir. Klinik 125 izolatin koagiilaz 6zelligini arastiran bir caligmada tavsan
plazmasinda 52 (%41,6), koyun plazmasinda ise 26 (%20,8) pozitiflik saptanmas,
insan plazmasinda koagiilasyon gozlenmemistir (95). Tavsan plazmasinda
koagiilaz pozitifligi Candida tiirlerinde en sik C. albicans’ta (29/64, %45,3) C.
glabrata’da (6/14, %42,8) ve C. tropicalis’te (6/15, %40,0) bildirilmistir. Test
edilen dort G. candidum izolatindan 2’sinde de pozitiflik goézlenmesi dikkati
¢cekmistir. 48 Candida izolatinida tavsan plazmasi ile koagiilaz aktivitesi aragtiran
bir ¢alismada da 21 (%43,7) izolat pozitif bulunmustur (11 C. albicans, 3 C.
glabrata, 2 C. krusei, 3 C. kefyr, 2 C. parapsilosis) (93). insan plazmasinda 40 C.
parapsilosis izolatin1 test eden baska bir ¢alisma ise hepsini negatif bulmustur
(140). Farkli Candida tiirlerini tavsan plazmasi ile test eden bir ¢alisma, iki C.

albicans izolatinin 4 saatte pozitiflik verdigini ama diger izolatlarda 24 saatlik
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inkiibasyon sonrasi pozitiflik tespit edebildiklerini belirtmislerdir (98). Bu ¢alisma,
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 bildirmistir. C. krusei
izolatlarinda ise pozitiflik goriilmemistir. Buna karsin, 100 vulvovajinal C. albicans
izolatin1 tavsan plazmasinda test eden baska bir calismada koagiilaz pozitifligi %5
bulunmustur (97).

Trichosporon’da da kullanilan plazma test sonucunu etkilemistir. Kirk
Trichosporon izolatinin 11’inde (%27,5) tavsan plazmasinda koagiilaz pozitif iken,
insan plazmasinda sadece ikisi pozitif olmustur (99).

Calismamizda ise koagiilazin test edilmesi i¢in tavsan ve insan plazmasi
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi 24 saate kadar uzatildigi halde tiim izolatlar
negatif olarak degerlendirilmistir.

Hemolitik aktiviteyi kan i¢eren besiyerlerinde, genellikle %7 koyun kani ve
%3 glukoz iceren SDA’da test edilmekte ve mantarlarda yiiksek oranda pozitiflik
rapor eden calismalar bulunmaktadir. Yigit ve ark. (156) 104 mayay test etmis,
dort C. parapsilosis disinda tiim izolatlarda 24 saat sonunda alfa-hemoliz; 48 saat
sonunda ise ti¢ C. guilliermondii ve {i¢ G. candidum’da alfa, digerlerinde beta-
hemoliz gozlemislerdir (156). Yenisehirli ve ark. (167) test ettikleri 147 C. albicans
izolatinin tamaminin beta-hemolitik aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Yine
Yigit ve ark. (93) C. parapsilosis (n=5) disinda test ettikleri tim Candida
izolatlarinda (17 C. albicans, 10 C.glabrata, 9 C.krusei, 7 C.kefyr) 48 saatte beta-
hemoliz saptamiglardir. C.kefyr’de hemoliz indeksi daha diigiikk bulunmustur. Eksi
ve ark. (104) ise test ettikleri 88 Candida izolatinin %42,1’inde beta-hemoliz,
%26,1’inde alfa-hemoliz gozlemis; %31,8’inde ise hemoliz tespit etmemislerdir.

Sun ve ark. (35) 23 Trichosporon asahii izolatinin tamaminda, %5 CO2
iceren atmosferde 96 saat inkiibasyon gerekmesine karsin hemolitik aktivite
gostermislerdir.

Calismamizda ise koyun kanli ve at kanli besiyerlerinde Saprochaete
izolatlarinda 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hemolitik aktivite tespit
edilmemistir. Plaklarin farkli atmosfer kosullarinda ve/veya daha uzun siire inkiibe

edilmemis olmasi ¢aligmamizin eksikligi olarak diistiniilmiistiir.
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Proteinazlar C. albicans’ta onemli bir viriilans faktorii olarak kabul
edilmektedir. Cogu calisma, klinik C. albicans izolatlarinda yiiksek proteinaz
pozitifligi bildirmistir. Fotedar ve ark.(168) %100 (52/52), Arslan ve ark. (169)
%64, Yenisehirli ve ark. (167) %81, Borst ve ark. (170) ise Tiirkiye’nin de i¢inde
bulundugu ¢ok merkezli bir ¢calismada %95 proteinaz aktivitesi rapor etmislerdir.
Trichosporon izolatlarinda ise, Demir ve Kustimur (99) proteinaz tespit
etmemiglerdir.

S. capitata’da proteinaz varhigi goésteren bir ¢alisma da bulunmaktadir.
Pontieri ve ark. (166) test ettikleri 9 standart sus ve 18 klinik S. capitata izolatindan
sadece 3’tinde sigir serum albiiminli agarda salgisal aspartil proteinaz varligi
saptamiglardir. Calismamizda ise test edilen 57 klinik Saprochaete izolatinda
proteinaz aktivitesi gézlenmemistir.

Fosfolipaz da C. albicans’ta sik goriilen bir viriilans faktoridiir.
Mahmoudabadi ve ark. (171) vajinal C. albicans izolatlarinda %84,7, idrar
izolatlarinda ise %75 fosfolipaz varligi belirlemislerdir. Arikan ve ark. (110)
%78,7, Kuzucu ve ark. (172) 123 C. albicans’ta %57’sini fosfolipaz pozitif
bulmuslardir. Birinci ve ark. (173) %61,3, Arslan ve ark. (169) %75, Fotedar ve
ark. (168) %100, Yenisehirli ve ark. (167) %76 pozitiflik bildirmislerdir. Cok
merkezli bir calismada ise C. albicans’larin %95’1 fosfolipaz aktivitesi gostermistir
(170). Trichosporon’da ise durum farklidir. Demir ve Kustimur (99) 40
Trichosporon izolatinda fosfolipaz enzim iretimine rastlamamislardir. G.
candidum ve bazi Candida tiirlerinde (Candida lipolytica, Candida cylindracea)
lipaz wvarhig:i bildirilmisse de fosfolipaz aktivitesi bilinmemektedir (174).
Calismamizda Saprochaete izolatlarinda fosfolipaz aktivitesi tespit edilememistir.

Esteraz varligi, C. albicans’ta yiiksek oranlarda karsimiza ¢ikmakta, diger
Candida tiirlerinde ise degiskenlik gozlenebilmektedir. Fatahinia ve ark. (175) 52
C. albicans’in %38&9,1'inde, 12 C. glabrata’nin ise %14’tinde esteraz aktivitesi
goriilmistiir. Ranjith ve ark. (96) 50 klinik izolatta C. albicans ve C. albicans dis1
izolatlarin tiimiinde esteraz aktivitesi gostermislerdir. Slifkin ve ark. (159) C.
albicans’ta (n=15) ve C. tropicalis’te (n=10) 2-3 giinde, C.guilliermondii (n=5) ve
Candida rugosa’da (n=3) 8-10 giinde esteraz pozitifligi belirlemislerdir. Diger C.
albicans dis1 tiirlerde 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
goriilmemistir. Dolap¢1 ve Tekeli (113) 252 Candida izolatin1 test etmis; 182 C.
albicans ve 21 C. tropicalis izolat1 esteraz pozitif, 42 diger albicans dis1 Candida’y1
negatif bulmuslardir.

Demir ve Kustimur (99) Trichosporon izolatlarinda birinci giinden
baslayarak 4 giin i¢inde tiim izolatlarda esteraz saptamislardir.

Baloch ve ark. (176) palmiye yagi ile kontamine atiklarindan izole edilen,
aralarinda S. capitata (n=3) ile S. clavata’ya (n=2) yakin oldugu belirlenen ve M.
spicifer (n=1) olarak tanimlanan izolatlarin bulundugu bir grup mayada lipaz
varligint gostermislerdir. Bu izolatlardan bazilarinin esterifikasyon yapabildigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada tiim izolatlarda esteraz pozitifligi %56,1, S. capitata
izolatlarinda ise %50,9 olarak bulunmustur. Bu durum, esteraz pozitifliginin
Saprochaete’de yaygin olabilecegini diisiindiirmistiir. Dikkati ¢eken bir durum da
bir S. capitata izolatinda ti¢ tekrardan sadece birinde zayif pozitif bulunmasidir.

Birden fazla izolatin ayni1 plakta test edilmesi durumunda, olusan kristallerin
yayilmasinin neden olabilecegi hatalarin oniine gecilmesi agisindan aralarindaki
mesafenin daha fazla olmasinin uygun olacagi degerlendirilmis ve bu izolat
hesaplamalarda negatif kabul edilmistir.

Biyofilm olusturma yetenegi ve “slime” faktoriinliin mantarlarda goriilme
oranlari, test yontemine ve mantarin test edildigi ortam kosullarina gore
degisebilmektedir. Bu nedenle, farkli ¢alismalarda degisken oranlar
bildirilebilmektedir. Ornegin, C. albicans’ta “slime” varligim tiip adherens
yontemiyle Eksi ve ark. (104) %64,5 Dolapg1 ve Tekeli (113) ise %9,7, Kuzucu ve
ark. (172) %63 bulurken; Kongo kirmizisi agar ile Arslan ve Findik (169) %48
olarak saptamiglardir. Aslan ve Giilmez (124) farkli Candida tiirlerinde Kongo
kirmizis1 agarda %24, XTT indirgenmesi ile ise %100 biyofilm pozitifligi
bildirmislerdir. Turan ve ark. (177) da XTT rediiksiyon yontemi tiim izolatlarda
biyofilm gozlemis, 47 izolatta zayif, 61’inde orta, 37’sinde giiglii biyofilm yetenegi
gostermiglerdir. Giiltekin ve ark. (178) kristal viyole yontemiyle C. albicans’larin
(n=17) higbirinde biyofilm gdsterememis; ancak, C. parapsilosis’lerin (n=18)

tamaminda saptamamuslardir. Tiiziiner ve Inci ise (179) C. albicans ve albicans dis
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Candida’larda sirastyla XTT rediiksiyonu ile %15,6 ve %32,9, kristal viyole ile
%12,5 ve %29,5 biyofilm pozitifligi bildirmislerdir.

Dag ve ark. (34) tiip aderens yontemiyle 48 T. asahii izolatinin 28'inde
(%58,3) “slime” pozitifligi belirlemislerdir.

Bu ¢alismada Saprochaete izolatlarinda biyofilm olusumu hem metabolik
aktivitenin Ol¢iildiigii XTT rediiksiyonu yontemiyle, hem de biyofilmde olusan
biyokiitlenin gosterildigi kristal viyole yontemiyle test edilmistir. Tiim izolatlarin
biyofilm olusturabildigi gdzlenmistir. Onceki ¢alismalarda onerilen simir deger
hesaplamalar1 kullanildiginda (162) tiim izolatlar her iki yontemle de giiclii pozitif
olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, biyofilm pozitif kontrol olarark kullanilan
C. albicans MYA izolatinin biyofilm o&zelligi %100 kabul edilerek yeni bir
smiflandirma yapilmigtir. Bu smiflandirma, izolatlarin  %40,4’tiniin pozitif
kontrolden daha fazla biyokiitle olusturdugunu gostermistir. Metabolik aktivite ise
pozitif kontroliin %25-50’si araliginda yogunlasmistir. Ancak, XTT olgiimii ile
yapilan karsilastirmanin Saprochaete izolatlari ile C. albicans MYA274 susunun
metabolizmasi arasindaki farktan da etkilenecegi akilda tutulmalidir.

Saprochaete tiirleri i¢in antifungal duyarliligin belirlenmesinde mayalar i¢in
Onerilen yontemler kullanilmaktadir. Diger mantarlarda da tercih edilen sekilde,
referans yontemlerle elde edilen MIK degerleri daha giivenilir bulunmaktadir.
Ancak, bu yontemler oncelikle Candida ve Cryptococcus tiirlerini test etmek
hedeflenerek gelistirilmistir. Bu nedenle, inokulum hazirliginda spektrofotometrik
Olgtim yapilmasi, okuma yapilmadan oOnce gerekli inkiibasyonun siiresi gibi
sonuglar etkileyebilecek ayrintilarin kesinlestirilmesi i¢in veri birikimine gerek
duyulmaktadir. Buna ek olarak, Saprochaete tiirlerinde direng yorumu yapmak igin
klinik smir degerler, hatta epidemiyolojik esik degerleri heniiz belirlenmemistir.
Antifungal tedavi onerileri klinik durumun degerlendirmesine, literatiirde bildirilen
olgularin prognoz sonuglarina ve “breakthrough” enfeksiyon raporlarini temel
almaktadir. Ayrica Saprochaete tiirlerinde farkli yontemlerle elde edilmis
antifungal MIK degerlerini bildiren ¢alismalar kullanilabilmektedir (1).

Calismamizda iki farkli referans yontem ile 57 Saprochaete izolatinda

amfoterisin B, flukanozol, vorikonazol ve mikafungin MiK degerleri belirlenmistir.
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Antifungal duyarlilik testlerinin inokulum hazirlama asamasinda ¢esitli
zorluklar yasanmistir. EUCAST ve CLSI mayalar igin 0,5 MacFarland
yogunlugunda inokulum hazirlanmasin1 ve bunun spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesini onermektedirler. Bu aralik Candida igin %78-82 absorbans degerine
karsilik  gelmektedir. Ancak, Saprochaete izolatlariyla hazirlanan ve
spektrofotometrede bu araliga karsilik gelen siispansiyon igerisindeki hiicre sayisi
Thoma laminda sayildiginda, hiicre sayisiin gerekli 0,5-2,5x10° CFU/ml’den az
oldugu ve antifungal duyarlilik testlerinde tiremenin 24 ve 48 saatlik dlgiimlerde
yetersiz kaldigr gorilmistiir. Literatirde bu soruna dikkat ¢eken bir calisma
bulunmaktadir. Saprochaete izolatlarinda 0,5 MacFarland yogunluktaki inokulum
ile hiicre sayimlarinin ve RPMI 1640 besiyerinde iiremenin Yetersiz kaldigini
gozleyen Noster ve ark. (77), yogunlugu 0,75 MacFarland’a yiikseltmistir. Bu
caligmada, inokulum tiim izolatlar i¢gin Thoma laminda sayim yapilarak hazirlanmis
ve uygun yogunluktaki siispansiyonlarda spektrofotometrik o6l¢tim yapilarak
Saprochaete izolatlari i¢in uygun inokulum absorbans degerinin %62-66 arasinda
olmasi gerektigi sonucuna varilmistir (Tablo 4.1).

Antifungal duyarlilik testlerinin sagliklt okunabilmesi i¢in pozitif kontrol
kuyucugundaki tiremenin Yeterli olmasi esastir. Bu durum CLSI’da goz ile
degerlendirilmekte, EUCAST yonteminde ise spektrofotometrik optik dansite
Ol¢timiiniin >0,200 olmas1 istenmektedir (146, 147). Saprochaete izolatlarinda
antifungal duyarlilik testi uygulayan c¢alismalarda genellikle plaklar 48 saat
inkiibasyon sonrasinda degerlendirilmistir. CLSI (19) ve EUCAST (77) yontemiyle
okumanin 48 saatte yapildigmi bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Bizim
calisgmamizda da CLSI yonteminde 24 saatlik inkiibasyondan sonra kontrol
kuyucuklarinda treme yetersiz bulunmus ve 48 saatlik degerlendirmeler
kullanilmistir. EUCAST y6nteminde ise izolatlarin cogunun 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda istenen >0,200 degerine ulasamadigi gozlenmis, amfoterisin B,
flukonazol ve vorikonazol i¢in 24 saatte yeterli lireme olan 3 izolat disinda 48
saatlik okumalar degerlendirilmistir. Mikafungin i¢in ise inkiibasyonun 24 saatten
uzun olmas1 dnerilmediginden 24 saatlik okumalar alinmis, 48 ve 72 saatte MIK
degerlerinde artma egilimi oldugu vurgulanmistir (146, 147). Saprochaete

izolatlarinda ekinokandine karsi azalmig duyarlilik beklendigi igin, bu grup
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antifungaller i¢in diisiik MiK degerlerine siiphe ile yaklasilmas1 uygun olacaktir
(2).

Literatiirde Saprochaete izolatlarini farkli yontemler ile test ederek
sonuglar1 raporlayan ¢alismalar bulunmaktadir. Asagida, test edilen antifungaller
ile iligkili veriler tartigilmustir.

Saprochaete izolatlarinda amfoterisin B MIK degerleri farkli yontemler ile
daha ¢ok 0,5-2 mg/l araliginda bildirilmistir (1). Esposto ve ark. (40) CLSI,
EUCAST ve Sensititre YeastOne (Thermo Fisher INc. ABD) yontemleriyle elde
edilen amfoterisin B MIK degerlerinin S. capitata’da sirasiyla 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/I
arasinda degistigini bildirmislerdir. Girmenia ve ark. (180) 23 S. capitata izolatinda
antifungal duyarlihig farkli yontemlerle test etmislerdir. Amfoterisin B MIK
degerlerini CLSI mikrodilisyon ile 0,06-0,25 mg/l, Sensititre YeastOne
panelleriyle 0,016-0,5 mg/l ve Mueller Hinton agarda (MHA) Etest gradiyent
seritleriyle (BioMérieux, Fransa) 0,016-1 mg/l bulmuslardir. Vaux ve ark. (23)
salgina neden olan 45 S. clavata izolatinda EUCAST yontemiyle 0,125-1 arasinda
degisen amfoterisin B MIK degerleri bildirmistir. Antifungal duyarliligin ¢alisildig
olgu sunumlarinda bildirilen amfoterisin B MIK degerleri en fazla 2 mg/l’ye
ulasmistir (47, 58). Amfoterisin B duyarliligini test etmek i¢in Etest kullanan ve
benzer sonuglar bulan ¢alismalar da bulunmaktadir (62, 78, 181). Ancak, bir
calismada Etest ile 4 mg/l amfoterisin B MiK degeri elde edilmistir (164). Noster
ve ark. (77) ise amfoterisin B i¢in referans yontem ile Etest arasindaki zorunlu
uyumu (“Essential agreement, EA) S. clavata’da %92 bulurken S. capitata’da
%80’e kadar diisebildigini bildirmis ve gradiyent serit yonteminin kullanilmasinin
uygun olmadigini belirtmislerdir.

Calismamizda amfoterisin B MIK degerleri CLSI ile 1-2 mg/l, EUCAST ile
0,5-2 arasinda degismistir. Bu durum literatiirde bildirilen degerlerle uyumlu
goriinmektedir. EUCAST ve CLSI yontemlerinin uyumu incelenmis, 5 izolat
(%8,8) disinda MIK degerleri +1 diliisyon iginde bulunmustur.

S. capitata’da flukonazol MIK degerleri, daha diisiik olabilse de, genelikle
16-32 mg/l arasinda bulunmaktadir (1). CLSI, EUCAST ve Sensititre YeastOne

yontemlerini kullanan bir ¢alisma flukonazol MIK degerlerini S. capitata’da
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sirasiyla 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 arasinda rapor etmistir (40). Girmenia ve ark. (180) flukonazol MIK
degerlerini CLSI mikrodiliisyon ile 1-32 mg/l, Sensititre YeastOne panelleriyle 1-
64 mg/l ve MHAda Etest ile 2-64 mg/l, MHA’da CLSI disk difiizyon yontemiyle
2-64 mg/I’ye karsilik gelecek aralikta bildirmislerdir. Sancak ve ark. (19) 15 S.
capitata izolatinda CLSI ve Etest ile 2-64 mg/l flukonazol MIK degeri rapor
etmiglerdir. Noster ve ark. (77) S. capitata ve S. clavata’da 0,25-16 mg/1 arasinda
degisen EUCAST MIK degerleri bildirmislerdir. Bu calismada gradiyent serit
yontemiyle elde edilen MIK degerlerinin S. capitata’da %100, S. clavata’da ise
%88 oraninda referans yonteme gore >1 diliisyon fark gosterdigine dikkat
cekilmistir. Literatiirdeki diger ¢alismalarda da flukonazol MIK degerleri genellikle
yiiksek seyretmektedir (36, 47, 62, 78). Salgin sirasinda izole edilen 7 S. capitata’da
CLSI ile flukonazol MIK 2 mg/ml tespit eden bir calismada farkli olarak
mikroplaklar 30°C’de inkiibe edilmistir (58).

Calismamizda Saprochaete izolatlarinda CLSI ile 0,25-16, EUCAST ile
0,5-64 arasinda degisen flukonazol MIK degerleri elde edilmistir (Tablo 4.8).
Yiiksek MIK degerleri literatiir ile uyumlu bulunmus, EUCAST yénteminde MIK
degerlerinin yiikselme egilimi dikkati ¢ekmistir. izolatlarin 32’sinde (%56,1)
EUCAST yéntemi ile >2 diliisyon yiiksek MIK degerleri elde edilmistir.

S. capitata’da beklenen vorikonazol MIK degerleri 2 mg/I’nin altindadir ve
genellikle 0,03-0,5 mg/l arasinda degismektedir (1). Vorikonazol duyarliligini
CLSI, EUCAST ve Sensititre YeastOne ile test eden bir ¢alisma S. capitata’da
sirastyla 0,03-1 mg/l, 0,03-0,5 mg/l ve 0,06-1 mg/l; S. clavata’da 0,03-1 mg/I, 0,03-
0,5 mg/l ve 0,03-1 mg/l MIK degerleri saptamustir (40). Birden fazla test yontemi
kullanan bagka bir ¢alisma, CLSI mikrodiliisyon 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 mgll,
MHA’da CLSI disk difiizyon yontemiyle 0,06-4 mg/1’ye karsilik gelecek aralikta
vorikonazol MIK degerleri saptamislardir (180). Sancak ve ark. (19) S. capitata’da
vorikonazol MIK degerlerini CLSI ile 0,06-0,5 mg/l ve Etest ile 0,125-1 mg/I
araliginda tespit etmislerdir. S. clavata’da ise EUCAST ile 0,06-2 mg/l arasinda
degisen degerler bildirilmistir (23). Genel olarak farkli yontemlerle Saprochaete’de
diisiik MIK degerleri tespit edilmistir (36, 47, 62, 78, 164). Ancak, Saprochaete
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vorikonazol MIK degerlerinde EUCAST referans yontemi ile Etest arasindaki
uyumun diisiik oldugunu vurgulayan bir ¢alisma da bulunmaktadir (77).

Calismamizda vorikonazol MiK degerleri CLSI ile 0,016-1 mg/l, EUCAST
ile 0,03->8 mg/l arasinda bulunmustur (Tablo 4.9). Genel olarak literatiirle uyumlu
olarak diisiik MIK degerleri gézlenmekle birlikte, EUCAST yontemi ile 7 izolatta
MIK degerinin >4 mg/l’ye ulasmas1 dikkat ¢ekmistir. EUCAST yontemi ile 48
izolatta (%84,2) CLSI yontemiyle elde edilenlere gore >2 dillisyon daha yliksek
MIK degeri bulunmasi da ilgi cekicidir.

Saprochaete tiirleri ekinokandinlere dogal direngli kabul edilmektedir (1).
Bu nedenle mikafungin ve diger ekinokandinlere ait MIiK degerlerinin yiiksek
olmasi beklenmektedir. Subramanya Supram ve ark. (58) CLSI ile 0,125 mg/l
olarak bulunan bir kaspofungin MIK degeri hari¢, 1-4 mg/l arasinda degisen
mikafungin, anidulafungin ve kaspofungin MIK degerleri bildirmislerdir.
Fernandez-Ruiz ve ark. (79) CLSI ve EUCAST ile sirastyla, mikafungin i¢in 2 mg/I
ve 0,5-32 mg/l; anidulafungin icin 4 mg/l ve 2-32 mg/l MIK degerleri rapor
etmiglerdir. Buchta ve ark. (36) Etest ve Sensititre YeastOne ile yiiksek mikafungin,
anidulafungin ve kaspofungin MIK degerleri tespit etmislerdir. Sensititre YeastOne
(181) ve Etest (78, 164) ile yiiksek ekinokandin MIK degerleri bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir.

Calismamizda mikafungin MIK degerleri CLSI ile 0,5->16 mg/l, EUCAST
ile 0,25->16 mg/l arasinda degismistir (Tablo 4.10). Degerler, referans yontem
onerilerine uyarak 24 saatte okunmus, inkiibasyon uzatildiginda MIK degerlerinde
yiikselme egilimi ortaya c¢ikmistir. Bu durum, Saprochaete cinsindeki dogal
ekinokandin direnci ile uyumludur. Ayrica; izolatlarin 36’sinda (%63,2) EUCAST
yontemiyle, ikisinde (%3,5) CLSI yontemiyle diger yonteme gore >2 diliisyon
yilksek MIK degeri gozlenmistir. Test edilen Saprochaete izolatlar1 igin
mikrodiliisyon testinde yeterli iiremeye ulasmada da gii¢lik yasanmustir. Bu
durumun diisiik ekinokandin MIK degerlerine neden olabilir. Saprochaete
izolatlarinin MIK degerinden bagimsiz olarak ekinokandinlere dogal direngli

oldugu akilda tutulmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1 Saprochaete cinsinde tiir ayrimin1 yapmak igin kullanilan ticari kitler,
biyokimyasal yontemler, MALDI-TOF MS ve ITS dizileme, birbirleri ile tutarh ve
dogru sonuglar vermistir.

2 ITS dizileme ile tir aymmi bazen yeterli olamamaktadir. Boyle
oldugunda baska bir gen bolgesinin dizilenmesi ile sonuglar dogrulanmalidir.

3. Calisilan higbir izolatta fenotipik olarak koagiilaz aktivitesi, hemolitik
aktivite, proteinaz ve fosfolipaz aktivitesi saptanmamustir.

4. S. capitata izolatlarinda %50,9, tiim izolatlarda %56,1 oraninda esteraz
pozitifligi bulunmustur.

5 Izolatlarm biyofilm olusturma yetenegi degerlendirilmis, XTT
rediiksiyonu metabolik aktivite ve kristal viyole yontemiyle biyokiitle olusumu
dlciilmiis, her ikisi de giiclii pozitiflik gostermistir. Izolatlarin %40,4’{iniin biyofilm
pozitif oldugu, C. albicans MY A 274 susundan daha fazla biyokiitle olusturabildigi
gbzlenmistir.

6. Antifungal duyarlilik testlerinde her iki referans yontemde de inokulum
baslangicta 0,5-2,5x10° CFU/ml olarak hazirlanmakta ve sonra uygun seyreltme
yapilmaktadir. Bunun i¢in mayalarda spektrofotometrik olarak 0,5 MacFarland
(absorbans %78-82) yogunlugunda inokulum hazirlanmasi uygun olabilmektedir.
Ancak, Saprochaete izolatlarinda inokulum yogunlugu 0,5 MacFarland’a
ayarlandiginda inokulumdaki hiicre sayisinin yetersiz oldugu goriilmistiir. Bu
nedenle her izolat i¢in Thoma laminda sayim yapilarak uygun yogunlukta inokulum
hazirlanmis ve spektrofotometrik Sl¢limlerde uygun absorbans araliginin %62-66
oldugu bulunmustur.

7. Flukanozol vorikonazol ve mikafungin icin EUCAST MIK degerlerinin
CLSI’a gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Amfoterisin B MIK degerleri ise

benzer bulunmustur.
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