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GIRIS ve AMAC

Yeryliziinde yilizbinden fazla mantar tiirii oldugu bilinmekle beraber, cok
az1 insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir. Candida tiirleri insanlarda goriilen en
yaygim fungal patojenlerdir (1). Insanlarda deri ve mukozalarda siklikla
kommensal olarak bulunmalarina karsin, Candida tirlerine bagl ciddi
enfeksiyonlarda son yirmi yilda Onemli bir artis gozlenmistir (2, 3). Bu
organizmalar invaziv olmayan ylizeyel enfeksiyonlardan derin dokular1 tutan
enfeksiyonlara kadar genis bir hastalik spektrumuna sahiptir (1).

Genis etki alanli antibiyotik kullanimi, bagisiklik sistemi baskilanmis
hasta sayisinin artigi, organ nakilleri, damar igi aletler ve protez cihazlarinin
uygulanmasi gibi nedenlerle, hem hastane dig1 hem de hastane kaynakli Candida
enfeksiyonlarinin siklig1 artmaktadir (1).

Ikiyiizden fazla Candida tiirii bulunmaktadir (1). Onceleri Candida cinsi
icerisinde yalnizca C. albicans’in patojen oldugu diisiiniilmiis, 1960’lardan sonra
klinik deneyim ve ¢esitli deneysel ¢alismalarin sonuglarina dayanarak C. albicans,
C. catenulata, C. dattila, C. famata, C. glabrata, C. guilliermondii, C.
inconspicua, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C.
tropicalis, C. zeylanoides olmak tlizere 15 tiirlin patojen oldugu kabul edilmistir.
Bugiinkii yaklagim, diger Candida tiirlerinin de patojen olabilecegi yoniindedir (4).
Konak hiicre hasarimi, Candida’larin virulans faktorleri ve konagin savunma
mekanizmalar1 araciligl ile mantara karsi olusturdugu immun cevap belirler (1).
Candida cinsi mantarlarin tlirline ve kokenine bagli olan bazi faktorler konagin
bagisikligint yenmek i¢in birlikte rol oynarlar (4).

Candida tirleri tarafindan salgilanan hidrolitik enzimlerin virulans

faktorlerinden biri oldugu gosterilmistir (5). Bu hidrolitik enzimler salgisal asit



proteinaz (Sap) ve fosfolipaz (PL)’dir (2). Sap, proteinlerdeki peptid baglarini
kirarak hiicre yiizey molekiillerinin ve hiicre membraninin yapisin1 bozar. PL ise
biyolojik membranlarin temel bilesenlerinden olan fosfolipitlerdeki ester baglarin
kirarak etkili olur. Bu sekilde konak dokuya invaze olurlar (6).

Hidrolitik enzimler siklikla C. albicans kokenlerinde calisilmistir.
Ancak C. parapsilosis, C. tropicalis gibi bazi tiirlerin de bu enzimleri salgiladig
tesbit edilmis ve patojenite ile iligkili olabilecegi diistintilmiistiir (7, 8). C. albicans
klinik Orneklerden en yaygin sekilde izole edilen tiir olmasi bakimindan
onemliyken C. parapsilosis goriilme sikligindaki artisla dikkat ¢ekmektedir (7),
cesitli galigmalarda en yaygin sekilde izole edilen ikinci tiir olarak bildirilmistir (9,
10). Yapilan son caligmalarda hastane kaynakli Candida fungemilerinin % 30’dan
fazlasinin basta C. parapsilosis olmak iizere albicans dis1 Candida tiirlerine bagl
oldugu belirtilmistir (3, 11, 12).

Candida, hastane kaynakli fungal enfeksiyonlarmm en sik rastlanan
etkenidir (2, 3). Hastane kaynakli kan enfeksiyonlarinin ise en yaygin dordiincii
etkenidir. Fungal kan enfeksiyonlarimin artan sikligi, katater ve implantlarin
kullanimindaki artistan kaynaklanmaktadir. Intravendz kataterlerinden Candida
izole edilen hastalarin % 40’inda fungemi gelismis ve Kkatater iliskili
kandidemilerin yaklasik % 40’1 oliimle sonug¢lanmistir (7). C. parapsilosis
enfeksiyonlari ¢ogunlukla invaziv girisimler veya damar ici gereclerle iliskili
olarak ortaya ¢ikmaktadir (12).

Arastirmacilar C. parapsilosis fungemilerinin artisini, bu organizmanin
ozellikle kateterlere ve benzeri plastik yiizeylere tutunma egiliminin yiiksek
olmasiyla agiklamaktadirlar (12). Yiizeylere tutunma kapasitesi biofilm
olusumuyla baglantilidir. Biofilm olusumu, Candida’larda boyle enfeksiyonlara
yol acan temel faktdrdiir. Izole edilen kokenlerde biofilm olusumunun
gosterilmesi, bir biofilm odaginin olas1 varliginin ve antimikotik tedavi sirasindaki
olas1 farkliliklarin belirleyicisidir (3, 13). Biofilm olusumu C. albicans ile yapilan
bircok ¢alismada gosterilmis (7), ancak C. parapsilosis ve C. tropicalis’in de

onemli miktarlarda biofilm tirettigi bildirilmektedir (14).



Bu c¢alismada, mantar enfeksiyonu diisiiniilen olgularin kan
kiiltiirlerinden ve diger klinik materyallerinden izole edilen C. parapsilosis
kokenlerinin, virulans faktorii olarak kabul edilen salgisal asit proteinaz ve
fosfolipaz hidrolitik enzimlerinin ve biofilm olusturma 6zelliklerinin arastirilmasi
ve bu tlire bagh olarak gelisen mantar enfeksiyonlarinda 6zellikle hangi faktor ya
da faktorlerin rol alabileceginin belirlenmesi ve kdkenlerin izole edildikleri klinik
orneklere gore (kan ve digerleri) sahip olduklar1 virulans faktorlerinde bir farklilik

bulunup bulunmadiginin aragtirilmasi amaglandi.



2. GENEL BiLGILER

2.1. TARIHCE

1665’de Galen ve Pepy pamukg¢ugu tanimlamis, 1839°da Langanbek oral
lezyonlu bir hastadan mayayr izole etmistir. 1940’larda antibiyotiklerin klinik
kullanima girmeleri ile onceden rastlanmayan Candida enfeksiyonlarmin cesitli
klinik sekilleri goriilmeye baglamistir (15).

ABD’de NNIS sistemine dahil 124 hastanede, 1980-1989 yillar1 arasinda,
kan enfeksiyonu tanimlanmis 25.000’den fazla hastada yapilan bir caligmada
stafilokoklardan sonra en biiyiik oranda artis1 (% 219°dan % 487’ye) Candida
tiirleri gostermistir (16).

Son 20 yil boyunca tiim diinyada mukokutandz ve derin fungal
enfeksiyonlarin arttigi bildirilmektedir. NNIS'ye gore hastanelerde goriilen fungal
enfeksiyonlar 1980°den 1990 yilina kadar % 6’dan % 10.4’e artis gostermistir. Bu
fungal enfeksiyonlarin % 80’inden Candida tiirleri sorumludur (17). Hastane
enfeksiyonu etkeni olarak da, tiim sepsislerin % 8’inden Candida tiirleri izole

edilmistir (18).

2.2. MANTARLARIN GENEL OZELLIiKLERI

Mantarlar gercek bir cekirdege sahip Okaryotik mikroorganizmalardir.
Klorofil igermemeleri ile yiiksek bitkilerden ayrilir. Ayrica hiicre duvarinda bulunan
kitin, mantarin bakteri ve yiiksek bitkilerden ayrilmasimi saglar. Hiicre duvarinda

peptidoglikan, gliserol ve lipopolisakkaritleri igermezler. Bunlarin yerine mantar
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hiicre duvarinda kitin, mannanlar, glukanlar ve diger kompleks yapilar bulunur.
Mantarlarin hiicre duvarinda peptidoglikan bulunmamasi, mantarlarin serolojik
(mannoprotein yapis1) tanisinda ve yeni antijenik testlerin gelistirilmesinde
onemlidir. Morfolojik yapilarina gore mantarlar kiif ve maya olmak iizere iki grupta
incelenir. Kiifiin temel yap1 birimi hif olarak adlandirilan tiibiimsii yapilardir.
Mayalar tek hiicreli mantarlardir. Candida cinsi mantarlar maya gurubunda yer alir.
Tomurcuklanma (blast formasyonu) veya ortadan ikiye biiliinme (fiizyon) ile
cogalirlar. Yavru hiicreye blastokonidiyum adi verilir. Kiif ve maya sekli disinda;
baz1 tiirler ise ¢evre sartlariin durumuna bagh olarak iki sekilde iireyebilirler.
Dimorfik mantarlar olarak adlandirilan bu mantarlar; dogal ortamda ve oda
isisindaki besiyerlerinde kiif, in vivo kosullarda ve 35-37 °C’de maya seklinde
urerler (19).

2.2.1. Candida Cinsi Mantarlarin Siniflandirilmasi

Candida cinsi, Mpyceteae aleminin Amastigomycota  subesine,
Deuteromycetes sinifina, Slastomyces alt siifina ait Cryptococcaceae ailesinde
bulunur (20).

Candida’lar eseyli ve eseysiz sporlar1 araciligi ile iki sekilde iirerler,
tireme sekilleri esas alinarak siniflandirilirlar (21).

Bir kese icinde bulunmayan eseysiz lireme yapilar1 konidiyum olarak
adlandirilir. Konidiyum olusturan Candida tiirlerinin tiimii Deuteromycota (Fungi
Imperfecti) i¢cinde Cyptococcaceace ailesinde smiflandirilir. Candida tiirleri iginde
en sik etken C. albicans'tir. Bunu C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
kefyr, C. krusei, C. pseudotropicalis, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C.
guilliermondii izler.

Clavispora, Debaryomyces, Jssatchenkia, Kuyveromyces, Pichia eseyli

spor olusturan Candida tiirleri olarak simiflandirilmaktadir (21).
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2.2.2. Candida Cinsi Mantarlarin Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Candida tirleri tek hiicreli, tomurcuklanan mantarlardir. Hiicre duvarinda
kitin ve/veya sellilloz igeren Okaryotik organizmalardir. Tomurcuklanma veya
ortadan ikiye boliinme ile ¢ogalirlar (21, 22). Bir maya hiicresinin bir veya birkag
noktasindan tomurcuklanma olur, olgunlasarak ana hiicreden koparak yavru hiicre
olusur. Yavru hiicreye blastokonidiyum denir (22). Candida’larin liremesi sirasinda
olusan blastokonidiyumlar, ana hiicreden ayrilmadan uzayarak aralarinda bogumlar
olusturup yalanci hif (pseudohif) meydana getirebilirler. Ger¢ek hifte ise hiicre
duvarlar1 birbirine paraleldir (21, 22). Klinik 6rneklerinde ve kiiltiirlerinde 3-6 pm
biiytikliigiinde oval veya yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler seklinde goriliirler
(23).

Candida tiirleri gram olumlu boyanirlar (19, 23). Floresan boyalardan
potasyum hidroksit-kalkoflor beyazi ile de boyanabilirler. Kalkoflor beyazi maya
hiicre duvarindaki kitin ve selliiloza baglanarak yesilden maviye degisen renklerde
floresan verir, bu baglanma 6zgiil degildir. Bu boya 6zellikle maya hiicrelerinin
ornekler icinde aranmasinda kullanilir (21). Candida tiirlerini diger mayalardan

ayiran mikroskobik 6zellikler tablo-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Candida tiirlerini diger mayalardan ayiran mikroskobik 6zellikler (23).

Organizma Yalanci Gergek Blastokonidiyum Antrokonidiyum Anellokonidiyum Askospor
hif hif

B.capitatus X X

Candida spp. X X x¢
Cryptococcus spp. X

Geotrichum spp. X
Hansenula spp. x* X X
Rhodotorula spp. X
Saccharomyces spp. x* X X
Trichosporon spp. X X X

a: gesitli tiirlerde
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Tablo 2: Klinik orneklerden tretilen Candida tirlerinin kiiltir, mikroskobik ve
biyokimyasal 6zellikleri (23).

F: fermantasyon olumlu

Fd : fermantasyon degisken

* 1 C.tropicalis nadir olarak benzer yapilar olusturabilir.

-
b
g A
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2.2.3. Candida Cinsi Mantarlarin Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida tiirlerinin ¢cogu yaygin kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik
besiyerlerinde iyi iirerler. Ureme genellikle 24 saatte gdriilmesine ragmen, belirgin
ireme 48-72 saat arasinda oksijenli veya oksijensiz ortamda olusur. Mayalar
genellikle 37 °C’de irerler. Ancak 6zellikle patojen tiirler 25-37 °C’de iirerken
saprofitler daha diisiik 1s1da iireyebilirler (23). Uredikleri pH = 4,5-5 arasindadir.
Ancak pH=3-7,5 arasinda iireyebilen tiirleri de bulunmaktadir (24). Mayalarin
tireyebilmesi igin besiyerinde glukoz, amonyum tuzu, fosfat, biotin ve serbest
metallerin  (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmas1 yeterlidir. Candida tiirleri
kemoheterotrofturlar, bu nedenle organik bir azot ve karbon kaynagina
gereksinimleri vardir. Besinlerini absorbsiyon yolu ile bulunduklart ortamdan
kolayca saglayabilmeleri i¢in {ireme ortaminin nisbi nem oran1 % 95-100 oraninda
olmalidir. Candida tiirleri genellikle kirli beyaz veya krem renginde, burusuk veya

diizgiin kenarli, nemli, yumusak kivamli, maya kokan koloni olustururlar (21).

2.2.4. Candida Cinsi Mantarlarin Patogenezi

Candida’lar insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde yaygin
olarak bulunan maya gurubu mantarlardan, patojen olabilen firsatci
mikroorganizmalardir. Bu nedenle kandidozlar ¢ogu kez endojen kaynaklidirlar.
Kandidozlarin temel o6zelligi firsatg1 enfeksiyon niteliginde olmalaridir ve
gelismelerinde uygunsuz konak faktorii on plandadir. Candida enfeksiyonlariin
patogenezinde konagm savunma mekanizmalari ¢esitli yollarla olaya katilir (25).
Konakta Candida’lara kars1 ozgiil ve 06zgiil olmayan savunma mekanizmalari
mevcuttur. Sivisal ve hiicresel bagisiklik gelismekle beraber hiicresel bagisikligin
rolii daha biiyiiktiir (26). Ozgiil olmayan savunma mekanizmalarini yerlesik flora,
normal hormonal denge, saglam deri ve mukoza ile ndtrofil, monosit ve
eozinofillerin fagositik aktiviteleri olusturur (27).

Candida enfeksiyonlarmin gelisiminde konak faktdrlerinin yaninda

virulans faktorlerinin de Onemi biiyiiktiir (25). Candida’larin virulansi, konak
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savunmasinin iistesinden gelmek adina ¢esitli faktdrlerin birlikte ¢aligmalart sonucu
artar. Bu faktorlerden herhangi birinin yoklugu veya azligi enfektiviteyi olumsuz

yonde etkiler ve Candida’nin yerlesimini zorlastirir (28).

2.3. Candida parapsilosis

2.3.1. Candida parapsilosis'in Genel Ozellikleri

C. parapsilosis, 2.0-3.5 x 3.0-4.5 um boyutlarinda bir mayadir (29).

Misir unu-tween 80°li agar’da iirediginde c¢ok sayida agac seklinde
dallanmis yalanci hif (pseudohif) ve yalanci hifler boyunca tek tek veya ufak
kiimeler halinde blastosporlar olusturur. Onemli bir ozelligi, iri hiflerin
goriilmesidir. Bu iri hifler, dev hiicreler olarak adlandirilir (30).

C. parapsilosis kokenleri SDA’ya ekildiklerinde, 37 °C’de 24-48 saatte
diizgiin, krem rengi koloniler olustururlar. Glukozu fermente ederken laktozu
fermente edemezler. Bazi kokenler siikroz, maltoz ve trehaloz fermentasyonu
yaparlar. Glukoz, laktoz, maltoz, trehaloz, D-ksiloz, L-arabinoz, ribitol, D-mannitol
ve siikroz yikimini gergeklestirirler ancak potasyum nitrat, laktoz, raffinoz, inositol,

salisin, D-arabinoz yikimini gergeklestirmezler (29).

2.3.2. Candida parapsilosis 'in Epidemiyolojisi

C. parapsilosis, C. albicans ve C. tropicalis’in tersine dogada oldukca
genis bir yayim gostermektedir. Insan derisinin normal florasinda
bulunabilmektedir (31). Saglik personelinin ve saglikli goniilliilerin ellerinden en
sik izole edilen mantar (sirastyla % 41.38 ve % 53.1 oranlarinda) oldugu
saptanmistir (32). Saglikli kisilerin sindirim sistemlerindeki Candida tasiyicilik
oraninin yaklasik olarak % 80 oldugu ve bunun % 5.4’inii C. parapsilosis’in
olusturdugu belirtilmistir. Pigsmemis deniz {iriinleri ve et iirlinlerinden de izole
edilmektedir (33). Hastane kaynakli mantar enfeksiyonlar1 siralamasinda tiriner

sistem enfeksiyonlar1 ilk, fungemiler ikinci sirada yer almaktadir. C. parapsilosis
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bir calismada kandidiirili olgulardan % 6 ile dordiincii en sik izole edilen etken
olmustur (33).

Kan izolatlarinin baskin mantar enfeksiyonu etkeni Candida cinsi
mayalardir. Bu cins i¢inde en sik izole edilen tiirler C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii ve C. krusei olarak belirtilmistir (34).
Fungemi gelisen hastalarda C. albicans izolasyon oraninin azaldigi, C. parapsilosis
izolasyon oranimin ise arttig1 bildirilmektedir (11). Kandidemi, ¢ocuklarda % 20,
yetiskinlerde ise % 50 oranlarla mortalite ile iliskilendirilmistir (35).

1981-1993 yillar1 arasinda Taiwan’da C. parapsilosis kandidemilerinin
4-6 kat arttig1 (36), 1987-1990 yillar1 arasinda Italyada C. parapsilosis'in neden
oldugu kandidemi sikliginin % 8’den % 30’a yiikseldigi ve bu artigimn 1991-1994
yillar1 arasinda da devam ederek kandidemi olgularinin 1/3’tinde C. parapsilosis'in
etken oldugu bildirilmistir (11). ABD’de yapilan bir calismada, C. parapsilosis tim
maya izolatlarinin % 8’ini, kandan izole edilen Candida izolatlariin % 27’sini,
intravendz kateterlerden izole edilen Candida izolatlarmin da % 17’sini
olusturmustur (12). Brezilya’da kandidemi olgularindan izole edilen tiirlerin
oranlart C. albicans % 37.5, C. parapsilosis % 24.3, C. tropicalis % 15.7, C.
guilliermondii % 10 olarak bildirilmistir (33). C. parapsilosis, 1997 yilinda kan
kiiltiirlerinden izole edilen Candida tirleri arasinda, Avrupa, Kanada ve Latin

Amerika’da ikinci sirada, ABD’de {igiincii sirada yer almistir (37) (Tablo 3).

(n) |ABD | Avrupa |Kanada Latin

Tiirler Amerika
C .albicans 56 53 53 41
C. parapsilosis 9 21 23 38
C. glabrata 19 12 11 2
C. tropicalis 7 6 8 12
C. guilliermondii 1 4 - 2
C. krusei 2 1 2 -

Tablo 3.Avrupa, Kanada, Latin Amerika ve ABD’de kan kiiltiirlerinden izole edilen

Candida tiirlerinin dagilimi.
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2.3.3. C. parapsilosis 'in Patojenitesi

Uzun bir donem, patojen olmayan tiir olarak kabul edilen C.
parapsilosis’in  siklikla ylizeyel ve sistemik enfeksiyonlardan izole edilen,
cogunlukla bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde hastalik olusturma yeteneginde
bir firsatc1 patojen oldugu belirlenmistir (12).

Son yillarda fungemi nedeni olarak C. albicans ve C. tropicalis kadar
onem kazanan C. parapsilosis kokenlerinin virulans faktorleri arastirilmaya
baglanmistir. Sap ve fosfolipaz hidrolitik enzimlerinin bu tiire enfeksiyon
olusturabilme yetenegi kazandiran viriilans faktorleri arasinda o6nemli oldugu
sonucuna varilmustir (28, 38). Biofilm olusumunun ise ozellikle kateter ve buna
benzer yabanci cisim uygulamalar ile iliskili C. parapsilosis enfeksiyonlarinda
onemli oldugu gosterilmistir (3, 13).

C. parapsilosis enfeksiyonlari igin risk faktorleri ¢ok yonlii incelemelerle;
onceden fluconozole tedavisi gérmek, hiperalimantasyon, damar i¢i ara¢ kullanimi1
olarak belirlenmistir (39, 40).

C. parapsilosis; fungemi, septik artrit, endokardit, peritonit, vajinit,
bagirsak enfeksiyonlari, bronkopulmoner enfeksiyonlar gibi 6énemli enfeksiyonlara
yol acan, hastane kaynakli enfeksiyon olusturma 6zelligi fazla olan, ekzojen yolla

bulasla epidemilere yol agan bir patojendir (41, 42).

2.4. VIRULANS OZELLIiKLERI

Konak hiicreye invazyon, oncelikle penetrasyonu ve dis hiicre zarfinin
harabiyetini gerektirir. Bu geg¢is siireci, biiyiik olasilikla fiziksel veya enzimatik
yoldan ya da ikisinin birarada bulunmasi yolu ile ger¢eklesir (43). Mantarlar,
konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olarak dokuda ilerlemelerine
(invazyon) yardimci olan enzimler olusturma yetenegine sahiptirler. Zarlarin
yapisinda bulunan temel kimyasal bilesenler olan lipid ve proteinler enzimlerin
hedefini olustururlar. Patojen mantarlar tarafindan tiretilen bdyle enzimler hemen

hemen yalnizca C. albicans’la ilgili olarak bildirilmistir. Bu mantarin salgiladigi ve
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patogenezle ilgisi oldugu diisliniilen enzimler iki ana grupta toplanmaktadir; (i)
peptid baglarim1  hidrolizleyen proteinazlar, (ii) fosfogliseridleri hidrolizleyen

fosfolipazlar ile lizofosfogliseridleri hidrolizleyen lizofosfolipazlar (4, 43).

2.4.1. Salgisal Asit Proteinaz (Sap) Enziminin Genel Ozellikleri

Candida’larin hidrolitik enzimleri arasinda en iyi tanimlanmis olan
Sap’dir (44). Candida proteinaz enzimi, asit pH’da aktivite gosterdigi igin asit
proteinaz, pepstatin A ile inhibe oldugu icin karboksil proteinaz, ¢cok miktarda
aspartik asit rezidiileri igerdiginden aspartat proteinaz olarak adlandirilmistir (33).

Ik kez Blank ve ark. 1957 yilinda Candida tiirlerinin, iiremek igin
nitrojen kaynagi olarak keratinden yararlanabilme yetenegine sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Bu bulgu, bu organizmalar tarafindan hiicre dis1 proteolitik
aktivitenin olusturuldugu ihtimalini akla getirmistir (45). Ik kez Staib, 1965 yilinda
C. albicans kokenlerinde Sap iiretimini tesbit etmistir (46).

Proteolitik enzimlerin onemli bir patojenlik gostergesi olduguna dair
deliller bulunmaktadir (4). C. albicans ve diger baz1 Candida tiirleri, tek nitrojen
kaynag1 olarak protein igeren besiyerlerinde gelistiklerinde proteinaz salgilarlar (4,
44). Azot kaynagi olarak yalnizca protein bulunan ortamlarda enzim iiretimi
artmaktadir. Amino asitler ya da amonyum tuzlar1 gibi diisiik molekiil agirlikli azot
kaynaklarinin bulundugu Sabouraud buyyonu gibi ortamlarda enzim iiretimi
olmamakta ya da ¢ok diisiikk diizeyde gerceklesmektedir (47). En fazla C.
albicans’da olmak iizere, daha az derecede C. tropicalis, orta derecede C.
parapsilosis kokenleri olmak iizere yalnizca en patojen Candida tiirleri tarafindan
salgilanmaktadir. Klinikle iligkili diger Candida tiirleri, hiicre dis1 proteinaz
tiretmiyor gibi goriinmektedir. Bu durum Candida tiirlerinin insandaki virulans
siralamasina yansimaktadir (4).

Sap’in substratlar1 incelendiginde, genis bir substrat 6zgiilliigline sahip
oldugu goriilmiistiir. Candida proteinazi; albumin, hemoglobin, kazein, keratin ve
kollajeni parcalama yetenegindedir. Test edilen Candida proteinazlarinin ¢ogunun

insan IgG’yi ve mukoz membranlarin major Ig’i olan salgisal IgA’y1 parcalama
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yeteneginde oldugu ve bu pargalanmanin genellikle agir zincirde olustugu
gosterilmistir (34). Immiinoglobulinlerin in vivo pargalanmasi fungusun varligmni
stirdlirmesini kolaylastirmaktadir (48).

Hiicre disina salinan enzimin aktivitesi sigir albumini, kazein ya da sigir
hemoglobini gibi proteinlerin bulundugu basit agar besiyerlerinde ya da bunlarin
veya baska proteinlerin bulundugu ortamlarda, triklor-asetik asit (TCA) gibi
coziiclilerde  ¢Oziinebilir  dirlinlerin ~ Slgiimiine  dayanan  yontemler ile
saptanabilmektedir. Bu yOntemlerin yanisira, insan ve deney hayvanlarinda asit
proteinaz antijenini ve buna karsi olusan antikorlar1 saptamak amaciyla,
presipitasyon ve daha duyarli olan ELISA gibi immiinolojik yontemlerle de
calismalar yapilmistir (49, 50).

Sap enziminin hiicre i¢inde biriktirilmedigi, sentezlendikten hemen sonra
salindig1 gosterilmistir. Ancak C. albicans kokenlerinde hiicreye bagh kalan
membran asit proteinaz enzimi de saptanmustir (33, 44).

Enzimin inhibisyon profilini incelemek amaciyla c¢esitli maddeler ile
caligmalar yapilmistir. Enzimin en giiglii ve 6zgiil olarak, bir karboksil peptidaz
inhibitdrii olan pepstatin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (51).

C. albicans CBS 2730 kokeninin kiiltiir sivilarindan elde edilen asit
proteinaz, kromatografi yontemleriyle saflagtirilabilmektedir. Enzim, glikoprotein
yapisinda olup, N ucunda triptofan ve C ucunda 16sin bulunan bir polipeptid zincire
sahiptir. Iyonik olmayan deterjanlara (6rnegin SDS) ve dondurulmaya kars:
dayaniklidir (51).

C. parapsilosis asit proteinazinin molekiiler agirligi yaklagik 33.000
dalton olup, C. albicans ve C. tropicalis asit proteinazina gore oldukea kiiciiktiir.
Enzim aktivitesi i¢in optimum pH 4.3’diir; 7.0 ve daha yiiksek pH degerlerinde
doniistimsiiz olarak denatiire olur (33, 44).

C. parapsilosis ve C. tropicalis tarafindan salgilanan proteinazlar, C.
albicans'inkiyle antijenik yonden benzerdir (33). Bazi biyokimyasal farkliliklar
gosterebilen bu izoenzimler, patolojik aktiviteleri acisindan fark gdstermediginden

dolay1, "asit proteinaz" ad1 altinda toplanmiglardir (52).
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2.4.2. Salgisal Asit Proteinaz Enziminin Virulans Ozellikleri

C. albicans’a ek olarak, C. parapsilosis ve C. tropicalis’i de igeren ¢ogu
patojenik Candida tiirlerinin SAP geni tasidigr ve hiicre dis1 proteinaz iirettigi
belirlenmis durumdadir. Sap’in virulans faktorii olarak degerlendirildigi ¢aligmalar
genellikle C. albicans kokenleri kullanilarak yapilmistir. C. parapsilosis i¢in bu
enzimin virulans faktorii olarak rolii kesinlik kazanmamustir (53).

Candida asit proteinaz aktivitesinin, asit pH’da smirli kalmasi,
baslangicta enzimin virulansdaki roliinde kusku yaratmistir. Ancak ortamdaki zayif
bir asitlesmenin bile fungus c¢ogalmasini ve proteinaz iretimini artirdiginin
gosterilmesi, asit ortamda enzimin virulansini desteklemektedir.
Mikroorganizmalarin bulundugu cevredeki sekerlerin varligina bagl olarak olusan
asitlesmenin, Candida’ya bagli vajen ve agiz mukozasi enfeksiyonlarinda tetikleyici
olabildigi bildirilmistir (50). Germaine ve Tellefson (1981), Candida
proteinazlarinin, pH 6’dan daha yiiksek degerlerde denatiire olmasina dayanarak,
ag1z boslugunda Candida’larin patojenligine anlamli olarak katilmadigi sonucunu
cikarmiglardir. Ancak, kanser hastalar1 gibi bazi hastalarin agiz boslugunda tiikiiriik
pH’sinin daha asitli oldugu da bilinmektedir. Ayrica C. albicans’in nétral pH
degerlerinde proteolize izin veren notral proteinazlar salgilayabilmesi de bu
enzimlerin patojenlikteki roliiniin bir kanitidir (4).

Yapilan ¢aligsmalarin ¢ogunun sonuglarina gore, proteinaz iliretmeyen C.
albicans ve diger tiirlere ait kdkenlerin proteinaz iireten kokenlere oranla daha zayif
patojen olduklar1 veya patojen olmadiklar1 gdsterilmistir (33).

MacDonald ve Odds (1983), bir proteinaz salgilayan koken ile bir de
proteinaz Oziirlii mutantin1 kullanarak hiicre dis1 proteinazin virulansin derecesinde
onemli bir faktor oldugunu 6ne siirmiislerdir. Kwon-Chung ve ark. proteinaz iireten
ebeveyn, proteinaz 6ziirlii mutant ve spontant revertant olmak {izere ii¢ C. albicans
kokeni kullanarak farelerde hiicre disi proteinaz ve virulans arasindaki iliskiyi
incelemisler; hiicre dis1 proteinaz iiretiminin ¢esitli kokenlerin patojenligini 6nemli
derecede belirledigini bulmuslardir. Yedi koken tipi gosteren 53 C. albicans kdkeni

ile yapilan ve proteinaz iiretimini aragtiran deneylerde 23 kdkende agiz epitel
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hiicrelerine yapisma ile ve ayrica 14 kokende farelerde Sldiiriiciiliik ile proteinaz
enzimi arasinda baglanti kurulmus; ayn1 koken tipindeki izolatlar arasinda ve farkl
koken tipleri arasinda proteinaz iiretimi ve yapismanin gesitlilik gosterdigi sonucu
cikarilmistir. Ayrica agiz epitel hiicrelerine ¢ok kuvvetle baglanan kdkenlerin
goreceli olarak en yiiksek proteinaz etkinligine sahip olduklari ve dokuda daha
yiiksek derecede kolonizasyon gosterdikleri belirlenmistir. Dolayisiyla bu faktorler
hem patojenlik hem de kommensallik i¢in esit 6nemde olmalidirlar sonucuna
varilmistir (4).

Baska bir c¢alismada nitrosoguanidin kullanilarak, SAP-yoksun C.
albicans mutantlar iiretilmis ve bu mutantlarin sicanlarda Sap iireten kokenlerden
daha az virulan oldugu gozlemlenmistir (54). Kustimur ve ark. da (55), yaptiklari
calismada proteinaz pozitif kdkenlerin enjekte edildigi farelerin 10 gilin iginde %
80’inin, 16. giine kadar da % 100’iiniin 6ldiiglinti, bununla birlikte proteinaz negatif
kokenlerin enjekte edildigi fare grubunda 9. glinde sadece 1 farenin 6ldigtini ve 30.
giine kadar bagka 6lenin olmadigin1 gézlemleyerek benzer sonuglar elde etmislerdir.

Sap tireten ve mutasyonla SAP’dan yoksun hale donistiiriilen C. albicans
kokenlerinin kullanildig1 bir bagka ¢aligmada, yalnizca proteinaz iireten kdkenlerin
civeiv koryoallantoik membranini invaze ettikleri gosterilmistir. Ayni ¢alismada ek
olarak, asititesi (pH<6) uzun siire korunan kiiltiir ortamindaki SAP tireten kdkenler,
asiditesi daha kisa siireyle muhafaza edilen kiiltiir ortamindaki diger proteolitik
kokenlere gore daha invaziv ve daha virulan olarak bulunmustur (56).

Bir calismada, konak dokuyu istila eden fungal hiicrelerin bulundugu
bolgede Candida proteinazinin varlifn ve kandidozlu hastalarin serumlarinda
yiiksek titrede asit proteinaza karsi 6zgiil antikorlarin saptanmistir. Bu enzimin in
vivo salgilandigim1 ve Candida enfeksiyonunun patogenezinde ©nemli rolii
oldugunu kuvvetle desteklemektedir (49).

C. parapsilosis’in deri ve kan izolatlarinin virulansinin karsilastirildig bir
calismada, kutandz izolatlarin hepsinin Sap aktivitesi gdsterirken, kan izolatlarinin
bir kisminin bu aktiviteyi gosterdigi ve ayni zamanda deri izolatlariin enzim

aktivitesinin 4 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir. Aymi calismada deri
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izolatlarinin fare vajinit modelinde kan izolatlarina oranla daha yiiksek vajinopatik
oldugu gosterilmistir (57, 58).

Bernardis ve ark. (50), aktif semptomatik vajinitli hastalardan izole edilen
10 C. parapsilosis kokeninin kuvvetli asit proteinaz iireticisi olduklarint ve
kokenlerin siganlarda vajinal kolonizasyona yol agtiklarini saptamislardir. Bunun
yani sira arastirmacilar 4 vajinal C. parapsilosis izolatinin, sicanlardaki invaziv
enfeksiyon olusturma kapasitesini arastirmiglardir. Calisma kapsaminda kokenler,
gliclii bir bagisiklik sistemini baskilayici ilag olan siklofosfamid (Cy) uygulanmis
ve uygulanmamis sicanlara periton ic¢i yoldan verilmis ve bunlarin yalmizca Cy
uygulanmis sicanlarda 6liime neden oldugu gozlenmistir.

Candida vajinitli HIV+ kadmlarin, HIV+ Candida tasiyicist ve HIV-
Candida vajinitli kadinlardan anlamli derecede daha yiiksek Sap diizeyi gosteren
kokenlerle enfekte olduklar: bildirilmistir (4).

Asit proteinaz lreten C. albicans kokenlerinin, iiretmeyen kokenlere
oranla daha zor fagosite oldugu gozlenmistir. Bu bulgular, Candida’lar tarafindan
aktif proteinaz iiretilmesinin, virulansa katkida bulunan faktdrlerden biri oldugunu
gostermektedir (50).

A1z kandidiyazinda Sap’larin roliinii histolojik degismeler olugmasiyla
aragtiran bir in vitro insan epidermi modelinde, Sap inhibitdrii pepstatin A'nin etkisi
ile, ayrica C. albicans yabani tip kokenlerle SAP genleri etkisizlestirilmis
mutantlarin virulans1 incelenmis; yabani tip kokenin sebep oldugu histolojik
lezyonlarin pepstatin A ile 6nemli oranda azaldigi, virulansi oldukg¢a azaltilmis
fenotipin enfeksiyonda daha az oranda bulundugu gozlemlenmistir (4)

Bu calismalardan proteinazlarin Candida’larin patojenligine katildig
izlenimi edinilmekteyse de hem mayayla hem de konakla ilgili diger faktorler de
g0z Oniline alimmalidir; aslinda belirli bir kokende proteinaz iiretme yeteneginin
bulunmas1 virulans1 garanti etmemektedir. C. parapsilosis’in in vitro proteinaz
tirettigi bilinmekle beraber enfeksiyon kosullarinda {iretimini arttirma yetenegi

bulunmadigindan bu tiiriin cogu kokenleri diisiik virulansa sahiptir (4).
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2.4.3. Fosfolipaz Enziminin (PL) Genel Ozellikleri

Fosfolipazin pek ¢cok mantarda bulundugu ve patojenitede rol oynadig
kanitlanmigtir. Fosfolipaz aktivitesi ilk kez 1968 yilinda Costa ve ark. tarafindan C.
albicans’da gosterilmistir (8).

Fosfolipaz, gliserofosfolipitlerdeki bir veya daha fazla ester bagim
hidrolize etme yetenegindeki enzimleri ifade etmektedir. Tiim fosfolipazlar substrat
olarak fosfolipitleri hedeflese de her enzim, 6zgiil bir ester bagin1 parcalamaktadir
(47). Fosfolipaz enzimi hiicre zarinda bulunan fosfolipitlerin yikiminda rol oynar.
Bu enzimin aktivasyonu ile fosfolipidlerden lizofosfolipidler meydana gelir ve bu
durum biyolojik membranin bozulmasmma neden olur. Fosfolipazlar (PL)
parcaladiklar1 6zgiil ester baglarina gore A, B, C ve D olmak {izere dort tipe
ayrilmiglardir (25). C. albicans, C. glabrata, Cryptococcus neoformans ve
Aspergillus gibi firsat¢1 patojen mantarlarda hiicre dist fosfolipazin potansiyel bir
virulans faktorii oldugu gortisii agirlik kazanmistir (53).

Fosfolipaz enziminin varlig1 kadar miktar1 da virulans agisindan 6nem
tasimaktadir (8). Fosfolipaz B’nin enfeksiyon sirasinda in vivo salgilandigi, hasta
serumu ile fosfolipaz B’nin etkilesime girdigi gosterilerek belirlenmistir (59).

Bu enzim tipleri arasinda ilk saptanan fosfolipaz A ve bunun yikim iirtinii
olan lizofosfolipidleri pargalayan lizofosfolipazdir (25, 59).

Ik yapilan calismalarda fosfolipaz enzimi icin A, B ve C tipleri
tanimlanmustir (25). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise fosfolipaz D enziminin
varlig1 da bildirilmistir (60). Fosfolipazin tiim tipleri C. albicans’da tanimlanmis ve
genleri klonlanmistir (61).

Fosfolipaz D enziminin, 6zellikle C. albicans’m dimorfik gecisinde
onemli bir role sahip oldugu goézlenmistir (60). Fosfolipaz C ise bazi O6nemli
hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eder. Ozellikle plazma membran reseptorlerine gelen
sinyallerin alinmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir (62).

Bugiin fosfolipaz aktivitesinde en 6nemli rolii fosfolipaz B’nin oynadigi
diistiniilmektedir (25). Fosfolipaz B aktivitesi, pH 4.0-5.0 arasinda optimumdur

(53). Bu enzimler hiflerde ve blastosporlarda hiicre zarina yakin yerlesiktirler (25).
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Mayanin blastosporlar1 konak hiicre membranina baglaninca degisim i¢in uyarim
baslar ve lireme ucunda fosfolipaz enziminin yogunlagmasi ile hif gelisir. Hiflerin
membran ile direkt temasi enzim aktivitesini artirir ve hifler membranda yayilmaya
baslar (63).

Fosfolipaz B 1995 yilinda saflastirilabilmis, aminoasit dizilimi ve bu
dizilimi kodlayan genler (plbl) belirlenerek klonlanmasi ile fosfolipaz salgilanmasi
icin agisindan mutant kokenler elde edilmistir (25). Mutant kokenlerin, in vitro
fosfolipaz aktivitesinin ve in vivo fareye uygulandiginda virulansiin diistik oldugu
gosterilmistir (25). plbl delesyonunun tutunmada herhangi bir bozukluga yol
acmadig1 ancak invazyon yeteneginin azalmasina neden oldugu agiklanmustir (64).

Fosfolipaz Al gliserol molekiiliiniin birinci ¢ift bagli karbon
pozisyonundaki yag acil ester baglarini, fosfolipaz A2 ise ayni molekiiliin ikinci
cift bagl karbon pozisyonundaki baglar1 parcalamaktadir (sekil 1a). Lizofosfolipite
bagl kalan yag asidi ise lizofosfolipaz olarak adlandirilan diger bir enzim tarafindan
kesilmektedir (sekil 1b). Fosfolipaz C ise fosfolipitlerdeki fosfodiester bagini
hidrolize ederek 1,2 diagil gliserol olusumunu saglamaktadir. Ikinci fosfodiester
bag ise fosfalipaz D tarafindan kesilmektedir (sekil 1a) (43).

Fosfolipaz B (PLB) hem birinci ¢ift bagli karbon hem de ikinci ¢ift bagl
karbon pozisyonundaki baglara etki edebilmektedir. Bu etki PLB'in hem hidrolaz
(yag asitlerinin salmimi) hem de lizofosfolipaz-transagilaz aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Hidrolaz aktivitesi, hem lizofosfolipitlerden hem de
fosfolipitlerden yag asitlerinin koparilmasini saglar; Ote yandan transagilaz
aktivitesi ise serbest yag asitlerinin lizofosfolipitlere transfer edilmesini saglayarak

fosfolipit olusumuna neden olmaktadir (sekillb) (43).
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(a) (b)
PLA; Lizo-PL
PLB LI] /
0 H,C-0-C'R
H,C-O%C-R 0 92
A | H-C-0-C-H H,C-0-C-R
R-CJO-C-H 0 I
| 0 H,C-0-P-0-X R*-C-0-C-H
H,C-OP-0,X 5 0
| . » H,C-0P-0-X
PLA. 0_ lizofosfolipit ] (I]
2 "‘.’._______.—-—h
0 ? Lizo-PL  fosfolipit
PLC PLD R*-C-0-H transagilaz
Gliserol serbest yag asiti )

Sekil 1: Cesitli fosfolipazlarin etki noktalar1 (a) PLA, Fosfolipaz A;; PLA,
Fosfolipaz A,; PLB, Fosfolipaz B; PLC, Fosfolipaz C; PLD, Fosfolipaz D; (b) Lizo-
PL, Lizofosfolipaz; Lizo-PL transagilaz, Lizofosfolipaz transagilaz’1 ifade

etmektedir.

C. albicans yumurta saris1 ve lesitin igeren besiyerinde gelistirildiginde;
fosfolipaz etkinliginin {iriinleri olan gliserilfosfokolin, fosfokolin ve lizolesitinin

gosterilebilmesi fosfolipaz etkinliginin varligina delil olusturmaktadir (4).

2.4.4. Fosfolipaz Enziminin Virulans Ozellikleri

Farkli tlirlerden 41 kokenle yapilan bir g¢alismada, C. albicans
kokenlerinin % 79’u fosfolipaz iiretirken C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis
izolatlarimin hi¢ birinin bu enzimi iretmediginin goézlemlenmesi bu enzim
aktivitesinin yalnizca bu tiirle sinirli oldugunu diistindiirmektedir (65). Baska bir
calismada ise, fosfolipaz etkinligi pozitif C. albicans kokenleri % 94 olarak
bulunmustur. Kan, yara ve idrardan izole edilmis farkli C. albicans kokenleri

arasinda bu enzim etkinliginin farkli oldugu da bildirilmistir (28).
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C. albicans CA 30 (invaziv koken) ve CA 87 (invaziv olmayan koken) ile
yapilan ve fosfolipaz tiretimlerinin karsilastirildigi ¢alisma sonucunda, hiicre disi
fosfolipaz {iretiminin invaziv hastaliklarin  gelisimiyle baglantii oldugu
belirlenmistir. Bununla beraber, invaziv olmayan iistelik diisiik fosfolipaz iireten
CA 87 kokeninin gastrik mukozaya kolonize olma yeteneginde oldugu
gozlemlenmistir. Bu da fosfolipaz iiretiminin mukozal kolonizasyon i¢in tek basina
gerekli bir sart olmadigini gostermektedir (66).

Barrett-Bee ve ark. (8), sican modeli kullanarak, hiicre disi Candida
fosfolipazinin virulansdaki roliinii degerlendirmislerdir. Fareler i¢in en patojenik tiir
olan ve yanak epitellerine gii¢lii tutunan C. albicans kdkenlerinin, yiiksek fosfolipaz
aktivitesine sahip olduklarini; buna karsilik, epitellere zayif tutunan C. albicans
kokenleri ile farelere daha az patojen olan C. parapsilosis ve Saccharomyces
cerevisiae kokenlerinin daha diisiik oranda fosfolipaz iirettiklerini gostermislerdir.
Fosfolipaz etkinligi ile patojenlik ve mukoza epitel hiicrelerine yapigsma arasinda bir
baglanti bulunmus, bdylece mantarin agiz epitel hiicrelerine daha kuvvetli
tutundugu ve yiiksek fosfolipaz etkinligine sahip olanlarin farelerde daha patojen
oldugu gosterilmistir (28).

Sitokimyasal teknikler kullanilarak yapilan bir ¢alismada, fosfolipaz A ve
lizofosfolipaz aktivitesinin, civciv koryoallantoik membranin1 enfekte eden C.
albicans’mn hiflerinde ve blastosporlarinda yer aldigi belirlenmistir. Ozellikle hif
yapisinin u¢ kisminda olduk¢a yiliksek enzim aktivitesi gosterilmistir, enzim
salgilanmasinin hiflerin biiyiime noktalariyla sinirli oldugu anlagilmistir. Hiflerin
yasl kisimlarinda fosfolipaz etkinligi hiicre i¢ine yoneliktir ve otoliz yapar (8). Bu
sonuglara gore; C. albicans fosfolipazi, hem mantarda ¢ogalmayir hem de hiicre
zarinin harabiyeti sonucu konak dokusuna invazyonu kontrol ederek, iki yonlii
islevsellik gostermektedir (28).

Baska bir caligmada, farkli diizeylerde fosfolipaz tireten C. albicans
izolatlarinin patojenitesi sigan modellerinde karsilastirilmigtir. Calisma kapsaminda
kokenlerin tutunma 6zellikleri ve asit proteinaz iiretimleri de arastirilmistir. Her bir
izolat ile enfekte edilen sicanlarin 6liim oranlar1 ortaya ¢ikarilmis ve 6liim icin her

bir virulans faktoriin tahmini degeri belirlenmistir. Calisilan virulans faktorleri
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arasinda sadece hiicre dis1 fosfolipaz aktivitesinin 6liim i¢in belirleyici oldugu
saptanmistir. C. albicans ile smirli olan bu bulgular Candida patogenezinde

fosfolipazin 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir (66).

2.4.5. Biofilm ve Virulans Ozellikleri

Bazi mikroorganizmalarin dogada saprofit olarak veya insan viicudunda
yasamaya uyum sagladiklarinda kat1 yiizeylere yapisma ve kalinlig1 birkag mm’ye
varan hiicre tabakalarindan olusan biofilm olusturma 6zelliklerinin bulundugu, bu
yapigmanin 6zgiin olabildigi veya olmadig1 bilinmektedir (4).

% 40 karbonhidrat ve % 27 protein iceren glikokaliks yapisinda hiicre
dis1 bir madde olan (67,68) slime faktorli, konagin matriks proteinleri fibrin,
fibronektin, vitronektin veya laminini ile birlikte biyofilm tabakasi olusturur.
Mikroorganizmalar konagin bu matriks proteinlerine yapisip, kolonizasyon
meydana getirmektedirler (67). Biyofilmler, bir yilizeye ag seklinde baglanmis
mikrobiyal topluluklar olup, iki tabakali, mayalar, hifler ve yalanci hiflerden olusan
yapilardir. Alttaki tabaka maya hiicrelerinden, daha kalin {iistteki tabaka ise
hiflerden meydana gelmistir (68).

Slime faktor, plastik ve metal yilizeylere yapismayr saglayan,
mikroorganizma hiicresine antifagositer Ozellik kazandiran, ayrica antimikrobik
maddelerin mikroorganizma hiicresine girisini engelleyen hiicre dis1 bir
polisakkarittir (69). Slime faktor mikroorganizmay1 kaplayarak viicudun savunma
mekanizmalarindan korur. Bu maddenin kemotaktik etkisinin de oldugu, fakat slime
tarafindan uyarilan polimorfoniikleer l6kositlerde miyeloperoksidaz saliniminin
yetersiz oldugu gosterilmistir. Bu, mikroorganizmanin hiicre i¢inde yagam siiresinin
uzamasina ve fagositozdan korunmasina neden olmaktadir (70). Ayrica slime iireten
mikroorganizmalara bagli enfeksiyonlarin tedavisini daha giic oldugu
gozlemlenmistir (71). Bu nedenle yapisma veya slime yapimi dnemli bir virulans
faktorii olarak kabul edilmektedir (69, 72).

Slime  faktor iiretimi  Ozellikle koagiilaz negatif stafilokok

enfeksiyonlarinda ayrintili bicimde incelenmis ve mikroorganizmanin virulansini
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artirdigi saptanmistir (69). Slime iiretimi Candida’lar i¢in de patojenite faktorii
olarak kabul edilmektedir (73). Bu faktoriin, mikroorganizmanin konak hiicreye ve
yapay ylzeylere tutunmasini saglayarak etkili oldugu gosterilmistir (71). Bu
nedenle slime faktdr Candida’larin kataterlere, diiz yiizeylere, plastik araclara ve
prostatik aletlere yapismasindan biiyiik oranda sorumlu tutulmaktadir (4). Slime
faktor varliginda Candida’larin konak hiicresine, protez ve kateterlere tutunup daha
kolay kolonizasyon ve enfeksiyonlara yol agtigi bildirilmektedir (74). Ozellikle C.
albicans ve C. parapsilosis, katetere yapisarak kolonizasyon sonucunda hastane
kaynakli enfeksiyonlara yol agabilmektedirler. Biyofilm, damar i¢i kateter veya
protez uygulamalarinda komplikasyon olarak gelisen enfeksiyonlara yol
acabilmektedir (4). Candida’larin bu biyofilmden ayrilmalari ise ¢cogu kez sepsise
yol agmaktadir (67).

Kateterde ortaya ¢ikan biyofilmde hem mikroorganizmaya hem de
konaga ait faktorlerin rol oynadigi; bu yapisma ve kolonizasyon i¢in mantarin slime
faktoriiniin, konagin da fibrin ve fibronektinlerinin gerekli oldugu; diger patojenlik
faktorlerinin yanisira C. albicans ve C. albicans dis1 kokenlerde biyofilmlerin
onemli bir virulans faktori oldugu One siiriilmiisse de son donemde yapilan
aragtirmalarda mucin, fibronektin ve mannan baglayan protein gibi tiikiiriikk veya
serum proteinlerinin Candida biyofilmi olusmasini kolaylastirmadigl; Candida
biyofilmi olugsmasinin karmasik bir olay oldugu bildirilmistir (75).

Kateterler, hiicre dist  matriks  iginde  biyofilm  olusturan
mikroorganizmalar ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden
ayrilmasi ¢ogu kez sepsis ile sonuglanmaktadir. Hastane kaynakli kan dolagimu ile
ilgili enfeksiyonlarin basinda gram negatif bakterilerden sonra mantarlar
gelmektedirler. Fungeminin en yaygin etkeni olan C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei ve C. glabrata gibi Candida’larin slime yapimi da virulansta
etkili olmaktadir. Ancak proteolitik enzimler, fosfolipaz, dimorfizm gibi diger
virulans faktorlerinden daha az Oneme sahip olabileceginin de One siirildigii
bilinmektedir. Bu yorum, slime faktoriiniin virulans etkisinin diger etmenlerde
oldugu gibi tiim viicut bolgeleri i¢in genel anlamda gegerli olmayip yalnizca kateter

gibi yabanci bir cisme bagli enfeksiyonlarla sinirli bir gercevede kalmasindan
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kaynaklanmakta olmalidir. Ancak; gectigimiz on yil igerisinde hizla 6ne ¢ikmig olan
ve bagisikligt bozulmus kimselerde goriildiigli kabul edilen, g¢ogu Oliimle
sonuclanan firsatgr mantarlarin sebep oldugu enfeksiyonlara ek olarak; son
donemde bu gibi hususlarin da bir yansimasi olarak artik bagisikligi tam konaklarda

da yasamu tehdit eden firsat¢1 mikozlardan s6z edilmeye baslandigi dikkate degerdir

(4).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kokenler

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesinde Ekim
2005 ve Mart 2007 tarihleri arasinda farkli poliklinik ve servislerden Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen kan ve kan dis1 6rneklerden izole edilen C.
parapsilosis kokenleri calismaya dahil edildi. 28 kokenin 15’1 kan kiiltiirlerinden,
digerleri farkli klinik 6rneklerden izole edildi (Sekil 2).

16
14 -
12 1

% 10 +—
@ 8 +—]
5]
i 6 —
I
N 4 1|
2 1|
o N = m =m = =
kan  idrar yara idrar yanik agiz kulak  ymak
sondast i¢i lezyon
Ornek tipi

Sekil 2: C. parapsilosis kokenlerinin izole edildikleri 6rnek tipleri ve sayilari
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Tablo 4: Calisma kokenlerine ait izolat no, kod, 6rnek tipi, 6rnegin alindig1 klinik -

poliklinik ve izolasyon tarihi

Izolat | Kod | Ornek Klinik- Poliklinik Izolasyon
No Tipi Tarihi
1 C-2 Kan Cerrahi Yogun Bakim Servisi 03.10.2005
2 C-88 | Kan Dabhiliye-Gastroenteroloji Servisi 08.11.2005
3 C-125 | Kan Kardiyovaskiiler Yogun Bakim Servisi | 07.11.2005
4 C-402 | Kan Pediatrik Hematoloji Servisi 16.04.2006
5 C-497 | Kan Pediatrik Hematoloji Servisi 28.05.2006
6 C-575 | Kan Genel Cerrahi Servisi 22.07.2006
7 C-608 | Kan Pediatri-Adolesan Servisi 14.08.2006
8 C-612 | Kan Cerrahi Yogun Bakim Servisi 24.08.2006
9 C-617 | Kan Pediatri-Siit Cocugu Servisi 10.10.2006
10 | C-618 | Kan Cerrahi Yogun Bakim Servisi 23.11.2006
11 | C-630 | Kan Kardiyovaskiiler Yogun Bakim Servisi | 25.12.2006
12 | C-644 | Kan Cerrahi Yogun Bakim Servisi 23.12.2006
13 | C-672 | Kan Norosirurji Yogun Bakim Servisi 05.03.2007
14 | C-673 | Kan Norosirurji Yogun Bakim Servisi 05.03.2007
15 | C-684 | Kan Pediatri-Siit Cocugu Servisi 25.03.2007
16 | C-634 | idrar Pediatri-Addlesan Servisi 22.12.2006
17 | C-637 | idrar EnfeksiyonServisi 08.12.2006
18 | C-640 | idrar Beyin Cerrahisi Servisi 30.11.2006
19 | C-641 | idrar Dahiliye-Nefroloji Servisi 27.12.2006
20 | C-646 | Idrar Pediatrik Nefroloji Poliklinigi 15.02.2007
21 | C-671 | Idrar Beyin Cerrahi Servisi 16.02.2007
22| C-636 | Idrar Kardiyovaskiiler Yogun Bakim Servisi 25.12.2006
sondas1
23 | C-661 | Yara Dahiliye-Endokrin Servisi 01.02.2007
24 | C-685 | Yara Enfeksiyon Servisi 26.03.2007
25 | C-653 | Yanik Genel Cerrahi Servisi 23.01.2007
26 | C-648 | Tirnak | Dermatoloji Poliklinigi 01.02.2007
27 | G692 | Az ici Pediatri-Siit Cocugu Servisi 05.04.2007
lezyon
28 | C-693 | Kulak Kulak Burun Bogaz Poliklinigi 24.04.2007
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3.1.2. Kimyasallar ve Besiyeriler

Calismada kullanilan kimyasallar ve besiyerleri farkli firmalardan
saglandi. Dekstroz, pepton, agar Oxoid’den, sabouraud dekstroz agar (SDA), glukoz
monohidrat (C¢H,06. H,O), sodyum klorit (NaCl), kalsiyum kloriir (CaCly),
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), asetik asit (CH;COOH), sodyum sitrat
(C¢Hs0,Na3. 2H,0), perklorik asit (HCIO,), safranin, tween 80, kazein pepton, soya
peptonu, dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) Merck’den; sodyum asetat
(C,H50,Na), s1gir serum albumini (BSA) Sigma’dan; yeast extract Lab M’den; corn
meal agar Himedia’dan; kromatik agar CHROMagar’dan; sitrik asit (C4HsO; H,0)
Horasan Kimya’dan; aminoasit ve amonyum siilfat igermeyen yeast nitrogen base
(YNB) Difco’dan; agaroz Prona’dan, hidroklorik asit (HCl) Riedel-deltaén’den

temin edildi.

3.1.3. Diizenekler

Terazi (Sartorius laboratory), etiiv (memmert), otoklav (Kermanlar),
pastor firin1 (Heraeus), santrifiij (Sigma, eppendorf), vorteks (Heidolph), manyetik
karistiricr  (Yellow™), calkalayict su banyosu (GFL), 1sik mikroskobu,
spektrofotometre, filtre (0.45 pm’lik) (Schleicher&schuell), cam tiip, mezir,
erlenmayer, beher, petri kaplari, otomotik pipetler, cam pipetler, falkon tiip,

enjektor , ekiivyon.

3.1.4. Tampon Cozeltiler

3.1.4.1. Sitrik asit - Disodyum hidrojen fosfat pH 4.4 hazirlanmasi

A) 0.1 M sitrik asit (C4HgO7. HO): 21.01 gr / 1000 ml deiyonize su

B) 0.2 M disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,): 28.40 gr / 1000 ml deiyonize su
56.4 ml A ve 43.6 ml B karigtirthir. Bu ¢dzelti sitrik asit-disodyum

hidrojen fosfat pH 4.4 tamponudur.
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3.1.4.2. 0.114 M Sodyum asetat pH 5.2 hazirlanmasi

A) 0.2 M sodyum asetat (C,H;0,Na): 8.2 gr / 500 ml deiyonize su
B) 0.2 M asetik asit (CH;COOH): 2.88 ml / 247.11 ml deiyonize su

395 ml A ve 10.5 ml B kanstirilir, 100 ml’ ye tamamlanir. Bu ¢ozelti
0.2 M sodyum asetat pH 5.2 tamponudur.

57 ml 0.2 M sodyum asetat ve 43 ml deiyonize su karigtirilir. 0.114 M

sodyum asetat pH 5.2 tamponu hazirlanmis olur.

3.1.4.3. 0.05 M Sodyum sitrat pH 4.0 hazirlanmasi

A) 0.1 M sitrik asit (C¢HgO; H,0): 21.01 gr / 1000 ml deiyonize su
B) 0.1 M sodyum sitrat (C4HsO;Na; 2H,0): 29.41gr / 1000 ml deiyonize su

33.0 ml A ve 17.0 ml B kanistirtlip 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 0.1
M sodyum sitrat pH 4.0 tamponudur.

Bu tampon 1:1 oraninda sulandirilarak 0.05 M sodyum sitrat pH 4.0
tamponu hazirlanmis olur.

Hazirlanan tampon ¢ozeltiler ve besiyeriler otoklavda 121 °C’de 1.1

atm’de 15 dakika steril edilir.

3.2. METOD

3.2.1. izolasyon

Kan konulmus kan kiiltlir siseleri laboratuvara geldikten sonra Bactec
otomotize sistem kabinine yerlestirildi. Otomotize Bactec sisteminin ¢alisma
prensibi, kan kiiltiir siselerindeki CO2 seviyesinin bir indikator aracilig ile takibine
dayanmaktadir. Sistem kiiltiir siselerini 37 °C’de tutar. Saatte bir CO, seviyesini
Olgerek genel olarak 7 giin boyunca takip eder. Bu siirenin uzatilmas1 miimkiindiir.
Uremesi olan kiiltiir siselerindeki etkenler olusturduklar1 CO, ile sisenin CO,

seviyesini degistirir. Bu deger standart kritik seviyeye ulastiginda otomatize Bactec
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sistemi sesli ve goriintiilii sinyal verir. Sinyal veren siselerden alinan 6rnekler gram
boyama ile incelendi. Mantar hiicresi goriilenler mikolojiye yonlendirildi ve kan
kiiltiirii sisesinden SDA’ya 0.01 ml’lik 6ze ile seyreltme ekim yontemi ile pasaj
yapildi. Bakteriyel etkenlerin olas1 varligi nedeniyle kanli, eozin metilen blue ve
cikolatamsi agar’a da ekim yapildi.

Mikolojiye gelen diger drneklere de gram boyama yapildi. Mantar hiicresi
goriiliip goriilmedigi not edildi. Orneklerden 0.01 ml’lik steril 6ze ile seyreltme
ekim yontemi ile sabouraud dekstroz agara da ekim yapildi. Bakteriyel etkenlerin
olast varliginin tesbiti i¢in kanli, eozin metilen blue ve ¢ikolatamsi agara da ekim
yapildi.

Ekim yapilan besiyerler 37 °C’de 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirildi. 0.5-1 mm capinda, beyaz veya krem renkli, genellikle diizgiin
kenarli, yumusak kivamli ve kendine 6zgii maya kokusu olan kolonilerden direkt ve
boyali preparatlar (gram, c¢ini miirekkebi) hazirlanarak mikroskobik inceleme
yapildi. Mayalar mikroskopta genellikle 5-10 pm ¢apinda , yuvarlak veya oval
goriiniinde, ¢ekirdekli, tomurcuklanan, hif ya da yalanci hif olusturabilen gram
olumlu boyanan hiicreler seklinde goriiniirler.

Germ tiip testi ile C. albicans diger Candida’lardan ayrildi. C. albicans
disindaki Candida tiirleri i¢cin API 20C AUX (Bio Meriux, France) ticari Kkiti
kullanilarak tiplendirme yapildi. C. parapsilosis olarak tiplendirilen kdkenler Misir
unu-tween 80 agardaki morfolojik goriinlimlerine ve kromatik agarda olusturduklar1
renklerle de degerlendirildi.

C. parapsilosis olarak tanimlanan kdkenler YEPD sivi besiyer igerisinde,
-80 °C’de caligmalarda kullanmak {izere saklandi. YEPD besiyeri % 1 yeast ekstract,
% 2 pepton, % 2 dekstroz, % 20 gliserol igerecek sekilde distile su ile hazirlandi.
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Sekil 3: C. parapsilosis’in boyasiz (solda), gram boyali (ortada) mikroskobik

goriintiileri ve kolonilerinin SDA’daki gériiniimii (solda)

3.2.2. identifikasyon

3.2.2.1. Germ Tiip Testi

0.5 ml insan serumu igerisine test edilecek koloniden eklenip karistirildi.
37 °C’de 2.5-3 saat inkiibe edildikten sonra lam lamel arasi1 preparat hazirlandi ve
40X biiyiitmede incelendi. Blastosporlardan kdoken alan, spordan ¢iktigr noktada
daralma olmayan filament seklindeki yapilar germ tiip olarak degerlendirildi (76).
Maya hiicrelerinden direk olarak olusan kisa bir hif baglangici olan germ tiipler,
maya hiicresi ile birlesim bolgesinde bogumlanmanin olmamasi ile yalanci hiflerden
ayrilir (77). Germ tiip olusturan maya kdkenleri C. albicans olarak tanimlandi ve

calisma dis1 birakildi (76).

3.2.2.2. Karbonhidrat Yikim Ozelliklerinin Test Edilmesi

Karbonhidrat  yikim  testleri, tiim mayalarin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda temel yontemdir. Maya hiicresinin, oksijen varliginda (enzimatik
yoldan) tek karbon kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrati kullanma yetenegini

Olger. Karbonhidrat kullanma 06zelligi Wickerham'm yikim ve fermentasyon
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yontemi ile incelenir. Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda bu testlerin yerini hazir ticari
test kitleri almistir. Bu testler i¢inde en yaygin kullanilan1 API kitleridir (19, 23).

Mayalarin identifikasyonu i¢in, API 20 C AUX (bioMeriux, France) ticari
kiti kullanildi. Bu kit 19 karbonhidrat i¢in asimilasyon testi igeren 20 kuyucuktan
olusur. Birinci kuyucuk iirememe kontroliidiir. Test edilen karbonhidratlar glukoz,
gliserol, 2-keto-D-Glukonat, L-arabinoz, adonitol, ksilitol, galaktoz, inozitol,
sorbitol, o-Metil-D-Glukosid, asetil-D-Glukozamin, selobiyoz, laktoz ,nmaltoz,
sukroz, trehaloz, melebiyoz ve rafinozdur. Mayalar inokiile edildikleri kuyucuktaki
karbonhidrat1 karbon kaynagi olarak kullaniyorsa, o kuyucukta iireme olur. API 20
C AUX ile mayalarin karbonhidrat asimilasyon yetenekleri 48., ve 72. saatte
degerlendirilerek tiir diizeyinde tanimlama yapilir.

Inkiibasyon kabinimn igindeki kuyucuklar 5 ml distile su ile dolduruldu.
Karbonhidratlarin  bulundugu kuyucuklardan olusan kisim, paketi agilarak
inkiibasyon kabina yerlestirildi. SDA’daki 24 saatlik Candida kolonilerinden steril
bir 6ze ile alinip 2 ml’lik medium (% 0.85 NaCl) i¢ine karistirilarak yogunlugu 2
McFarland olan siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyondan kit iceriginde bulunan
C medium igine 100 ul eklendi. Inkiibasyon kabinin kapag: kapatildi. 30 °C’de 48-
72 saat inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyondan sonra bulaniklik olan kuyucuklarda iireme oldugu kabul
edildi. Urememe kontroliinde bulaniklik olmamasina dikkat edildi. Glukoz
kuyucugunda yeterli iireme yoksa inkiibasyon siiresi 72 saate uzatildi. Uremeler
degerlendirme kagidina isaretlendi.

Test degerlendirme kagidinda her guruptaki karbonhidratlara 1, 2 ve
4’ten olusan numaralar verilmistir. Her gurup i¢in bu numaralar toplandi ve sayisal
bir goriiniim elde edildi. Bu sayisal goriinim API 20 C AUX sayisal goriinlim
¢izelgesine (Analytica Profile index) gore degerlendirildi.
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Sekil 4: API 20 C AUX diizenegi (iistte) ve sayisal goriiniim ¢izelgesi (altta)

3.2.2.3. Misir Unu-Tween 80 Agar Testi

% 1 tween 80 eklenmis misir unu agar hazirlandi. Ticari olarak elde
edilen misir unu agarin (corn meal agar) 4.25 gr’1 250 ml distile su icinde manyetik
karisticida ¢oziinene kadar isitildi. Isiticidan alindiktan sonra i¢ine % 1 oraninda
tween 80 ilave edildi. Otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika
steril edildi. Petrilere 4 mm kalinliginda dokiildii.

Hazirlanan misir unu-tween 80 agar yilizeyine SDA’daki saf maya
kolonilerinden igne uglu 6ze kullanilarak biribirine paralel ii¢ ¢izgi seklinde ekim
yapildi. Ekim islemi tamamlandiktan hemen sonra ekim c¢izgilerinin {izeri steril
lamelle kapatildi. 26 °C’de 72 saat inkiibe edildi (78).

Inkiibasyon sonunda spor, hif ve yalanc1 hif olusumu 6zellikleri yoniinden
tim kokenler 151k mikroskobunda 40X biiylitmede incelendi. Cok sayida agac
seklinde dallanmis pseudohif, pseudohifler boyunca tek tek veya ufak kiimeler
halinde bastosporlar ve dev hiicreler olark adlandirilan iri hiflerin gézlemlenmesi C.

parapsilosis yoniinde degerlendirildi (79).
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Sekil 5: C. parapsilosis kolonilerinin kromatik agarda beyaz goriinimii (solda)

ve musir unu—tween 80 agar’da yalanci hif ve blastosporlar1 (sagda)

3.2.2.4. Kromatik Agar Testi

Ticari olarak elde edilen kromatik agarin (CHROMagar) 9.54 gr’inin 200
ml distile suda, manyetik karistiricida 1sitilarak iyice ¢oziinmesi saglandi. Kaynama
sicakligina gelmeden 1siticidan alinan besiyeri 45 °C’ye kadar soguyunca steril
petrilere dokiildi. Hazirlanan besiyeri ekim yapilana kadar karanlik ortamda
saklandu.

Test edilecek kokenin SDA’daki saf kiiltiiriinden steril bir 6ze ile alinan
koloniler agarin yilizeyine yaygin ekim seklinde ekildi. 35 °C’de 48 saat inkiibe
edildi ve olusan beyaz renk C. parapsilosis yoninde degerlendirildi.
CHROMagar’da, C. albicans yesil, C. glabrata lila, C. tropicalis mavi, C.

quilliermondii 1slak pembe, C. krusei kadifemsi pembe, C. kefyr kirli beyaz goriiniir.

3.2.3. Candida parapsilosis Kokenlerinin Sap Aktivitesinin Arastirilmasi

3.2.3.1. Sigir Serum Albiimini i¢ceren Sivi Besiyeri Hazirlanmasi

BSA igeren sivi besiyer Banerjee ve ark. (80,81) oOnerdigi sekilde
hazirlanarak kullanildi. % 0.17 YNB w/o aa ve as, % 2 glukoz , % 0.2 BSA distile
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suda hazirlanip pH 4.0’a ayarlandiktan sonra 0.45 pm’lik filtreden gegirilerek steril
edildi ve steril tiiplere 2’ser ml dagitildi.Test edilecek maya kokenlerinden 107
hiicre BSA sivi besiyer igerisine ekim yapildi ve 30 °C’de calkalayici su
banyosunda 200 rpm’de 3 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Bu silirenin sonunda
kiiltiirler 7000 rpm’de 10 dakika ¢oktiiriildii ve kiiltlir siipernatantlar1 -20 °C’de
sakland1.Kiiltiir stipernatantlarindaki Sap miktar1 siit tozu agaroz yontemi ve

spektrofotometrik yontem ile belirlendi.

3.2.3.2. Siit Tozu Agaroz Yontemi ile Sap Aktivitesinin Belirlenmesi

Siit tozu ilaveli agaroz, % 1 yagsiz siit tozu, % 1 agaroz ve 0.114 M
sodyum asetat pH 5.2 tamponu ile hazirlandi (80,81). Once agaroz tampon
icerisinde eritildi, 55-60 °C’ye sogutulup yagsiz siit tozu ilave edildi ve hafifce
karistirilarak 1 mm kalinliginda cam plaka iizerine dokiiliip katilagmasi beklendi.
Kiiltiir siipernatantinin 2.5ul’si hazirlanan agaroz iizerine damlatildi ve plastik kutu
icerisinde oda 1sisinda 24 saat inkiibe edildi. Siit tozu igerisindeki kazeinin
parcalanmasi ile olusan beyaz zonlarin ¢aplar1 Slcililerek maya kokenlerinin Sap
aktiviteleri degerlendirildi. Maya kokenlerinin siit tozu agaroz iizerine damlatma ile
yapilan Sap aktivite degerlendirmelerinde presipitasyon zonlarinin dlgiimlerinde hig
presipitasyon zonu goriilmeyenler (-), 0.5 cm ve altinda zon cap1 goriilenler (+), 0.6-
0.9 cm arasinda zon ¢ap1 goriilenler (+), 1-1.4 cm arasinda zon cap1 goriilenler

(+++), 1.5 cm ve iizerinde zon c¢ap1 goriilenler ise (++++) olarak degerlendirildi.

3.2.3.3. Spektrofotometrik Yontemle Sap Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin tayini i¢in 50 mM sodyum sitrat (pH 3.2) icerisine
% 2 BSA ilave edilerek substrat hazurlandi. 0.5 ml substrat, 0.1 ml 50 mM sodyum
sitrat (pH 3.2) ve 0.2 ml kiiltiir siipernatanti1 karigtirilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Ayrica substrat ve tampondan olusan kontrol numunesi hazirlanarak ayni
sartlarda inkiibasyona birakildi. Reaksiyon tiiplerine 0.2 ml 2M perklorik asit ilave

edilerek buz iizerinde 15 dakika tutuldu. Kontrol numunesine perklorik asit ilave
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edilmeden once 0.2 ml saflastirilmis enzim soliisyonu koyuldu. Presipite olan
proteinler 13000 rpm’de 5 dakika ¢oOktiiriildiikten sonra silipernatantin enzim

aktivitesi OD280’de dlciildii.

3.2.4.Candida parapsilosis Kokenlerinin Fosfolipaz Aktivitesinin Arastirilmasi

3.2.4.1. Yumurta Sarih Agar Yontemiyle PL Aktivitesinin Belirlenmesi

Yumurta sarili agar besiyeri, 1.25 gr pepton, 2.75 gr C¢H,,06.H,0, 2.5 gr
agar, 7.3 gr NaCl, 0.07 gr CaCl,.6H,O 115 ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirland.
Karigim otoklavda 121 °C’de 1.1 atmosfer basingta 15 dakika steril edildi.

Yumurta sarisin1 hazirlamak i¢in yumurtalar 6ncelikle % 95°lik alkolde 1
saat bekletilir. Steril kosullarda kirilarak saris1 ayrilir. Uzerine esit hacimde serum
fizyolojik eklenir ve manyetik karistiricida karistirthir. 2000 rpm‘de 30 dakika
santrifiij edilir (33). Siipernatant besiyerine katilmak iizere ayrilir. 10 ml siipernatant
ile 125 ml sitrik asit disodyum fosfat tamponu (pH: 4.4) ana besiyerine eklenir ve
hazirlanan besiyeri petrilere 4 mm kalinliginda dokiiliir (82).

Kokenlerin SDA’da 24 saatlik inkiibasyon sonucu iireyen kolonilerinden
steril serum fizyolojik i¢inde McFarland standart bulanikligi 0.5 olacak sekilde
maya stispansiyonu hazirlanir. Hazirlanan yumurta sarili besiyeri {izerine maya
sispansiyonlarindan 5 pl besiyeri yiizeyine degdirilmek suretiyle ekim yapilir ve
37 °C’de 8 giin inkiibe edilir (82). Pozitif kontrol olarak C. albicans Alperen a E-
131 kokeni kullanilmustir.

Fosfolipaz aktivitesinin Olc¢lilmesinde ve hesaplanmasinda, koloninin
etrafinda olusan belirgin halka seklindeki presipitasyon zonu (Pz) dikkate alinmustir.
Fosfalipaz aktivitesi, koloni ¢apinin, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun
toplam capma oranit olarak hesaplanmustir (sekil 10). Bu sistemde Pz degeri
kiigiildiikce fosfalipaz aktivitesi artmakta, Pz=1.00 degeri, denenen kokenin
fosfalipaz aktivitesinin negatif oldugunu gostermektedir. Bu durumda, Pz degeri
0.9-1.00 olanlar (+); 0.89-0.8 olanlar (++); 0.79-0.7 olanlar (+++); < 0.69 olanlar

(++++) olarak degerlendirilmektedir (83).
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Pz Koloni cap1 a

" Koloni + Presipitasyon zonu ¢ap1 b
Sekil 6: Fosfolipaz aktivitesi i¢in Pz degerinin hesaplanmast

3.2.5. Slime Olusumunun Belirlenmesi

Slime olusumunun  belirlenmesi amaciyla  koagiilaz  negatif
stafilokoklarda slime iiretiminin belirlenmesi i¢in tanimlanan yontem esas alindi
(69, 84). Ancak yontem fiizerinde degisiklikler yapildi. Glukozlu sivi sabouraud
besiyeri (GSSB), 10 g pepton, 80 g glukoz, 1000 ml distile su i¢inde eritilip tiiplere
5 ml sekilde dagitilarak hazirlandi. Glukozlu triptik soy buyon besiyeri (GTSB), 17
g kazein pepton, 3 g soya peptonu, 5 g sodyum klorit, 2.5 g dipotasyum hidrojen
fosfat, 80 g glukoz 1000 ml distile su i¢inde eritilip tiiplere 5 ml olacak sekilde
dagitildi. Hazirlanan besiyeriler otoklavda 121 °C’de 1.1 atm’de 15 dakika steril
edildi.

Sabouraud dextrose agar’daki maya kolonilerinden alinarak birer 6ze
dolusu Sabouraud sivi1 besiyeri ve triptik soy buyon igerisine inokiile edildi. Tiipler
35 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra sivi besiyeri tiiplerden uzaklastirildi ve
tiiplerin kenarlar1 % 0.25’lik safranin ile boyandi. Ayrica glukozlu sivi sabouraud
besiyeri ve glukozlu triptik soy buyon besiyerleri igeren tiipler hazirlandi; maya
inokiilasyonu yapilmayan bu tiipler negatif kontrol olarak kullanildi. Tiipiin

kenarlarindaki slime olusumu; var yada yok seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda farkli klinik Orneklerden izole edilen 28 C.
parapsilosis  kokeni kullanildi. 15 koken kan 6rneklerinden, kalan 13 kdkenin 6’s1
idrar, 2’si yara, 1’1 idrar sondasi, 1’1 yanik, 1’1 ag1z i¢i lezyon, 1’1 kulak siiriintiisii,
1’1 tirnak 6rneklerinden izole edildi.

Maya kokenlerinin tiplendirilmesi karbonhidrat yikim testi, misir unu-
tween 80 agar ve kromatik agar kullanilarak yapildi.

Kokenlerin Sap aktivitesinin belirlenmesi amaciyla siit tozu agaroz
yontemi ve spektrofotometrik yontem; PL aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
yumurta sarili agar yontemi; biofilm olusturma 6zelliginin belirlenmesi amaciyla
tiip tutunma yontemi uygulandi.

Siit tozu agaroz deneyinde; kan izolatlariin % 80’1 (++), % 20’si (+);
diger 6rnek tiplerinin izolatlarinda ise % 84,6 oraninda (++), % 15.4 oraninda (+) Sap
aktivitesi tesbit edildi.

Yumurta sarili agar deneyinde; kokenlerin hicbirinde fosfolipaz
aktivitesini gosteren zon goriilemedi.

Tiip tutunma deneyinde; GSSB ile; kan izolatlarinin % 86.7’°si slime
pozitif ve % 13.3’1 slime negatif, diger izolatlarin ise % 100’i slime pozitif tesbit
edilmistir. Biitiin izolatlarin % 92.8’inde slime olugumu goriilmiistiir. GTSB ile, kan
izolatlarimin % 80’1 slime pozitif, % 20’si slime negatif tesbit edilmistir, diger
izolatlarin ise % 76.9’u slime pozitif, % 23.1’1 slime negatif bulundu. Biitlin

izolatlarin % 78.5’inde slime olusumu gorilmiistiir.



84

4.1. C. parapsilosis Kokenlerinin Siit Tozu Agaroz Yontemi ile Sap

Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Kokenlerin BSA sivi besiyerdeki 72 saatlik kiiltiir siipernatantlarindan 2.5
ul siit tozu ilave edilmis agaroz iizerine damlatildi. Oda 1sisinda 24 saat inkiibe
edildikten sonra olusan opak zonlarin ¢aplart O6lgiilerek Sap aktivitesinin
degerlendirilmesi, zon ¢ap1 < 0.5 cm (+), 0.5-0.9 cm (++), 1-1.4 cm (+++), > 1.4
cm (++++), zon yok (-) seklinde yapildi.

A6, BS, C2,D3,E2; (+)

Al, A2, A3, A4, A5 ; B1, B2, B3, B4, B6; C1, C3, C4, C5, C6 ; D1,

D2, D4, D5, D6 ; E1, E3, E4, ES, E6 ; (++)

C3 ; pozitif kontrol

C4 ; negatif kontrol (BSA s1v1 besiyer)

Sekil 7: Siit tozu agaroz yontemi ile Sap aktivitesinin degerlendirilmesi
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Kan izolatlarinin % 80’1 (++), % 20’si (+); diger ornek tiplerinin
izolatlarinda ise % 84,6 oraninda (++), % 15.4 oraninda (+) diizeyde Sap aktivitesi
tesbit edildi.

Calismamizda asit proteinaz aktivitesi agisindan kan izolatlar1 ile diger
izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Sap aktivitesi

icin P=1.00, X* Test, P < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi).

16
14 -
12 -

z ]
13 O ++
£ 67 =
X 4 |
2 4
0 N = = = = -
kan idrar yara idrar yanik agiz kulak  tirnak
sondast ici
lezyon
Ornek tipi

Sekil 8: Ornek tiplerine gore kokenlerin Sap aktivitesi diizeyleri

: [

|+

o ++

Koken sayisi

Kan Diger

Ornek tipi

Sekil 9: Ornek tiplerine gore (kan-diger) kokenlerin Sap aktivitesi diizeyleri
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4.2. C. parapsilosis Kokenlerinin Yumurta Sarih Agarda Fosfolipaz

Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Yumurta sarili agar lizerine kokenlerin MacFarland  0.5’lik
siispansiyonlarindan 5 pl damlatildi. 37 °C’de 8 giinliik inkiibasyon sonucunda
opak zon olup olugsmadigina bakildi.

Pozitif Kontrol (A); fosfolipaz aktivitesini gdsteren opak zon goriildii.

Kokenlerin higbirinde fosfolipaz aktivitesini gosteren zon goriilmedi.

Sekil 10: Yumurta sarili agarda, fosfolipaz aktivitesi pozitif kokenin koloni
etrafinda olusturdugu zon (A; pozitif kontrol) ve fosfolipaz negatif kokenlerin

koloni goriinimii
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4.3. C. parapsilosis Kokenlerinin Glukozlu Sivi Sabouraud Besiyeri (GSSB) ve
Glukozlu Triptik Soy Buyon Besiyeri (GTSB) Kullanilarak Plastik Test

Tiiplerinde Slime Olusumunun Degerlendirilmesi

GSSB ile yapilan tiip tutunma deneyinde; kan izolatlarinin % 86.7’si
slime pozitif ve % 13.3’1 slime negatif, diger izolatlarin ise % 100’i slime pozitif
tesbit edildi. Biitiin izolatlarin % 92.8’inde slime olusumu gorildi. GTSB ile
yapilan tiip tutunma deneyinde, kan izolatlarinin % 80’1 slime pozitif, % 20’si slime
negatif tesbit edildi, diger izolatlarin ise % 76.9’u slime pozitif, % 23.1’i slime
negatif bulundu. Biitlin izolatlarin % 78.5’inde slime olusumu goriildii.

Yalnizca 1 kan izolat1 her iki yontemde de slime negatif bulundu. Toplam
23 kokende, hem GSSB hem de GTSB kulanilan tiip deneylerinde slime olusumu
goriildii.

Calismamizda kan izolatlari ile diger izolatlarin slime olusturma oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmedi. (GSSB ile yapilan tiip
tutunma deneyinde P=0.484, GTSB ile yapilan tiip tutunma deneyinde P=1.00, X
Test, P < 0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi).

Tablo 5: Slime faktor arastirmak i¢in, GSSB ve GTSB kullanilarak yapilan iki farkl

tiip tutunma deneyinin sonuglari

Ornek Kan Diger Toplam
Tipi

Yontem | poiti | Negatif | Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif

GSSB 13 2 13 26 2
GTSB 12 3 10 3 22 6
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Sekil 11: A, B,C: Slime pozitif test tiipleri; D: Slime negatif test tiipii; E: Negatif

kontrollerin goriiniimii

Sekil 12: Slime pozitif tiipiin ¢eperlerinden hazirlanan preparatta C. parapsilosis

kdkeninin gram boyamasi
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Tablo 6: C. parapsilosis kokenlerinin kaynagi, Sap, PL enzim aktivite diizeyleri ve
slime olusturma 6zelliklerinin tiimii

Izolat Izolatin Sap Aktivitesi Sap Aktivitesi PL Slime Olusumu
No  Kaynagi (cm) OD 280 (pH:3.2) Aktivitesi (GSSB) (GTSB)

1 Kan 0.6 (+1) 0.074 (-) + +
2 Kan 0.7 (+H) 0.065 (-) + -
3 Kan 0.5 () 0.015 (-) + +
4 Kan 0.7 (+H) 0.053 (-) + +
5 Kan 0.7 (+b) 0.070 (-) + -
6 Kan 0.6 () 0.048 (-) + +
7 Kan 0.7 (+H) 0.019 (-) + +
8 Kan 0.7 (+H) 0.092 (-) + +
9 Kan 0.8 (+H) 0.079 (-) + +
10 Kan 0.8 (+) 0.063 (-) - +
11 Kan 0.5 () 0.051 (-) + +
12 Kan 0.6 (+1) 0.057 (-) + +
13 Kan 0.6 (+) 0.056 (-) + +
14 Kan 0.3 (+) 0.049 (-) + +
15 Kan 0.5 () 0.076 (-) - -
16  Idrar 0.6 (+) 0.051 ) + +
17  Idrar 0.5 ) 0.251 -) + +
18  Idrar 0.3 () 0.071 (-) + +
19  Idrar 0.6 (+H) 0.065 (-) + -
20  Idrar 0.6 (+) 0.072 ) + +
21  Idrar 0.7 (+H 0.038 (-) + -
22 Idrar 0.7 (+H 0.070 (-) + +

sondasi
23 Yara 0.7 (b 0.153 (-) + -
24 Yara 0.7 (++) 0.052 (-) + +
25  Yanik 0.6 (1) 0.068 (-) + +
26  Tirnak 0.4 G) 0.013 () + +
27  Agiz

ici lezyon 0.7  (++) 0.099 (-) + +
28  Kulak 0.7 (1) 0.062 (-) +
C. albicans
CBS 2730 1.4 (++H) 0.509

C. albicans E-131 (++1)
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5. TARTISMA

Son yillarda sistemik mikoz etkenlerinin sayisindaki artisa paralel olarak
morbidite ve mortalitede de artis goézlenmesi dikkatleri bu konu iizerine ¢ekmistir.
Mantar enfeksiyonlarmin patogenezini agiklamak icin bir ¢ok in vitro test
gelistirilmistir. Bunun yaninda hayvan modellerinde enfeksiyon olusturularak
konagin savunma sistemi ve Candida’ya ait virulans faktorlerinin 6nemi ortaya
cikarilmistir. Virulans faktorleri ile ilgili calismalar ¢ogunlukla C. albicans tiirii
tizerinde yogunlagsmaktadir. Ciinkii C. albicans hala en sik goriilen ve tibbi acidan en
onemli maya tirtidiir (85, 86). Ancak C. parapsilosis gorilme sikligindaki artigla
dikkat ¢ekmektedir (7), cesitli ¢alismalarda en yaygin sekilde izole edilen ikinci tiir
olarak bildirilmektedir (9,10). Yapilan son calismalarda hastane kaynakli Candida
fungemilerinin % 30’dan fazlasinin basta C. parapsilosis olmak {izere albicans dis1
Candida tiirlerine bagli oldugu bildirilmistir (3, 11, 12).

Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde, konak¢i dokusunda hasarlarin
olusmasinda virulans faktdrlerinin Onemi biiyiiktiir (87). Hiicre dist Sap ve
fosfolipaz hidrolitik enzimlerinin bu virulans faktorlerinden oldugu gdsterilmistir
(5). Candida’larda asit proteinaz varligi ilk defa 1965 yilinda Staib tarafindan
saptanmig ve 3 yil sonra Remold ve Fasold proteinaz enzimini saflastirarak
ozelliklerini belirlemislerdir (46, 88). Fosfolipaz aktivitesi ilk kez 1968 yilinda
Costa ve ark. tarafindan gosterilmis ve fosfolipaz B 1995 yilinda saflastirilmistir
(8). Bu hidrolitik enzimler konak dokuya invazyon yolu patojenitede etkili olurlar
(6).

Slime  faktor iiretimi  Ozellikle koagililaz negatif stafilokok

enfeksiyonlarinda ayrintili bicimde incelenmis ve mikroorganizmanin virulansini
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artirdigi saptanmistir (69). Slime iiretimi Candida’lar i¢in de patojenite faktorii
olarak kabul edilmektedir (73). Bu faktoriin, mikroorganizmanin konak hiicreye ve
yapay ylizeylere adezyonunu saglayarak etkili oldugu gosterilmistir (71). Slime
faktor varliginda Candida’larin konak hiicresine, protez ve kateterlere tutunup daha
kolay kolonizasyon ve enfeksiyonlara yol ag¢tigi bildirilmektedir (74).
Arastirmacilar C. parapsilosis fungemilerinin artisini, bu organizmanin slime
olusturma yetenegi ile agiklamaktadirlar (12).

Calismamizda degerlendirilen ilk faktdor kokenlerin asit proteinaz
aktivitesidir. C. parapsilosis kokenlerinin Sap aktivitesini tesbit etmek i¢in siit tozu
ilaveli agaroz kullanildi ve kdkenlerin kazeini hidroliz etme yetenekleri arastirild.
Proteolitik aktiviteyi 6lgmede yararlanilan spektrofotometrik yontemde, substrat
olarak BSA kullanildi. Fakat asit proteinaz enziminin kolay stabilize edilememesi
nedeniyle spektrofotometrik yontemin duyarliliginda sapmalar gézlenmistir (50).

Yapilan c¢alismalar C. albicans kokenlerinin kuvvetli proteolitik, C.
tropicalis kokenlerinin daha az proteolitik oldugunu, C. parapsilosis kdkenlerinin
ise daha da 1limh proteolitik aktivite gosterdigini ortaya c¢ikarmustir (71, 89).
Calismamizin sonuglari, C. parapsilosis kokenlerinin 1limli proteolitik aktivite
gosterdigini destekler niteliktedir.

Siit tozu agoroz yontemi ile spektrofotometrik asit proteinaz enzim
aktivitesi sonuclarimiz birbirleriyle paralellik gostermektedir.

Suudi Arabistan kadinlarinda vajinit etkeni Candida’larla yapilan
calismada; C. albicans ve C. parapsilosis izolatlarinin timiiniin (% 100), C.
tropicalis tirlerinin % 95’inin asit proteinaz drettigi bildirilmistir  (90).
Calismamizda da 28 C. parapsilosis kokeninin (15 kan izolat1 ve 13 diger izolatlar)
tiimiinde asit proteinaz aktivitesi tesbit edilmistir.

Brezilya’da hastanede yatan ¢ocuklarin kan ve katater 6rneklerinden izole
edilen C. albicans ve C. parapsilosis kokenlerinde proteinaz aktivitesi arastirilmis
ve izole edilen 80 Ornegin % 78.8’inde proteinaz aktivitesi saptanmistir. Ayni
kokenlerin % 78.8’1 fosfolipaz enzimi saptanmamustir (91).

Bernardis ve ark. (58), yaptiklar1 kiyaslamali ¢alismada deri izolatlarinin

yiiksek derecede asit proteinaz iireticisi olduklarini, fakat kan kiiltiirlerinden izole
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edilen C. parapsilosis kokenlerinin diisiik enzimatik aktivite gosterdiklerini
saptamislardir. Benzer sekilde Cassone ve ark. (92) C. parapsilosis' in vajinal ve
kan izolatlarimin salgisal asit proteinaz iiretimini karsilastirmislar ve vajinal
izolatlarin kan izolatlarina gore daha fazla asit proteinaz tirettiklerini gézlemislerdir.
Siit tozu agaroz yontemi ile asit proteinaz aktivitesini aragtirdigimiz ¢alismamizda,
15 kan izolatinin 12’si (++), 3’ (+); 13 diger izolatin 11’1 (++), 2’si (+)
bulunmustur.

Dagdeviren ve ark. toplam 33 C. parapsilosis kokeni ile BSA agar
yontemini kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda, 19 kan izolatinin % 26.31’inde; 14
diger izolatin ise % 64.29’unda asit proteinaz aktivitesi tesbit etmislerdir. Bu fark
istatistiksel olarak anlamlidir. Fosfolipaz iiretimini tesbit etmek i¢cin yumurta saril
agar kullandiklar1 deneylerinde ise yalnizca 5 kan izolatinda fosfolipaz tesbit
etmiglerdir. Dolayistyla kan izolatlar1 ile diger izolatlar arasinda her iki enzim
aktivitesi acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (10).
Calismamizda hem asit proteinaz hem de fosfolipaz aktivitesi agisindan kan
izolatlar ile diger izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(Sap aktivitesi i¢in P=1.00, X% Test, P < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi).

Calismamizda kokenlerin fosfolipaz aktivitesini 6lgmek i¢in yumurta
sarili besiyeri kullanildi. Yumurta sarili agara fosfolipit kaynagi olarak yumurta
sarist eklendi. Yumurta sarili besiyeri baslica fosfalipaz B aktivitesini ortaya
¢ikarmaktadir. ibrahim ve ark. (93) yaptiklar1 bir ¢alismada hangi tip fosfolipazin
tim aktiviteye katki sagladigini degerlendirmisler ve izolatlarin fosfolipaz B
aktivitesi ile toplam hiicre dis1 fosfalipaz aktivitelerinin iyi korelasyon gosterdigini
saptamiglardir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, klinik 6rneklerden izole edilen Candida
tiirlerinin fosfolipaz aktivitesi yoniinden biiyilik degisiklikler gosterdigi saptanmustir.
Uzun bir donem Candida tiirleri arasinda, fosfolipaz iiretiminin C. albicans’a 6zgii
oldugu gibi bir izlenim edinilmistir. Samaranayake ve ark. (94), 41 Candida
izolatinin fosfolipaz liretimini yumurta saril1 agar yontemi ile taramig ve test edilen

C. albicans kokenlerinin % 79’unun hiicre dis1 fosfalipaz tiretirken, C. parapsilosis,
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C. glabrata, C. tropicalis kokenlerinin bu aktiviteyi gostermedigini saptamislardir.
Shimizu ve ark. (95) ile Kantarcioglu (96) yumurta sarili besiyeri kullanarak
yaptiklar1 ¢alismalarinda C. parapsilosis kokenlerinde fosfolipaz aktivitesi
saptamadiklarini belirtmislerdir. Calismamizda da C. parapsilosis kokenlerinde
fosfolipaz aktivitesi saptanmamaistir. Buna karsin, Barrett-Bee ve ark. ise (8), RIA
yontemiyle C. parapilosis kokenlerinin diisiik oranda fosfalipaz aktivitesi
gosterdigini saptamiglardir.

Shimizu ve ark. (95) proteinaz iiretmeyen kokenlerin fosfolipaz
tiretmeyen kokenlere gore daha az virulan oldugunu tespit etmislerdir.

Ghannoum ve ark. (43) 1998’de yaptiklar1 ve toplam 51 izolatin test
edildigi bir calismada, hem yumurta sarili besiyeri hem de kolorimetrik yontemler
kullanilarak albicans dis1 Candida tiirlerinin de hiicre dis1 fosfalipaz iirettigi
gosterilmistir. Bu calismada C. glabrata kokenlerinin % 41’inin, C. parapsilosis
kokenlerinin % 51’inin, C. tropicalis kokenlerinin % 70’inin, C. [lusitaniae
kokenlerinin % 80’inin ve C. krusei kdkenlerinin % 100’liniin saptanabilir diizeyde
fosfalipaz tirettikleri gosterilmistir. Bununla birlikte arastiricilar, albicans dis1
Candida tirlerinde saptanan fosfolipaz aktivitesinin C. albicans’a gore daha diisiik
diizeyde oldugunu vurgulamiglardir.

Yapilan bir ¢alismada C. albicans’ta fosfolipaz iiretiminin, enfeksiyon
bolgesiyle baglantili oldugu; kan izolatlarinin, yara ve idrar izolatlarindan daha
yiiksek oranda fosfolipaz iirettigi saptanmistir (97). Arastiricilar bu bulgulara gore
C. albicans’a bagh olarak gelisen kan enfeksiyonlarinda fosfolipaz aktivitesinin
onemli bir virulans faktér oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda kan ve diger
izolatlarin higbirinde fosfolipaz aktivitesi tesbit edilmedi. Dolayisiyla ¢alismamiz,
fosfolipaz iiretiminin kan enfeksiyonlarinda 6nemli bir virulans faktorii olabilecegi
yolundaki goriisii desteklememektedir.

Calismamizda C. parapsilosis  kokenlerinde fosfolipaz  iiretimi
saptanmamigtir. Literatiirde rastlanan ayni1 ve farkli sonuglar, koéken-kdken
varyasyonuna veya yumurta sarili besiyerinin hazirlanmasindaki farkliliklara

baglanabilir.
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Ik defa 1982°de Christensen tarafindan Staphylococcus epidermidis igin
tanimlanan slime faktor; protein, hekzoaminler, nétral sekerler, fosforlu bilesikler
gibi bir ¢ok maddenin olusturdugu karisik bir yapidir (98).

Yurt disinda yapilan slime aktiviteleri ¢alismalar1 daha c¢ok C.
parapsilosis lizerine yogunlagmstir (99, 100).

Slime tretimi C. parapsilosis kokenlerinde yiliksek oranlarda
saptanmistir (101, 102). Ozkan ve ark. (102) kan 6rneklerinden izole edilen 19 C.
parapsilosis kokeninde tiip tutunma yontemini kullanilarak yaptiklar1 ¢aligmada
kdkenlerin % 89.4’{iniin slime pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, GSSB kullandigimiz tlip tutunma deneyinde biitiin
izolatlarin % 92.8’inde slime olusumu goriildi. GTSB kullandigimiz tiip tutunma
deneyinde ise biitiin izolatlarin % 78.5’inde slime olusumu goriildii. Dolayisiyla
calismamizin sonuglart bu sonuglarla paralellik gostermektedir.

Yiicesoy ve Karaman (103) tiip tutunma deneyi ile slime pozitifligini C.
parapsilosis igin % 17 olarak belirlemislerdir. Bu oran ¢alismamizin sonuglar ile
farklilik gostermektedir.

Kandan izole edilen Candida kokenlerinde slime aktivitesinin arastirildigi
bir ¢caligmada tlip tutunma yontemi kullanilarak 4 C. parapsilosis kokeninin 2’si
slime pozitif bulunmustur (104). Ayn1 yontemle yapilan baska bir ¢calismada, kan
kiiltiirlerinden izole edilen 35 C. parapsilosis kdkeninin % 86’s1 slime pozitif
bulunurken, diger 6rneklerden izole edilen 17 C. parapsilosis kdkeninin % 47’si
slime pozitif bulunmustur (105).

GSSB ile yapilan tlip tutunma deneyinde; kan izolatlarinin % 86.7’si
pozitif, diger izolatlarin ise % 100l pozitif tesbit edildi. GTSB ile yapilan tiip
tutunma deneyinde, kan izolatlarinin % 80’si pozitif , diger izolatlarmn ise % 76.9’u
slime pozitif bulundu. Calismamizda kan izolatlar1 ile diger izolatlarin slime
olusturma oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. (GSSB
ile yapilan tiip tutunma deneyinde P=0.484, GTSB ile yapilan tiip tutunma
deneyinde P=1.00, X Test, P < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi).



6. SONUC ve ONERILER

Kan ve diger klinik 6rneklerden izole edilen ve C. parapsilosis olarak
tiplendirilen 28 kokende; Sap, PL enzim aktiviteleri ve slime {iretimi incelendi.

C. parapsilosis izolatlarinin hepsinde Sap aktivitesi tesbit edildi. Kan
izolatlar1 ile diger izolatlar arasinda Sap aktivitesi agisindan fark goriilmedi.

C. parapsilosis izolatlariin hicbirinde PL aktivitesi tesbit edilmedi.

C. parapsilosis izolatlarinin  ¢ogunun slime {rettigi tesbit edildi. Kan
izolatlar ile diger izolatlarin slime olusturma oranlar1 birbirine yakin bulundu.

PL  aktivitesinin  yumurta sarili agar  kullanilarak  yapilan
degerlendirmesinde, tiire O6zgli uygun deney kosullarinin belirlenmesi; farkli
calismalarda bu yontemle C. parapsilosis i¢in alman uyumsuz sonuglarin
aciklanmasina yardime1 olacaktir.

Kokenlerin ¢ogunun slime olusturdugunun goriilmesi, bu tiirin yabanci
cisim iligkili enfeksiyonlardan daha sik izole ediliyor olmasini agiklar niteliktedir.

Candida tiirlerinin virulansi ile ilgili ¢caligmalarda ¢ogunlukla bir virulans
faktorii ve etkileri lizerine yogunlasilmis ve az sayida tir ve koken tizerinde
calisilmigtir. Calismamiz, aym tiiriin 28 kokeni iizerinde, virulansta etkili oldugu
diisiiniilen ti¢ faktoriin incelenmesi agisindan deger tagimaktadir.

Farkli klinik Orneklerden izole edilen ¢ok sayida Candida tiiri ve
kokenlerinin virulans faktorleri, farkli in vitro deney modelerinde ve hayvan deneyi
modellerinde calisilmalidir. Bu sekilde virulans faktorlerinin herbirinin tiir, koken
ve enfeksiyon bolgesi diizeyinde patojenitedeki rolii hakkinda gegerli bir kaniya

varilmasi saglanabilir.
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7. OZET

Bu calismada klinik 6rneklerden izole edilen ve C. parapsilosis olarak
tiplendirilen 28 maya izolatinin Sap, PL enzim aktiviteleri ve slime olusturma
ozellikleri arastirildi.

Biitiin kokenlerde siit tozu agaroz yontemi ile diisiik diizeyde Sap
aktivitesi tesbit edildi. Kokenlerin hi¢cbirinde yumurta sarili agar yontemi ile PL
aktivitesi saptanmadi. Tiip tutunma yontemi kullanilarak yapilan c¢alismada
kokenlerin ¢cogunda slime olusumu gorildii.

Bu ii¢ faktdr agisindan da kan ve diger izolatlarin sonuclar1 ayni veya

biribirine yakin bulundu.
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8. SUMMARY

Investigation of secreted acid proteinase, phospholipase and biofilm

formation properties of Candida parapsilosis strains isolated from clinical samples.

In this study, Sap and PL enzyme activities, and slime production of 28
C. parapsilosis strains isolated from clinical samples were investigated.

Low level of Sap activation was determined in all strains by skim milk
agarose method. PL enyzme activation was determined in any strains by egg yolk
agar method. In the study used tube aderans method , it was seen slime formation
in many of the strains.

Results of tests showed no difference between the isolates from blood and

the other body sites.
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