T.C.
KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBiYOLOJi ANABILIM DALI

Candida parapsilosis GRUBU IZOLATLARININ VIRULANS OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Uzmanlik Tezi

Dr. Zeynep AKYUZ

TRABZON - 2011



T.C.
KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBiYOLOJi ANABILIM DALI

Candida parapsilosis GRUBU IZOLATLARININ VIRULANS OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Uzmanlik Tezi

Dr. Zeynep AKYUZ

Tez Danismam

Dog¢. Dr. ilknur TOSUN

TRABZON - 2011



ONSOZ

Uzmanlik egitimim stresince hayata dair bilgilerinden ve mesleki deneyimlerinden
yararlancigim hocalarim Sayin Prof. Dr. Faruk AYDIN, Prof. Dr. Murat ERTURK, Dog.
Dr. ilknur TOSUN, Dog¢. Dr. Nese KAKLIKKAYA, Yrd. Do¢. Dr. Gligin
BAYRAMOGLU ve Yrd. Dog. Dr. Celal Kurtulus BURUK' a, birlikte vakit gecirdigim
asistan arkadaslarima ve tim Mikrobiyoloji Laboratuvar: ¢alisanlarinatesekkur ederim.

Tez calismami Dog. Dr. ilknur TOSUN yonetiminde 2009.114.001.10 kod no'lu
projeile destekleyen K.T.U. Rektorligli Arastirma Fonu’ natesekkiir ederim.

Dr. Zeynep AKYUZ
TRABZON-2011



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOz ii
ICINDEKILER iii
TABLO LISTESI vi
SEKIL LiSTESI vii
RESIM LISTESI viii
KISALTMALAR IX
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER 4
2.1. Candida parapsilosis'in Genel Ozellikleri 4
2.2. Candida parapsilosis TUrlerinin Tams 5
2.3. Candida parapsilosis’in Epidemiyolojisi 5
2.4. Candida parapsilosis’in Virulans Faktorleri 8
2.4.1. Adherens (Y apisma) ve Slime Uretimi 8
2.4.2. Fenotipik Donlsim 9

2.4.3. Biyofilm Uretimi 10

2.4.4. Salgisal Aspartik Proteinaz Enzimi (Sap) Uretimi 12

2.4.5. Fosfolipaz Uretimi 13

2.4.6. Lipaz Uretimi 14

2.4.7. Esteraz Uretimi 15

2.5. Candida parapsilosis’in Klinigi 16

2.5.1. Fungemi 16

2.5.2. Endokardit 16

2.5.3. Menenjit 17

2.5.4. Peritonit 17

2.5.5. Artrit 18

2.5.6. Goz Enfeksiyonlar 18

2.5.7. Onikomikoz

[
(o0}



2.5.8. Vulvovajinit
2.5.9. Idrar Y olu Enfeksiyonu
2.6. Candida parapsilosis'in Tedavis
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Candida parapsilosis 1zolatlarn ve Standart K 6kenler
3.2. Solusyonlar
3.2.1. Agaroz Jel ve Poliakrilamid Jel Elektroforez icin Kullamlan Solisyonlar
3.2.1.1. 5XTBE Tamponu
3.2.1.2. 10XTAE Tamponu
3.2.1.3. 1/29 Akrilamid/bisakrilamid Sol iisyonu
3.2.1.4. %10’ luk APS
3.2.1.5. Etidyum Bromur Sollsyonu
3.2.2. PCR Resksiyonu Karisimi Icin Kullamlan Soltisyonlar
3.2.3. Agaroz Jel Hazirlanmasi
3.2.4. Poliakrilamid Jel Hazirlanmast
3.3. Swslarin Tanimlanmast
3.3.1. Maya K okenlerinin Uretilmesi ve Saklanmas
3.3.2. Germ Tup (Cimlenme Borusu) Testi
3.4. Maya K ékenlerinin Identifikasyonu
3.4.1. Kromojenik Agarda Degerlendirme
3.4.2. Misr Unu Tween 80 Agar Besiyerinde Morfolojik Ozelliklerin
Belirlenmesi
3.4.3. Karbonhidrat Asimilasyon Testi
3.5. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarimn Tir Ayiriminin Y apilmast (PCR-
RFLP)
3.5.1. DNA izolasyonu
3.5.2. SADH Geni Amplifikasyonu ve Jelde Goruntileme
3.5.3. SADH Gen Urinlerinin Restriksiyon Enzim Analizi
3.6. Virulans Faktorlerinin Degerlendirilmesi
3.6.1. Esteraz Uretimi
3.6.1.1. Misir Unu Tween 80 Besiyerinin Hazirlanmasi
3.6.1.2. Esteraz Testinin Y apilis1

19
19
19
21
21
23
23
23
23
23
23
24
24
24
24
25
25
25
26
26

26
27

28
29
29
31
32
32
32
32



3.6.2. Total Parenteral Nutrisyon’ da UremeY eteneginin Belirlenmesi
3.6.3. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi
3.6.4. SAPP (SAPP1, SAPP2, SAPP3) Genlerinin Analizi

4. BULGULAR

4.1. Candida parapsilosis Grubu Kokenlerinin Dagilim
4.2. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarimn Tur Diizeyinde Dag limi
4.3. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarimin Materyal Diizeyinde Dagilimi
4.4. Candida parapsilosis Grubu izolatlarinin Y as Gruplarina Gore Dagilim
4.5. izolatlarin Esteraz Uretimlerinin Degerlendirilmesi
4.6. izolatlarin TPN’ de Ureme Y eteneklerinin Belirlenmesi
4.6.1. Kan izolatlarimn TPN’ de Ureme Y etenekl exi
4.6.2. Idrar izolatlarimin TPN’de Ureme Y etenekl eri
4.6.3. Solunum Y olu izolatlarimn TPN’ de Ureme Y etenekleri
4.6.4. Y aralzolatlarimn TPN’de Ureme Y etenekl eri
4.6.5. Kulak izolatlarimn TPN’ de Ureme Y etenekl eri
4.7. izolatlarin Biyofilm Uretimlerinin Degerlendirilmes

4.8. izolatlarin SAPP Gen Profillerinin Belirlenmesi

5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERILER
7. OZET

8. SUMMARY

9. KAYNAKLAR

33

35
37
37
38
38
38
40
41
43

45
46
47
47
48
50
62
66
68
70



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.
Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.

Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.

Tablo 18.

Vi

TABLO LISTESI

Sayfa No
Caismada Kullamilan Maya K 6kenl eri 22
API 20C AUX Testinde Kullarmlan Karbonhidratlar 28
SADH Geni Primerleri 30
SADH Geninin Amplifikasyonunda Kullanilan Reaksiyon Karisimi 30
SADH geninin Amplifikasyon Kosullarn 31
Banl Enzimi lle Kesim isleminde Kullanilan Reaksiyon Karisim 31
Total Parenteral Nutrisyon’da Bulunan Maddeler 34
Calismada Kullanilan SAPP Genleri Primerleri 36
SAPP Genlerinin Amplifikasyonu icin Kullanlan Reaksiyon Karisimi 36
SAPP Genlerinin Amplifikasyon Kosullar: 36
Candida parapsilosis Grubu TUrlerinin Klinik Materyallere Gére Dagilimi 39
izolatlarin Y as Grubuna Gore Dagilimu 39
Candida parapsilosis Grubu Turlerinin Esteraz Uretme Oranlar 40
Candida parapsilosis Grubu izolatlarimn Materyal Diizeyinde Esteraz
Uretme Oranlan 41
Candida parapsilosis grubu izolatlarimn TPN'de Ureme degerleri 42
Candida parapsilosis Grubu Turlerinin Biyofilm Uretme Oranlar: 48
Kan ve Diger Materyallerden Elde Edilen Candida parapsilosis Sensu stricto
izolatlarinin Biyofilm Uretimlerinin Karsilastirilmas: 48
Candida parapsilosis Grubu Turlerinin S4PP Genleri Pozitiflikleri 49



Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

SEKIL LISTESI

Candida parapsilosis Grubu izolatlarimn Klinik Materyallere Gore
Dagilim

Candida parapsilosis Grubu Izolatlarinin Tur Diizeyinde Dagil imi
Kan izolatlarinin TPN’ de Ureme Y etenekl eri

Idrar izolatlarimin TPN’ de Ureme Y etenekl eri

Solunum Y olu izolatlarimin TPN’ de Ureme Y etenekleri

Y araizolatlarimin TPN’ de Ureme Y etenekl eri

Kulak izolatlarimn TPN’ de Ureme Y etenekl eri

Vii

Sayfa No

37
38

45
46
46
47



viii

RESIM LISTESI
Sayfa No
Resm 1. Candida parapsilosis'in CHROMagar GOrinim 26
Resim 2. Candida parapsilosis’in Misir Unu Tween 80’li Besiyerindeki
GOrinima (40x) 27
Resim 3. SADH Geninin Jel Elektroforez Gorinimu 30

Resim 4. Candida parapsilosis Grubu TUrlerinin Kesim Uruinlerinin Jel Elektroforez
GOrunumu 32

Resim 5. Esteraz Pozitif (Solda) ve Esteraz Negatif (Sagda) izolatlarin Goruniimdi 33

Resim 6. SAPP Genlerinin Jel Elektroforez Goranumleri 35



AbD
ABD
AFLP
APS
ATCC
BAL
BOS
bp
BSA
CaCl
CFU
Cl
cm

Cu
CYBU
dak
DM
DNA
dNTP

DYBU
EMB

GHYBU
GIS

KISALTMALAR

: Anabilim Dalt

: Amerika Birlesik Devletleri

: Amplified Fragment Lenght Polymorphism
: Ammonium Persul phate

: American Type Culture Collection
: Bronkoalveolar Lavg

: Beyin Omurilik Sivisi

: Baz pair

: Bovine (Sigir) Serum Albumini

: Kalsiyum Klorir

: Colony Forming Unit

: Klor

: Santimetre

: Bakir

: Cerrahi Y ogun Bakim Unitesi

: Dakika

: Diabetes Mdllitus

: Deoksiribonuklelk Asit

: Deoksiribonuikleozid trifosfat

: Dahiliye Y ogun Bakim Unitesi

: Eosin Methylene Blue

: Grade

: GOgus Hastal iklar: Y ogun Bakim Unitesi
: Gastrointestinal Sistem

: Gram



HCL
HIV
IgG
ITS

NaCl
nm
NSYBU
NYBU
PBS
PCR
PYBU
RAPD
RFLP

SADH
SAPD
Sapp
SAPP
SDA
SDB

: Hidroklorik Asit

: Human Immunodeficiency Virus

: Immunoglobulin G

: Internal Transcribed Spacer

: Intravenoz

: Potasyum

: Kilodalton

: Karadeniz Teknik Universitesi

: Miliekivalen

: Miligram

: Magnezyum

: Mililitre

: Milimolar

: Mangan

: Molecular Weight

: Sodyum

: Sodyum Klordr

: Nanometre

: Norosirurji Yogun Bakim Unites
: Noroloji Yogun Bakim Unitesi

: Phosphate Buffered Saline

: Polimeraz Chain Reaction

: Pediatri Yogun Bakim Unitesi

: Randomly Amplified Polymorphic DNA
: Restriction Fragment Length Polymorphism
: Revolution Per Minute

: Secondary Alcohol Dehydrogenase
: Surekli Ayaktan Periton Diyalizi

: Salgisal Aspartik Proteinaz Enzimi
: Salgisal Aspartik Proteinaz Geni

: Sabouraud Dextrose Agar

: Sabouraud Dextrose Broth



Se

TAK
Taq
TBE
TEMED
TPN

UV

XXT

YBU
YDYBU
YEPD
YNB
Zn

°C

ng

ul

: Selenyum

: Trakeal Aspirat Kultlrd

: Thermus Aquaticus

: Tris-Borik asit-EDTA

: N,N,N',N'-tetramethylethylene-diamine

: Total Parenteral Nutrisyon

: Unite

: Ultraviyole

: Volt

: Tetrazolium tuzu; 2,3-big[ 2-methoxy-4-nitro-5-sulfopheny]-2H-

tetrazolium-5-carboxanilide

: Yogun Bakim Unitesi

: Yenidogan Y ogun Bakim Unites
: Yeast Extract Pepton Dekstroz

: Yeast Nitrogen Base

: Cinko

: Santigrat Derece

: Mikrogram

: Mikrolitre

Xi



1. GIRIS VE AMAC

Candida tUrleri normalde insan deriss ve mukozasi florasinda bulunan
organizmalardir. Insanlarin %30-50'sinin agzinda ve gastrointestinal kanalinda bulunurlar
(2). Dogum sirasinda veya dogumdan kisa bir siire sonra yenidogana bulasarak sz konusu
flora iginde yerlerini airlar (2). Bazi hazirlayic faktorlerin varliginda kandidoz olarak
tammlanan ylzeyel velveya derin akut velveya kronik enfeksiyonlara neden olurlar.
Florada bulunmalan nedeniyle enfeksiyonlarimin c¢ogu endojendir. Sistemik mikozlar
arasinda en sik gorilen kandidozdur. Genellikle enfeksiyondan 6nce florada bulunan
mantar sayica bir artis gosterir (kolonizasyon) ve kolonizasyonu enfeksiyon izler (1).

1980'li yillardan bu yana fungal organizmalar, 6zellikle immun yetmezlikli
kisilerde ve hastanede yatan, altta yatan hastal1g1 bulunalarda olusan hastaliklarin 6nemli
nedenlerinden biri olarak gorinmeye baslamistir (3). Tant ve tedaviye yonelik yapilan
invaziv girisimlerin artisi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullammi, organ nakilleri veya
baska nedenlerle sik basvurulan guclt immunsupresif tedavilerin yayginlasmasi, malign
hastaliklar nedeni ile verilen anti-kanser ilaclarin neden oldugu kemik iligi baskilanmasi ve
notropeni gibi faktorler ciddi fungal enfeksiyonlarin sikligini artirmaktadir (4).

Candida albicans insan enfeksiyonlarindan en yaygin izole edilen Candida tirQ
olmasna karsin, 1990'li yillardan bu yana diger Candida turlerine baglh dissemine
(yaygin) hastaliklarda da artis bildirilmistir. Bunlar arasinda bulunan Candida parapsilosis
(C. parapsilosis)’in, yapilan farkli tarama calismaarinda kan akimi enfeksiyonlarindan
ikinci sklikla izole edilen maya tir oldugu belirlenmistir. C. parapsilosis fungemi,
endokardit, endoftalmit, septik artrit ve peritonit gibi enfeksiyonlari ile onemli bir
nozokomiyal patojen olarak karsimiza gikmakta; enfeksiyonlar: sikliklainvaziv islemler ve
prostetik aletlerleiliskilendirilmektedir (5).

Candida parapsilosis ilk olarak 1928 yilinda Ashford tarafindan, Puerto Rico’'da,
diaeli bir hastanin gaitasndan izole edilmistir. izolat, bugiin C. albicans adh ile bilinen, o

donemlerde daha yayginca goérilen ve Monilia psilosis olarak tanimlanan turden ayirt
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edilmes igin Monilia parapsilosis olarak issmlendirilmis, 1932 yilinda Langeron ve Talice
tarafindan C. parapsilosis ath ile yeniden siniflancirilmistir. Baslangicta patojen olmach g1
distnilse de, 1940 yilinda intravendz (1V) ilag kullamcilarinda gordlen 6lumcdl
endokarditin nedeni oldugu anlasilmistir (3, 6).

Candida parapsilosis’in insidansinda artisa neden olan 6nemli faktorler parenteral
nutrisyon ve santral ventz kateter gibi destekleyici sistemlerin  kullammmidir. C.
parapsilosis’ e bagl olusan kandidemilerin insidananda artisa neden olan faktorlerden biri
de ayni zamanda titbbi bakim maliyetlerini de yukselten uzun siireli hastane yatisidir (7).

Restriksiyon fragman polimorfizmleri ile yapilan erken calismalar C. parapsilosis
izolatlarinin genotipik yonleriyle diger Candida tirlerinden daha heterojen olduklarin
gostermistir. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analizi, multilokus enzim
elektroforezi, ribozom kodlayan DNA’ nin internal transcribed spacer (ITS) sekans analizi,
DNA akrabalik calismalari, morfotipleme, mitokondrial DNA sekans farkliliklari, DNA
topoizomeraz Il gen sekanslan ve C. parapsilosis suslarinin DNA parmak izi andizi ile C.
parapsilosis izolatlar1 3 gruba ayrilabilmektedir (8).

Arastirmacilar C. parapsilosis grup 1, 1l ve [II’Un farkli genleri arasindaki DNA
sekans farkliliklarinin, bu gruplart attir olarak tammlayacak kadar fazla oldugunu
belirlemis, grup 11 ve grup IlI izolatlarnn sirasi ile Candida orthopsilosis (C. orthopsilosis)
ve Candida metapsilosis (C. metapsilosis) olarak adlandirilmasini, grup | izolatlarin ise C.
parapsilosis ach ile kalmasin 6nermistir (8). Turler arasinda ayinmin yapilabilmesi icin ise
bir sekonder alkol dehidrojenazi kodlayan ve Ug tlrde de yayginca bulunan secondary
alcohol dehydrogenase (SADH) geninin restriksiyon polimorfizm analizi dnerilmistir (9).

Candida enfeksiyonlarinin patogenezini agiklamak ve yeni kandidoz tedavisini
gelistirmek amaci ile yapilan calismalarda konak savunma sisteminin rolinin yamnda
Candida'lara ait virulans faktorlerinin de onemi belirtilmektedir. Yapilan arastirmalar
enfeksiyonlarda tek bir virulans faktoriniin rol oynamadigim gostermistir. Ozellikle
adherens, germ tUp olusturma, proteinaz, fosfolipaz maor virulans faktorleridir. Ayrica
toksinler, pleomorfizm, fenotip degisimi, hiicre duvan ve ylzey degisimi ile hidrofobisite
gibi faktorler de virulansta ve patogenezde rol oynamaktadir. Slime faktér, hemolizin,
esteraz ve lipaz gibi faktor ve enzimler de virulans belirleyen di ger faktorlerdendir (10).

Candida parapsilosis’in prostetik materyallere selektif yapisma yetenegi, plastik
yuzeylerde biyofilm olusturmasi, ekstrasellller proteaz salgilamasi, insanlarin ellerinde

kolonize olmas, ylksek glukoz ve lipid yogunlugunda cogalma yetenegi, fenotipik
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donustima, ilag ve inhibitorlere rezistans gostermes gibi direk olarak virulans: ile
iliskilendirilen ilging biyolojik 6zellikleri bulunmaktadir (7).

Bu calismada, degisik Kklinik oOrneklerden izole edilen C. parapsilosis grubu
tarlerinin dagilimimin belirlenmesi, maya turti mantarlarin patogenezinde roli olan esteraz
uretimi, total parenteral nutrisyon’da (TPN) Ureme yetenegi, biyofilm Gretimi ve salgisal
aspartik proteinaz geni (SAPP geni) varhgmn arastirilmast ve tlrler arasindaki
farkliliklarin  belirlenmesi  amaglanmistir. Calismamiz  sonucunda  hastanemizdeki C.
parapsilosis grubu tdrlerinin prevalanst belirlenecek, tirlerin virulans faktorlerinin
karsilastiriimas: saglanacaktir. Calismamizdan elde ettigimiz verilerle tlrlerin patogenezi

hakkinda bir 6ngori olusturmamiz planlanmustr.



2. GENEL BILGILER

2.1. Candida parapsilosis’in Genel Ozellikleri

Candida parapsilosis turlei Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyerinde, 37
°C’ de 24 saatte Ureyerek genellikle kirli beyaz, krem rengi, yumusak kivamli, tipik olarak
mayams kokulu koloniler olustururlar. Candida tarlerinin - musr  unu-Tween 80
besiyerindeki morfolojileri ayirict tamya yardimcidir. C. parapsilosis misir unu-tween 80
besiyerinde Urediginde yalanci hifler boyunca tek tek veya bazen kicik kiimeler yapacak
bicimde dizilmis blastokonidyumlar ve aradarda dev hicreler olusturur. Ancak Cadida
turlerinin kesin tama seker fermentasyon ve asimilasyon deneyleri ile konulur (11).

Asimilasyon paternlerinin degerlendirilmes icin farkli teknikler gelistirilmistir.
2003 yilinda Hazen ve Howell adli arsgtirmacilar,kagit diskler Gzerinde yerlesik kiglk
besiyeri plaklanna farkli karbonhidrat yerlestirerek gelistirdikleri teknikte, spesifik disk
etrafinda olusan maya tremesinin mayanin karbonhidrat: asimile edebildigini gosterdigini
belirtmistir. Bu metod basit ve hizlidir; bu nedenle rutin laboratuvarda kolayca
uygulanmaktadir. APl 20C, APl ID32C gibi farkli ticari kitlerde bu yoOntemin
modifikasyonu kullaniimaktachr (12).

Fermentasyon testlerinin hazirlanmast daha zordur. Klasik testler farkh
karbonhidratlar eklenmis likit besiyeri, fermentasyon kriterleri olan asit Uretiminin
Olctlmesi icin pH degisimini test eden bir renk belirteci ve gaz Uretimini belirleyen bir
aygit icermektedir. Cogu ticari kit sisteminde fermentasyon yontemi kullaniimamakta, kit
sistemleri gendlikle asimilasyon testlerine dayanmaktadir (12).

Candida parapsilosis  turlerinin  fermentasyon ve asimilasyon profillerine
bakti g mizda glukozu fermente ederken laktozu fermente edemezler. Bazi kdkenler siikroz,
maltoz ve trehaloz fermentasyonu yaparlar. Glukoz, laktoz, maltoz, trehaloz, D-ksiloz, L-
arabinoz, ribitol, D-mannitol ve stikroz yikimim gerceklestirirler; ancak potasyum nitrat,

laktoz, raffinoz, inositol, salisin, D-arabinoz yikimim gergeklestirmezler (11).



2.2. Candida parapsilosis Tiirlerinin Tanisi

Gegmiste C. parapsilosis’in - monoklonal oldugu dustintlmekte idi; ancak
simdilerde molekiler tiplendirme teknikleri ile 3 farkl tire (genotip I-11-111) ayrilmaktadir.
C. parapsilosis ismi genotip | izolatlarimi temsil ederken, genotip Il ve Il izolatlar
srasiyla C. orthopsilosis ve C. metapsilosis adlart ile ayr1 tlrler olarak tammlanmistir. Bu
iki yeni tammlanan tir fenotipik yonden C. parapsilosis’e benzemekte; fakat genotipik
yonden farklilik géstermektedir (13).

Candida parapsilosis ile yakindan baglantili yeni tlrlerin tanmimlanmass RAPD
andizi, nikleotid sekans analizi, DNA-DNA hibridizasyonu, prob hibridizasyonu,
mitokondrial DNA analizi, multilokus sekans tiplendirme yontemi, mikrosatellit anaizi,
genomik DNA’mn Amplified fragment length polymorphism (AFLP) andlizi ve Restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analizi gibi farkli molekiler tekniklerle
yapilmaktadhr (13).

Turler arasinda ayinmin yapilmasi icin her 3 tirde de yayginca bulunan SADH

geninin restriksiyon polimorfizm analizi (PCR-RFLP) dnerilmistir (8).

2.3. Candida parapsilosis’in Epidemiyolojisi

Candida parapsilosis dogada yayginca bulunan bir mikroorganizmadir. Tr sadece
toprak, deniz suyu ve bitkilerden izole edilmekle kalmamakta ayn: zamanda insan ve
memelilerin kommensal bir Uyes olarak mukozal yizeyler, deri ve tirnaklardan da izole
edilebilmektedir (7). Yapilan calismalarda saglikli konaklarin ellerinde yiksek oranda
maya kolonizasyonu raporlanmis, C. parapsilosis’in en yaygin izole edilen maya tiru
oldugu belirlenmistir. C. parapsilosis en sklikla insan ellerinin subungual boélgelerinden
izole edilmektedir (3, 14).

Candida albicans, gastrointestina sistem (GIS) ve genital mukozada kolonize olan
en yaygin Candida tiri olmasna ragmen, C. parapsilosis manutrisyonlu kisilerin
diskilarindan, nadiren saghkli  yenidoganlarin  ve asemptomatik  diabetiklerin
orofarinkslerinden izole edilmekte ve kadin genital sistemden izole edilen Candida’larin
%10’ undan azim olusturmaktadir (15).

Candida parapsilosis kandidiazis olarak tammlanan farkli enfeksiyonlara neden

olan firsatgt bir patojendir. Tdr nozokomiyal fungemi olgularimin %30 undan
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soyutlanmakta septik artrit, peritonit, vajinit, endokardit, tirnak ve deri enfeksiyonlarina da
neden olmaktadir (16).

Nozokomiyal C. parapsilosis enfeksiyonlarinin epidemiyolojis karmasiktir ve iyi
tammlanmamustir; kolonize hastalar, hastane personeli ve turtin plastik medikal aetlere
yapismasi, cevresel ylzeylerde yasayabilme 6zelliklerini kapsamaktadir (17). Saglik bakim
calisanlannin ellerindeki C. parapsilosis kolonizasyonu oramnin belirlenmesi icin yapilan
bir calismada, analiz edilen 86 saglik bakim galisaninin %59.3 tiniin maya turt tasidig;
bunlardan en yaygin olammin C. parapsilosis (%51) oldugu belirlenmistir (14). Tayvan'da
Chang Gung Cocuk Hastanesi yenidogan yogun bakim nitesinde (YDY BU) ortaya ¢ikan
bir C. parapsilosis fungemi salgim Uzerinde yapilan calismada, ¢cok disik dogum agirlikl
yenidoganlar ve bu yenidoganlarin saglik bakicilarindan elde edilen 31 C. parapsilosis
izolati analiz edilerek yenidoganlardan elde edilen kan izolatlan ile saghik bakim
calisanlanndan elde edilen izolatlar arasinda baglant1 oldugu belirlenmis, salginin saglik
bakim calisanlarinin elleri vasitasiyla capraz enfeksiyondan kaynaklandigi sonucuna
variimistir (18). Farkli calismalarda, saglik bakim calisanlart ve yenidoganlarin direk
etkilesimi srasinda kateterlerin C. parapsilosis’in kana gegecegi bolgelerden maniplle
edilmes veya yerlerinin degistirilmesi, likid gliserin destekleri ve topika sivilar kullammi
durumlarinda olusan C. parapsilosis saginlari  bildirilmistir.  Hiperalimentasyon
soltsyonlari, intravaskiler basing izleme aletleri, oftalmik irrigasyon soltsyonlart ve
glukoz icerikli soltsyonlarin kontaminasyonu sonrasinda olusan baska C. parapsilosis
salginlar: darapor edilmistir (7).

Steroid gibi malignite icin yeni tedaviler ve uygulamalarin ortaya gitkmasi, cerrahi
islemlerin artmasi, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi ve uzun sireli
hastane yahisi kandidal kan akinmm enfeksiyonlarinda artisla iliskilendirilmektedir.
Epidemiyolojide C. parapsilosis lehine donisim gozlenmesi, son iki dekadda Ozellikle
intravaskiler aletlerle iligskilendirilen C. parapsilosis’e baglhh kan akimi enfeksiyonu
insidansindaki artisa bagl1 olabilir (7).

Candida parapsilosis Avrupa da tim kandidemi epizodlarinin %15-23' iinden izole
edilen ikinci veya Uclncl en yaygin etken; Amerika da 12 yasindan blylUk hastalarda
uglinct (%12) siklikla, daha geng hastalarda ise ikinci siklikla (%34) izole edilen etkendir.
Brezilya ve diger Latin Amerika Ulkelerinde kandidemi olgularimin  %20-30 unu

olusturmakta, eriskin ve pediatrik popllasyonda benzer prevalans gostermektedir (19).
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2010 yilinda yapilan bir calismada YBU hastalarinda gorilen kan akimi
enfeksiyonlarinin %18,7’ sinin Candida turleri ile olustugu, C. parapsilosis’in %77.1 orani
ileilk srada yer aldig: belirlenmistir (20).

Candida parapsilosis YDYBU’ de C. albicans’ dan(%61) sonraikinci siklikla (%29)
izole edilen turdur. Ustelik bazi YDYBU’ lerde Candida sp. prevdana C. albicans’dan C.
parapsilosis yonune kaymistir. YBU’ deki bebek hastalarda bu tiire bagli gelisen kan akimi
enfeksiyonlart icin ¢ok sayida risk faktori tammlanmustir. Bunlar premattr dogum, gok
dustik dogum agirlign (<1500 gram (gr)), hastanede yatis siiresinin uzamasi, santral venoz
kateter kullammu, hiperalimentasyon, intralipid, parenteral nutrisyon, H, bloker ve
Ozellikle Uglncu kusak sefalosporinler olmak Uzere genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullammudir (18). Aslinda C. parapsilosis, gastrointestina sisteminde Candida
kolonizasyonu bulunan yenidoganlarin yaklasik 1/3'tnden, saglikli yenidoganlarin
orofarinkslerinden ise %23 oraminda izole edil ebilmektedir. 1994 yilinda Amerika da
George Washington Universitess Hastanes’nde 82 yenidogan (izerinde yapilan bir
calismada, infantlarin %19’ unda Candida kolonizasyonu tespit edilmis, bunlarin dérdinde
C. parapsilosis sepsis, birinde C. albicans sepsisi gélistigi bildirilmistir. Anneden bebege
vertikal transmisyon siklikla Candida kolonizasyonu ile sonuglanmaktadir ancak; C.
parapsilosis bulunan infantlarda,kolonizasyon materna izolatla agiklanamamustir. C.
parapsilosis'in vginada sik bulunmayan bir tir olmasi, infantlarin dogum esnasinda bu
tire maruziyetini snirl1 hale getirmektedir (3).

Candida parapsilosis grubu varligi birkag yildir bilinmesine ragmen, grup icinde
yer dan, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis ath ile bilinen iki nadir tiriin epidemiyolojis
hakkinda bilinenler azdir. C. orthopsilosis’in salginin bir parcas: olarak rapor edildig en az
2 salgin bulundugu kaydedilmistir. Tk salgin San Antonio’da bir hastanede raporlannmustir
(21). Diger salgin ise 2000 yihinda, Brezilya'da tamimlanan kiglk capli bir C.
orthopsilosissalgimdir (22). Tipler arasinda ayirimin yapilamadigi ve bu nedenle de C.
orthopsilosis veya C. metapsilosis ile olusmus olabilecegi dustintlen baska C. parapsilosis
salginlar: da raporlanmistar.

ARTEMIS  Antifungal  Surveyans  Programr’nmin  dinya  genelindeki
kolleksiyonundan saglanan 1929 C. parapsilosis oldugu disUnillen izolat Uzerinde yapilan
bir calismada, C. parapsilosis grubu prevalansinin bolgelere gore degistigi, en yuksek C.
orthopsilosis prevalansimin Guney Amerika da (%10.9) oldugu belirlenmistir (23). Bir

baska calismada da C. parapsilosis grubu izolatlarnnmin prevalans oranlarimin cografik
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bolgelere gore degistigi, C. parapsilosis sensu stricto' nun hem yizeyel hem de invaziv
enfeksiyonlarda diger psilosis grubu tirlerine gére daha yaygin gozlendigi tespit edilmistir
(24).

Candida parapsilosis grubu tarlerinin hematojen enfeksiyonlan epidemiyolojis
hakkindaki en kaba veri Ispanya da yapilan popuilasyon bazli bir kandidemi calismast ile
elde edilen 87 olaa C. parapsilosis izolatimn molekiler tammlamast ile saglanmistir. Bu
calismada C. orthopsilosis ve C. metapsilosis izolatlarimn enfeksiyon oranlarinin sirasi ile
%5.7 ve %6.8 oldugu belirlenmistir (19).

2.4. Candida parapsilosis’in Virulans Faktorleri

2.4.1. Adherens (Yapisma) ve Slime Uretimi

Candida parapsilosis’in kolonizasyon ve enfeksiyonu fungusun konak hticrelere ve
Ozellikle mukozal ytizeyler olmak Uzere konak dokularina adhere olma yetenegine baglidir.
Invaziv medikal aletlere adherens biyofilm olusumunu kolaylastirmakta ve konak
hasarindan korumaktadir. Hucre yuzey hidrofobisites C. parapsilosis'in yuzeye ilk
adherensi ile iliskilendirilmekte ve slime Uretimi C. parapsilosis’in plastik kateterlere
adhere olma egilimi ile bagdastiriimaktadir (3).

Kompleks polisakkarit yapida biyolojik bir film tabakasi olan slime maddes,
mikroorganizmanin konak hiicre ylizeyine yapismasinda, kateter ve tip gibi diz yulzeyli
tibbi aetlere tutunarak buralarda cogalmasinda 6nemli rol oynar. Diger taraftan
opsonizasyon, fagositoz ve kemotaksis gibi  immun mekanizmaara karsi
mikroorganizmayi koruyan slime faktdranun, 16kosit ve lenfosit etkinliginde de azalmaya
yol actig1 bildirilmistir (4).

Slime faktorunin o6zellikle Staphylococcus epidermidis’in neden oldugu kateter
enfeksiyonlarinda, patogenezde dnemli rol oynadig: bilinmekte, Candida kokenlerinin de
aym mekanizma ile ciddi enfeksiyonlara yol actigi son yillardaki bazi yayinlarda
tartisilmaktadir (4).

Yapilan bir calismada, IV hiperaimentasyon alan bir hastanin kateter ylUzeyinde
olusan biyofilm icinde C. parapsilosis varlig: belirlenmis; bu nedenle bu organizmanin da
S. epidermidis’de gozlenen sekilde ekstraselliler madde Uretebilecegi ileri strdlmustdr
(25).
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Baz1 raporlarda C. parapsilosis’in, kan ve ortopedik aletlerden izole edilen maya
turleri arasinda relatif olarak yuksek prevalansda oldugu rapor edilmis ve bu tir ile aet
iliskili enfeksiyonlar arasinda baglanti varlig: ileri strdlmastir. Ancak turtn klinik alet
iliskili enfeksiyonlara egiliminin, in vitro ve/veya hayvan modellerinde gosterdigi yiksek
dizeyde adherens Ozelligine atfedilecegi hakkinda sistematik tarzda bir calisma
yapimamstir (26).

Cevresel faktorler Candida adherensini etkileyebilir. C. parapsilosis’in sekerden
zengin hiperalimentasyon solGisyonlarinda selektif treme avantaj: bulundurdugu, glukozda
uremesini takiben mukozal epitelyal hiicrelere adherensinin arttigi gosterilmistir. Bu bulgu
parenteral nutrisyon ile organizmamn olusturdugu enfeksiyon salginlan arasindaki
baglantimn agklanmasina katki saglayabilir. Cevresel kosullar maya hiicresi ytizeyindeki
bilesikleri etkileyebilir ve boylece olasliklaadherens kolaylastirir (26, 27).

Candida parapsilosis’in  deri  ve kan izolatlarinin plastige adezyonunun
degerlendirildigi bir calismada, her iki grup izolatlarin kendi aralarinda belirgin derecede
adezyon farkliliklar1 gosterdigi, izolatlarin cok dustk degerden yiksek degere varan
diizeylerde adherens degerleri oldugu belirlenmis, iki gruptan izolatlann adherengderi
arasinda ise farklihk olmadig bildirilmistir (28). Bir bagska calismada da kandan elde
edilen C. parapsilosis izolatlan ile diger vicut bolgelerinden elde edilen C. parapsilosis
izolatlannmn adherens yetenekleri karsilastirilmis, iki grup arasinda anlamli farklilik
olmadig1 kaydedilmistir (29).

2.4.2. Fenotipik Doniisiim

Mayalardaki fenotipik donusuim, somatik mutasyondan daha siklikla gozlenen ve
spontan yoldan degisik morfolojide kolonilerin olusmast olarak tarmlanan in vitro geri
donisimla bir fenomendir. Mayalar pH, sicaklik ve serum varligi gibi genis aralikta
cevresel degisikliklere cevap veren coklu regulator yollar gelistirirler. Bu cevresel
sinyaller, olusturdugu morfolojik degi simin sonucu olarak ttim fungal popul asyonda maya-
hifal donisimine veya kapsil olusumuna egilim yaratirlar. Fenotipik degisim aym
zamanda dustk siklikta ve rasgele olusabilir; degisen fenotipler bazi kosullarda
seleksiyona ugramalarini saglayan biyolojik avantgjlara sahip olur. Bu durum, maya
hicrelerinin  farkli  konak mikrocevrelerine  kaitimsal ve kalitimsal olmayan
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mekanizmalarla hizlica adapte olmasina olanak taniyarak, dokulara invazyonuna ve konak
immun cevabindan kagisina katki saglar (30).

Hem in vivo hem de in vitro gdzlenen tabakal1 biyofilm yapig, hifa olusumu igin
meydana gelen morfolojik degisimin biyofilm maturasyonunda énemli rol aldigin ortaya
cikarmustir. Yapilan bir ¢alismada hifa veya maya formunda sabitlenen mutant hiicrelerin
her iki tarinin de biyofilm halinde gelistigi, buna ragmen olusan biyofilmin rudimenter

kaldig ve vahsi tip biyofilmler kadar stabil olmadig raporlanmustir (31).

2.4.3. Biyofilm Uretimi

Candida’ larin major virulans faktorlerinden biri farkli ortamlara adapte ol abilmeleri
ve biyofilm olusturma yetenekleridir. Biyofilm, ekstrasellUler matriks ile cevrelenmis
ylzeye yapisik mikroorganizma toplulugudur ve en yaygin gorilen mikrobiyal Ureme
formudur (3, 32).

Kandidal biyofilmler 3 asamada olusmaktadir. Erken fazda (0-11 saat) maya
hicreleri Urine yapisir, ara fazda (yaklasik 12-30 saat) blastosporlar karbonhidrattan
zengin ekstraselliler matriks olustururken aym zamanda cogalir, agrege olur ve
mikroorganizma kiumeleri olusturur. Olgunlasma fazinda (yaklasik 31-72 saat) maya
hicreleri kalin ekstraselliler matriks tabakasi ile tamamen kaplanir (33).

Silikon elastomer ve polivinil klorid gibi diz, hidrofobik yuzeylerdeki tipik bir
biyofilm tabakas iki farkli komponentten olusur. Bunlar; bir ekstrasellller polimerik
madde ile cevrelenmis yilizeye yapisik blastospor tabakas ve bunun tzerinde bulunan hifal
element tabakasidir. Hifal hicreler arasindaki su kanallari, cevreden saglanan besin
maddelerinin alt tabakalara difizyonunu kolaylastirir ve atik maddelerin uzaklastirilmasin
saglar (33).

Biyofilm olusumu hifal Greme yolunun aktivasyonunu gerektirmektedir. Efgl ve
cphl gibi hifal Ureme regulatorlerinden yoksun mutantlar biyofilm Uretememektedir.
Candida turleri, plastik veya baska ylzeylere yapismayi takiben hiicrede olusan yapisal ve
davranissal degisim sonucunda biyofilm olusturmaya baslar. C. albicans’da maya
formundan hifal forma dimorfik dontsim ile biyofilm dretimi arasinda belirgin baglanti
bulunmakta, hifal Greme formundan yoksun vahsi tip C. albicans sSuslar1 kateter diskleri
Uzerinde sadece ince bir bazal maya tabakas olustururken, flament6z formda Ureyen
hiicreler yogun biyofilm tabakas Uretmektedir (35).
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Candida parapsilosis’in farkli koloni morfolojileri arasinda dontsim oldugu
gosterilmistir (36). Bir C. parapsilosis izolatinin burusuk, konsantrik, kar topu (snowball)
tipi, R (rough, kaba) tipi ve S (smooth, diz) tipi olmak Uzere 5 farkli fenotipi
tammlanmistir (37). Yapilan bir ¢alismada hiicre morfolojisinin koloni fenotipine goére
farklilik gosterdigi, burusuk ve konsantrik fenotiplerin baskin olarak psodohifal formda
bulundugu, konsantrik fenotipteki hicrelerin yaklasik %45 oraninda daha genis oldugu,
Ozellikle konsantrik fenotipte olmak Uzere hicrelerin uzunlugu boyunca ve tomurcuk
boyunlarnda kitin dagilimi gosterdigi; diz fenotipteki hicrelerin ise kiclk ve maya
formunda bulundugu, baskin olarak tomurcuklanma bolgelerine lokalize kitin icerdikleri
belirlenmistir. Aym zamanda biyofilm miktarinin fenotipe spesifik ve sus kaynagindan
bagimsiz oldugu, burusuk fenotip gbsteren bir izolatin ayn fenotipteki baska izolatlarla
esit miktarda biyofilm Urettikleri belirlenmistir. Maya formunda treyen diiz fenotipteki C.
parapsilosis hucrelerinin plastik ylzeylerde az miktarda biyofilm dusturdugu, baskinca
flament6z form olusturan konsantrik fenotipteki hicrelerin ise yogun biyofilm Urettikleri
bildirilmistir. Sonuc¢ olarak C. parapsilosis'in flamentasyon olusturmast ile biyofilm
uretmesi arasinda belirgin korelasyon oldugu raporlanmistir (35).

Candida parapsilosis Suslart gercek hifa olusturmaz, fakat yalanci hifa veya baska
filamentdz formlarda Urer. C. parapsilosis biyofilmlerinin C. albicans’in olusturdugu
biyofilmler kadar yogun olmadig; bu durumun torin dreme kosullarindan
kaynaklanabilecegi, Ozellikle yiksek glukoz konsantrasyonu bulunan ortamlarda tdrtin
biyofilm Uretiminde 6nemli 6lglde artis gosterdigi belirtilmistir (3, 6, 35).

Candida parapsilosis’in IV kateter enfeksiyonlari ile iliskilendirilen bir maya tirQ
oldugu ve nadiren de ekstravaskiler veya hematojen yayilimli enfeksiyonlarin da nedeni
oldugu belirlenmistir. Y lksek glukoz konsantrasyonunda tUreme ve prostetik materyallere
yapisma Ozellikleri C. parapsilosis’e, vaskiler aletleri kolonize ve enfekte etmesi igin
selektif avantg) kazandirabilmektedir. Bu gozlemlere uygun bir bulgu C. parapsilosis’in
fazla miktarda dlime UOretebilmesidir. Yapilan bir caismada tdrin intravenoz
hiperalimentasyon alan hastalarin kateter yiizeylerinde fazla oranda biyofilm olusturduklar
rapor edilmistir (17).

Candida parapsilosis biyofilmleri santral ve periferal venoz keteterler, hemodiyaliz
ve peritoneal diyaliz kateterleri, intrakardiak prostetik aletler ve prostetik eklemler gibi

farkli medikal aletler Uzerinde olusabilir. Tdr, insan derisinin  kommensal Uyesi
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oldugundan, Ozellikle el hijyenine dikkat edilmeyen saglik merkezlerinde, kullamlmasi
Oncesinde veya kullanilmas esnasnda medikal aletlerle etkilesime gecebilir (3).

Medikal aletlerle iliskilendirilen kandidal enfeksiyonlarin tedavisinde sinirli sayida
antifungal ilagc kullanlabilir ve enfekte aletlerin genellikle uzaklastirlmas: gerekir.
Biyofilm icinde yer alan Candida’lar, serbest yasam formlar ile karsilastirildiginda
antimikrobiyal gjanlara yiksek diizeyde rezistans gosterirler (33).

2.4.4. Salgisal Aspartik Proteinaz Enzimi (Sap) Uretimi

Candida albicans ve baska bazi Candida’lar tek nitrojen kaynagi olarak protein
iceren besiyerlerinde proteinaz salgilarlar. Bunlar C. albicans ve Candida tropicalis (C.
tropicalis)’de proteolitik ve keratinolitik etkinlik gosteren karboksil proteinaz; C.
parapsilosis ' de proteolitik etkinligi olan aspartik proteinaz ve C. albicans’daki
kollagenolitik enzimlerdir (38).

Candida proteinazlan ilk olarak Staib tarafindan C. albicans’ da kesfedilmistir.
Ardindan, C. tropicalis ve C. parapsilosis izolatlarmmin gogunda da ekstrasellUler
proteolitik aktivite belirlenmistir. Hucre dis1 salgi asit proteinazi 1993'de Amerika
Mikrobiyoloji Cemiyeti tarafindan salgi aspartik proteinazi ach ile kabul edilmis ve C.
albicans’1in aspartik proteinaz ailesini kodlayan birgcok gen (SAP geni) belirlenmis; S4P
gen ekspresyonunun bu mantarin mayadan hife gegisi (dimorfizmi) ve fenotipik degisimi
ile ilgili oldugu ortaya konmustur. Yapilan calismalarda Candida tirlerinin salgisa
aspartik proteinaz Uretme yeteneklerinin farkli oldugu, bu proteinazlarin bovine serum
albumini (BSA) gibi yiksek molekuler agirlikli nitrojen kaynag: bulunduran ve pH'1 5.0
civarinda olan in vitro ortamlarda rutin olarak eksprese edildigi bildirilmistir. Klinikle
iliskili diger Candida tirleri (C. glabrata, C. krusei, C. kefyr ve C. guilliermondii) hiicre
dis1 proteinaz Uretmiyor gibi gorinmektedir. Bu durum Candida tirlerinin insandaki
virilans siralamasina da yansimaktadir. Y Uksek proteolitik etkinlige sahip C. albicans
kokenlerinin in vivo proteinaz salgilayarak farelerde daha yiksek oranda 6lium vel/veya
kolonilesmeye sebep olduklar: gosterilmistir. C. parapsilosis’ de ise proteolitik aktivite ve
virulans arasnda korelasyon belirlenmemistir. Proteolitik potansiyeline ragmen tir
insanlarda, hayvanlarda ve in vitro ortamlarda diisUk virulans gostermektedir (38, 39, 40).

Candida tropicalis ve C. albicans aspartik protenazlarn 41-43 kilodalton (kDa)
agirhginda ve izoelektrik noktast 4.5 olan glikoproteinlerdir. C. parapsilosis aspartik
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protenazlan ise 33 kDa agirhiginda ve izoelektrik noktast 5.7 olan glikoproteinlerdir.
Kandidal aspartik proteinazlar pH 4.0-4.5 arasinda optimal aktivite gosterirken, 2.5'in
atinda ve 5.0'1n Uzerindeki pH degerlerinde inaktive olmaktadir (41). Sap’lar konak
mukozal membranlarn yikarak ve immunoglogulin G (IgG) agir zinciri, az- makroglobulin,
C3 protein, B-laktoglobulin, laktoperoksidaz, kollagen ve fibronektin gibi 6nemli
immunolojik ve yapisal savunma proteinlerini parcalayarak konak dokuya invazyonu ve
kolonizasyonu kolaylastirmaktadir (3).

Sap oncul enzimleri, G¢ boyutlu yapsinda rol alan bir amino-terminal sinyal
peptidi, iki korunmus aktif aspartik rezidil bolges ve dort sistein rezidisl icermektedir.
Matir enzim ise sinyal peptidi ve Kex2 enzimi ile gergeklestirilen protediz isleminden
sonra ortaya gikmaktadir (42).

Candida parapsilosis’ de salgisal aspartik proteinaz kodlayan 3 gen tantmlanmis ve
SAPP1, SAPP2 ve SAPP3 olarak isimlendirilmistir. SAPP3 gen 0Urind gizemini
korumasina ragmen, diger genlerin Urtnleri olan Sapp-1p ve Sapp-2p izoenzimleri
Uzerinde enzimatik arastirmalar yapilmistir (43).

SAPP2 geni asil haliyle yalanci gen (pseudogen) olarak sniflandirilsa da, 1993
yilinda yapilan bir ¢alismada, C. parapsilosis kulturt ortamindan SAPP2 gen Urind olan
Sapp-2p izolasyonu saglanmis; Sapp-2p’ nin, SAPPI gen Urlnd olan Sapp-1p ile karisim
halinde bulundugu ve kdiltir supernatamindan elde edilen enzimin yaklasik %20 sini
olusturdugu gosterilmistir (44). 2006 y1lindaise Sapp-1p ve Sapp-2p izoenzimleri Uzerinde
enzimatik calismalar yapilarak Sapp-2p’'nin proteolitik aktivites gosterilmis; bir baska
calismada ise her iki enzimin de genis substrat spesifitesi gosterdigi, fakat katalitik
aktiviteleri ve ekspresyon paternlerinde farkliliklar oldugu, SAPP2 geninin yapisal olarak
transkribe edildigi, SAPP1 transkripsiyonunun ise tek basina nitrojen kaynag olan eksojen
proteinlerin varhgndaindiklendig belirlenmistir (43, 45).

2.4.5. Fosfolipaz Uretimi

Fosfolipaz terimi gliserofosfolipidierde bulunan bir veya birden fazla ester baglarin
hidroliz edebilen heterojen enzim grubunu tammlar. Tum fosfolipazlar igin tek hedef
substrat fosfolipaz olmasina ragmen, her bir enzim kendine spesifik bir ester bagin
hidroliz eder. Bu nedenle fosfolipazlann ayirdedilmesi ve fosfolipid molekilindeki

spesifik hedef bagin tammlanmasi igin A,B,C ve D siniflandirmast kullanilir (46).
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Mikroorganizmalarin konak hiicreye invaze olmas icin penetre olmalar: ve hiicre
dis1 membram hasarlamalar: gerekir. Bu asama olasilikla fizyolojik veya enzimatik yol ile
veya bu ikisinin kombinasyonu ile gerceklesir. Fosfolipidier ve proteinler konak hiicre
membraninda en yogun bulunan kimyasal bilesiklerdir. Bu nedenle, fosfolipaz ve proteinaz
gibi bu kimyasal snifi hidrolize edebilen enzimlerin konak hticre invazyonu esnasinda
olusan membran yikimi asamasnda yerlerini almalan muhtemeldir (46).

Candida albicans’da ekstrasellUler fosfolipaz Uretimi, 19601 yillarda yumurta
sarnst veya lesitin igeren kahi ortamlarda bu mayalann Uretilmesi ve ¢okmus lipid
drdnlerinin analiz edilmesiyle kesfedilmistir (47, 48).

Y apilan bir ¢alismada hem yumurta saris bazl1 yontemler ile hem de kolorimetrik
yontemler ile nonalbicans Candida tlrlerinin ekstrasellUler fosfolipaz Urettikleri
belirlenmis; ancak non-albicans Candida turlerinin C. albicans’a gore anlamli derecede
dustik miktarlardafosfolipaz Grettigi bildirilmistir (49).

Fosfolipazlarin C. parapsilosis’ deki rolleri iyi bilinmemekte ve bu virulans faktori
hakkinda celiskili veriler bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar C. parapsilosis suslarinda
%51 kadar fosfolipaz aktivites oldugunu, diger bazilan ise fosfolipaz aktivites
gostermediklerini belirtmektedir. Brezilya Sao Paulo’da kandidiriye neden olan 4 C.
parapsilosis Susunun sadece birinde fosfolipaz aktivitesi gozlenmistir. Bu uyumsuzluklarin
test edilen suslar arasinda bulunan biyolojik farkliliklardan ve 6rnek sayisnin
yetersizliginden kaynaklandigi disUndlmustir. Bundan baska, sistemik ve yizeyel
izolatlarin fosfolipaz Uretiminde farkliliklar oldugunu belirleyen ve fosfolipaz aktivitesini
sadece kan izolatlarinda tammlayan arastirmacilar da bulunmaktadir. Bazi arastirmaclara
gore ise yuzeyd C. parapsilosis izolatlan sistemik izolatlardan daha yiksek oranda
fodolipaz aktivites gostermektedir(3).

2.4.6. Lipaz Uretimi

Lipazlar triagilgliserollerin sentezini ve hidrolizini katalize ederler; yuksek
scakliklarda ve organik ¢oziculerde stabil kalmalar1 ve proteolize direng gostermeleri ile
karakterize edilirler. Mikrobiyal ekstraselltler lipazlarin, besinsel gereksinim icin lipidleri
parcalama, konak hiicre veya dokuya adezyon, baska enzimlerle sinerjistik etkilesim,
fosfolipaz aktivitesinin birlikteliginde spesifik olmayan hidroliz, immun htcreleri etkileme

yolu ile inflamasyonu baslatma, koruyucu mikrofloramin lizis ile defans mekanizmasi
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gelistirme gibi olasi rolleri bulunur. C. parapsilosis’de CpLIP1 ve CpLIP2 olarak
tammlanan iki lipaz geni bulunmakta, bunlardan sadece CpLIP2 aktif protein
kodlamaktadir (3).

EkstrasellUler lipaz proteinlerinin C. parapsilosis’in lipid icerikli sollsyonlarda
proliferasyonu icin gerekli oldugu farzedilir, boylece lipazlar zengin lipid igerikli
ortamlarda besin saglayan ve Uremeyi kolaylastiran kolonizasyon faktorleri olarak
degerlendirilir. CpL1P2 ve bu genin kodladigi enzim, C. parapsilosis’in Ozellikle lipid
emulsiyonlarindaki proliferasyonunun inhibe edilmesi icin potansiyel bir hedef olusturur
(50).

Lipaz inhibitorlerinin, rekonstite insan doku enfeksiyonunda beliren doku hasarim
Onemli derecede azaltugi gosterilmistir (51). Arastirmacilar lipaz genleri CpLIP1 ve
CpLIP2' de gen delesyonlari bulunan mutantlarin insan agiz epitelyumunda minimal
degisiklik olusturdugunu ve doku yulzeyi ile etkilesiminin 6nemli derecede azaldigin
belirlemis; boylece C. parapsilosisin salgilacig lipazin hastalik patogenezinde rol
oynadhigin ileri sirmustir. Ayni zamanda lipaz Uretimi ile biyofilm formasyonu arasinda
korelasyon bulundugu, lipazdan yoksun C. parapsilosis mutantlarinin biyofilm tretiminin

Onemli derecede azaldig1 dabelirtilmistir (50).

2.4.7. Esteraz Uretimi

Lipolitik enzim arastirmalar1 kapsaminda, Malassezia furfur’ dan elde edilen hiicre
ekstresinde lipaz aktivitesi belirlenmis, bu calisma serisinin devami olan bir baska
caismada, C. albicans’in karbon kaynagi olarak Tween 80'in kullamldigi ortamda
ekstrasellUler esteraz sekrete ettigi bildirilmistir. Calismada belirlenen ekstrasellller enzim,
hidrolitik aktivitesini uzun zincirli yag asidi bulunduran suda ¢6zinir monoesterler
Uzerinde gosterdiginden esteraz olarak tantmlanmustir (52).

EkstasellUler esterazin 1a-1abil oldugu, maksimum aktivitesini pH 5.5’ de gosterdi gi
ve aktivitesinin bir lipaz aktivatori olan sodyum taurokolat eklenmesiyle stimule oldugu
belirlenmistir (52).

Mikroorganizmalarin lipolitik aktiviteleri 1956 yilinda Sierra tarafindan gelistirilen
suda ¢Ozundr tween bilesiklerinin  kullarildigi besin  ortamlarinda gosterilmistir.
Arastirmaci, tween’li ortamlarin, htcrelerin lipaz formasyonuna adapte olmalar igin yag

urtnleri ile optimal etkilesimini saglamasi, lipaz spesifite ¢al ismalarinda kullanilabilirli gi
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ve sonuclann direkt gorsel yolla degerlendirilmesine imkan vermes nedenleriyle lipaz
arastirmalar icin ideal oldugunu savunmustur (53).

Candida turlerinin farkh rween’li substratlar igin lipolitik aktivite gosterdigi ve
esteraz aktivitelerinin yaygin goéruldigt belirlenmis; tween 80 opasite testinde gorsel
opasitenin olusmast icin ise ortamda yuksek yogunlukta rween bilesigi ve buna ek olarak
kalssyum tuzlanmn kullamlmas gerektigi  raporlanmistir.  Calismalarda  esteraz
indtiksiyonunun ortamdaki susa ve tween gesidine gore degistigi ileri strdlmustur (52, 54).

Tween 80 opasite testinin Candida tUrlerinde esteraz aktivitesinin saptanmasinin
yam sra Candida dubliniensis (C. dubliniensis) kokenlerinin C. albicans’tan ayrilmasnda
da kullanil abilecegi belirtilmis ve C. dubliniensis turlerinin Tween 80 agarda inkibasyonun
Uclincli guininde, opasite agiandan C. albicans suslarindan agikca farklilik gosterdigi
bildirilmistir (55).

2.5. Candida parapsilosis’in Klinigi

2.5.1. Fungemi

Candida parapsilosis parenteral hiperalimentasyon, intravaskiler aletler ve
kontamine oftalmik solUsyonlarla iliskilendirilen fungemi ve invaziv kandidiazisin iyi
bilinen bir nedenidir (56). C. parapsilosis fungemisnde dokulara yayilma ve arkasindan
derin  yerlesimli  enfeksiyonlar gelisebilmekte, mortalite oram %4-45 arasinda
seyretmektedir. 2002-2003 yillari arasinda Ispanya’da fungemi Uzerine yapilan bir
arastirmada, olgulann %23 'Unde C. parapsilosis  belirlenmis, bunlann %51’ inin
intravaskiler kateterlerle iliskilendirildigi bildirilmistir. Klinik yonden bakildiginda C.
parapsilosis enfeksiyonlar1 ates (%100), septik sok (%22), renal yetmezlik (%10) ile
seyretmektedir. Olgulardaki altta yatan hastaliklar ise malignansi (%27), transplantasyon
(%16) ve diabetes mellitus (DM) (%9)’ dir (3).

2.5.2. Endokardit

Fungal endokardit olgularindan %94.1 oranla Candida turleri izole edilmekte,
bunlann ¢ogu kardiak cerrahiyi takiben gelismekte, C. parapsilosis tanimlanan olgularin
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%17 sinden sorumlu tutulmakta ve C. albicans’dan sonra ikinci sirayr temsil etmektedir
(3).

Candida parapsilosis’e bagli gelisen endokardit olgular1 genellikle fungemi
esnasinda ve meydana gelen doku hasarinin enfeksiyona egilim yaratmasi sonucunda
olusmaktadir. Genellikle enfekte olan kardiyak bolgeler aortik kapak (%056.9), mitral kapak
(%29.1), triktispid kapak (%4.1), ventrikiler duvar (%2.8) ve pulmoner kapaktir (%1.4). C.
parapsilosis endokarditinin mortalite ve siklik oranlari C. albicans’a benzer dagilim
gostermekte, mortalite oram %41.7-65 arasinda seyretmektedir (3).

2.5.3. Menenjit

Candida parapsilosis fungal menenjitin sik goérdlmeyen nedenlerindendir. 1966-
1994 yillar1 arasinda yayinlanan farkli kandidal menenjit raporlarinda C. albicans’ a bagl
toplam 116 (%90.1) menenjit olgusu, bunakarsilik C. parapsilosis’ e bagh sadece 2 (%1.6)
menenjit olgusu bildirilmistir. 1998-2001 yillart arasinda Slovakya da yapilan bir baska
calismada ise 13 nozokomiyal kandidal menenjit olgusunun 3'Unde (%23.1) C.
parapsilosis belirlenmis, bu olgularin birinin prematir, diger ikisinin epilepsi hastast
oldugu bildirilmistir (3).

2.5.4. Peritonit

Fungal peritonitte major predispoze edici faktér antibiyotikle tedavi edilen
bakteriyel peritonit hikayesidir; bu durumda funga Ureme kolaylasmaktadir. Y apilan bir
calismada C. parapsilosis’e bagli gelisen 55 funga peritonit hastasinin %87.3 Gnun, bir
baska calismada 7 hastanin %71.4’ Gnin gecmiste antibiyotik kullandigi belirlenmistir. C.
parapsilosis peritoniti klinik olarak bulanik diyalizat akintia, abdomina agri, ates ve
barsak obstruksiyonu ile iliskilendirilmekte, semptomlar1 diger Candida tirleri ve
bakterilerin olusturdugu peritonit semptomlarina benzemektedir. Bu nedenle, fungal
peritonit nedenleri yanlis olarak bakteriyel patojenler olarak degerlendirilmekte, sistemik
antibakteriyel gan kullammuina neden olmakta; bdylece fungal hastalik hizlica
ilerlemektedir (3).

Candida albicans1in peritonit olgularindan en sik izole edilen gan olduguna

inanilmasna ragmen, sirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) adan hastdarda C.
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parapsilosis'in baskin tir olduguna iliskin cok sayida rapor bulunmaktadir. Son
donemlerde yapilan bir ¢calismada Candida tirlerine baglh gelisen fungal peritonit orammnin
%86 (19 olgu) oldugu raporlanmis, bunlarin %41’ inin (9 olgu) C. parapsilosis ile olustugu
bildirilmistir (57). C. parapsilosis peritonitinde apse formasyonu ve kateter ¢ikarilmasna
ragmen peritonitin uzamasi gibi komplikasyonlar gelismekte, bunlarin gelisme oranlar
diger Candida turlerinden daha yiksek seyretmektedir (3, 7).

2.5.5. Artrit

Fungal artritler nadir gortlmekte ve siklikla Candida tirleri ile olusturulmaktadir.

Sahsi olgu raporlart C. parapsilosis’in siklikla artrosentez veya protez implantasyonunu
takiben eklemleri enfekte ettigini gostermistir. 1992’ den bu yana sadece 8 C. parapsilosis

artriti tammlanmisg, bunlarin 7’sinin eklem protezi yerlesimi, eklem injeksiyonu ve

artrosentez gibi islemleri takiben gelistigi belirtilmistir (3).

2.5.6. Goz Enfeksiyonlari

Candida parapsilosis 6zellikle operasyon sonras gelisen endoftalmit ve keratit gibi
invaziv okuler hastaliklarla iliskilendirilmektedir. C. parapsilosis endoftalmiti katarakt
ekstraksiyonu, kortikosteroidli g6z damlalarinin  kullammi, ekstrakapsiler katarakt
ekstraksiyonu, intraokiler lens implantasyonu, topikal ve subtenon (goz ici) steroid
uygulamimi ve intrakapsiiler katarakt ekstraks yonu sonrasinda gelismektedir (3).

Keratit olgularinda gozlenen klinik, hastadan hastaya degiskenlik gostermekte; C.
parapsilosis keratiti kliniginde kizariklik, fotofobi, agri, gbérmede azalma, sari-beyaz bir
infiltrat ve diger mikrobiyal keratit formlarindan ayirdedilemeyen 6zellikler gbsteren

nemli, nekrotik stromal inflamasyonla sonuglanan ciddi hastalik tablosu bulunmaktadir (3).

2.5.7. Onikomikoz

Gecmis yillarda C. parapsilosis, tirnagin patolojik lezyonlarinin nadir nedeni olarak
anlmakta idi, fakat tirin Candida onikomikozuna neden olan en yaygin etyolojik gan
olduguna dair ifadeler artmaktadir. C. parapsilosis’in olusturdugu tirnak enfeksiyonlari
raporlanna gore, daha cok proksimal subungual onikomikoz veya total distrofik
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onikomikoz klinigi gosteren C. albicans’in aksine turdn klinigi distal tirnak hastaligi
formundacir. C. parapsilosis’e bag1 gelisen tirnak enfeksiyonlar: icin risk faktérleri
tirnakta travmatik distrofi hikayes ve bahgeyle ugrasmak gibi aktiviteler esnasnda topraga
maruziyettir. Melanosinin gozlendigi nadir bir C. parapsilosis onikomikoz olgusu da
tanumlanmustir (3, 7).

2.5.8. Vulvovajinit

Candida parapsilosis fungal vulvovajinit olgularimin nadir bir nedenidir. Belgika da
bir Gniversite hastanesinde aralarinda sadece 39 klinik kandidiyazisi bulunan 612 hastadan
elde edilen 123 pozitif vajinal swab orneklerinde en yaygin izole edilen gjan %68.3 orani
ile C. albicans olurken; C. parapsilosis %8.9 oranla tiginci sirada yer almistir (3).

Candida parapsilosis kasinti, yanma, disparoni ve vagjina akintt gibi vulvovagjinal
semptomlardan  sorumlu  olabilmekte fakat aym zamanda asemptomatik de
seyredebilmektedir (7).

2.5.9. idrar Yolu Enfeksiyonu

Son donemlerde C. parapsilosis’e bagl primer idrar yolu enfeksiyonlar: artmakta
ve Uriner kateterlerin varligi ileiliskilendirilmektedir. Mikroorganizmanin kateter yiizeyine

yapismasi kolonizasyonu ve enfeksiyonu icin belirleyici faktordir (7).

2.6. Candida parapsilosis’in Tedavisi:

Invaziv C. parapsilosis hastaligimn tipik tedavisi, yabanci cismin uzaklastiriimas:
ve sistemik antifungal uygulanmmindan ibaret olmasina ragmen, halen bu hastaligin
tedavisinde gorus birligi saglanamamistir. Amfoterisin B gecmisten bu yana en yaygin
kullamlan antifungal ajandir. Enfeksiyoz suslarda amfoterisin B direnci bulunan sahsi olgu
raporlan yayinlanmis ve calismalar in vitro ortamda C. parapsilosis’in amfoterisin B’ye
gosterdigi rezistans oranim %2-3 olarak belirtmistir (3).

Flukonazol amfoterisin B'ye aternatif olarak en yayginca kullanilan gjandir. in

vitro duyarhlik testleri, C. parapsilosis’in flukonazol direncinin %0-4.6, ortalama MICsyve
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MICy degerlerinin sirasiyla 0.5-1 mikrogram/ml  (ug/ml) ve 1-2 pg/mloldugunu
gostermistir (3).

Candida parapsilosisin diger azollerden olan itrakonazole gosterdigi direng
oraminin %1.5-4 oldugu, vorikonazol MICso ve MICg degerlerinin ise amfoterisin B ve
daha eski azollere goredustk oldugu belirtilmistir. VVorikonazole kars: in vitro direng nadir
gorilmektedir ve erken raporlar duyarlihgin %100 oldugunu belirtmektedir. Son
donemlerde yayinlanmis bir raporda, 9371 C. parapsilosis izolatimn sadece %1.9'unun
vorikonazole direncli oldugu, flukonazole direncli izolatlarin ise %36.7’ sinin vorikonazole
duyarh oldugu belirtilmistir. Bu, aym zamanda azoller arasindaki ¢apraz direng varligina
isaret etmektedir (3).

Flusitozin genellikle kandidal menenjit olgularinda ve amfoterisin B veya azollerle
beraber kullariimaktachir. 1975 yilinda yapilan bir ¢alismada C. parapsilosis’de %23
oraninda in vitro flusitozin direnci saptanmasina ragmen, son yayinlarda rezistans orani
%2-6.4 arasinda belirtilmistir (3).

Ekinokandinler en yeni antifungal ganlardir. C. parapsilosis’in caspofungin MIC
degerleri diger Candida turlerinden daha yuksektir. Bu duyarlilik paterni diger
ekinokandin tirevlerinde de gorilmektedir. Ozellikle amfoterisin B, flukonazol veya her
iki gjana direncli C. parapsilosis suslar: ile ilgili olgularda, yiksek MIC dizeylerine
ragmen bu antifungallerin in vivo ve in vitro ortamlarda etkene kars1 aktif oldugunu

gosteren yayinlar vardir (3).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Candida parapsilosis izolatlar1 ve Standart Kokenler

Bu calismaya 15.02.2010-25.01.2011 tarihleri arasinda farklh Kklinik ve
polikliniklerden Karadeniz Teknik Universites (KTU) Tip Fakiiltes Farabi Hastanes
Mikrobiyoloji AbD Hasta Hizmetleri Laboratuvart’ na gelen gesitli 6rneklerden izole edilen
413 nonralbicans Candida tUrl arasindan C. parapsilosis grubu olarak tammlanan 42
izolat dahil edildi (Tablo 1).

Maya kokenlerinin tlr aytriminmin ve ¢esitli virulans faktorlerinin arastirilmasinda
yapilan testlerin kontroltinde, C. parapsilosis sensu stricto icin ATCC 22019 standart
izolati ve AM 2001/0013 Klinik izolat1, C. orthopsilosis i¢in J98/226 klinik izolati, C.
metapsilosis 1¢in J 96 0161 klinik izolati (Odds F, MacCallum D, School of Medical
Sciences University of Aberdeen, Foresterhill, Aberdeen, UK) kullanildi.



Tablo 1. Calismada Kullamlan Maya Kokenleri
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No izolat No  Materyal  Izolatin Elde Edildigi Birim Tiir
1 C-38 Kan PYBU C. parapsilosis sensu stricto
2 C-39 Idrar PYBU C. parapsilosis sensu stricto
3 C-40 idrar Beyin Cerrahi Servisi C. parapsilosis sensu stricto
4 C-41 Idrar PYBU C. parapsilosis sensu stricto
5 C-52 Idrar Uroloji Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
6 C-64 Idrar Pediatri Sut Cocugu Servisi C. parapsilosis sensu stricto
7 C-68 Idrar Pediatri Cerrahi Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
8 C-73 Idrar Uroloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
9 C-81 Bogaz Dahiliye Onkoloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
10 C-120 Idrar Organ Nakli Unitesi C. parapsilosis sensu stricto
11 C-121 Kan NYBU C. parapsilosis sensu stricto
12 C-139 Idrar GHYBU C. parapsilosis sensu stricto
13 C-141 Idrar Pediatri Nefroloji Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
14 C-170 Kan Yanik Unitesi C. parapsilosis sensu stricto
15 C-171 Kan PYBU C. parapsilosis sensu stricto
16 C-174 Idrar Pediatri Sit Cocugu Servisi C. parapsilosis sensu stricto
17 C-177 Idrar Uroloji Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
18 C-196 Yanik Y anik Unites C. parapsilosis sensu stricto
19 C-203 Kan Pediatri Hematoloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
20 C-231 Idrar Pediatri Cerrahi Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
21 C-232 Y anik Yanik Unitesi C. parapsilosis sensu stricto
22 C-249 TAK Kardiyovaskiler Servis C. parapsilosis sensu stricto
23 C-269 Idrar Dahiliye Hematol oji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
24 C-275 Idrar Uroloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
25 C-276 Kan NSYBU C. parapsilosis sensu stricto
26 C-282 Yara Dahiliye Onkoloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
27 C-287 Kan PYBU C. parapsilosis sensu stricto
28 C-292 Idrar Uroloji Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
29 C-308 Idrar DYBU C. parapsilosis sensu stricto
30 C-311 Idrar Dahiliye Servisi C. parapsilosis sensu stricto
31 C-328 TAK CYBU C. metapsilosis
32 C-339 Kulak KBB Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
33 C-348 Idrar Uroloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
34 C-351 Kulak KBB Poliklinik C. orthopsilosis
35 C-352 TAK KBB Servisi C. parapsilosis sensu stricto
36 C-357 Kan Uroloji Servisi C. metapsilosis
37 C-359 Kulak KBB Poliklinik C. parapsilosis sensu stricto
38 C-362 Kulak Beyin Cerrahi Servisi C. parapsilosis sensu stricto
39 C-394 TAK DYBU C. parapsilosis sensu stricto
40 C-396 Idrar GHYBU C. parapsilosis sensu stricto
41 C-397 Kan NYBU C. metapsilosis
42 C-419 Agzigi Dahiliye Onkoloji Servisi C. parapsilosis sensu stricto
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3.2. Soliisyonlar

3.2.1. Agaroz Jel ve Poliakrilamid Jel Elektroforez Icin Kullanilan Soliisyonlar

3.2.1.1. 5X Tris-Borate-EDTA (TBE) Tamponu

54 gr Tris Base (Amresco, ABD)

27.5 gr Borik asid (Borsaure, Almanya)

3.72 gr EDTA (BioBasic Inc, Kanada)

1000 ml distile suda magnetik karnistirict ile karistirilarak ¢ozdurdldi. Ardindan
%50’ lik Hidroklorik Asit (HCL) (Riedel-de Haen, Almanya) ile pH'1 8.3 e ayarlanch.

3.2.1.2. 10XTAE Tamponu

48.4 gr Tris-base (Amresco, ABD)

2.92 gr EDTA (BioBasic Inc, Kanada)

10.0 ml Glacia asetic asit (Merck, Almanya) ve bir miktar deiyonize su bir balon
icerisinde magnetik karistirici ile sirekli kanstinlarak cozdirdldid. Ardindan karisim

deiyonize suile 1 It'ye tamamlandh.

3.2.1.3. 1/29 Akrilamid/bisakrilamid Soliisyonu

1 gr akrilamid (Sigma, Almanya)

29 gr bisakrilamid'in (Sigma, ABD) 100 ml deiyonize suda ¢ozdurtlmesiyle elde
edildi. Stzllerek + 4 ° C de saklandh.

3.2.1.4. %10’luk Ammonium Persulphate (APS)

Bir ependorf icinde 0.1 gr APSnin (Sigma, Almanya) 1 ml distile suda

¢cOzdurtlmesi ile elde edildi. Taze hazirlandh.
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3.2.1.5. Etidyum Bromiir Soliisyonu

Etidyum bromir (Fischer, ABD) 10 mg/ml olacak sekilde distile su icerisinde

¢Ozuldi ve oda1sandaisiktan korunarak sakland:.

3.2.2. Polimeraz Chain Reaction (PCR)Karisim icin Kullanilan Soliisyonlar

Deoksiribonukleozid trifosfat (ANTP) Mix (Roche, Almanya; Fermentas, ABD):
1.5 ml’'lik santriflj tdplerine 100 mM’hk dTTP, dATP, dGTP, dCTP nin 20 ser
mikrolitres (pl), 720 pl steril distile su ile vortekslenerek karistirildi. 200 pl’lik hacimlerde
steril ependorf tUplerine aktarlarak kullanilincaya kadar -20°C’ de muhafaza edildi.

3.2.3. Agaroz Jel Hazirlanmasi

40 ml sulandirilmis TBE tamponuna %2 oraminda agaroz (Quantum, ABD)
eklenerek mikrodalga firinda (Vestel, Turkiye) eritildi. 50 °C’ye sogutulunca icerisine 2.5
pl etidyum bromir (Ficher, ABD) eklendi, kanstinlarak jel kabina dokdldu. Jel
biyuklugine uygun tarak kullalarak jelde Ornek kuyucuklarn olusturuldu. Uzerine

yuzeyini kaplayacak sekilde TBE tamponu dokuld.

3.2.4. Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Calismada %10’ |uk poliakrilamid jel kullanildi. Bunun igin sirast ile 6 ml 1/29
oraninda akrilamid/bisakrilamid, 17.8 ml 1x TAE, 24 ul N,N,N',N'-tetramethylethylene-
diamine (TEMED) (Amresco, ABD) ve 240 pl %10’ luk APS bir behere aktarildi. Karisim,
katilasmamasina dikkat edilerek 1.5-2 dakika (dak) sire ile darevi hareketlerle
karstirildiktan sonra jel kabina dokiildi. Uzerine 6rnek kuyucuklarinin olusturulmast icin
uygun bir tarak, katilasmasi igin de hava girisini énlemek amaciyla jelin tim ylzeyini ve
yan kiamlarim kapatan ayrilabilir ince bir tabaka yerlestirildi. Jel katilastiktan sonra
aynlabilir tabaka ve tarak dikkatlice gikarldi, jel elektroforez tankina yerlestirildi. Uzerine
yuzeyini kaplayacak sekilde 1x TAE dokuldo.
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3.3. Suslarin Tammlanmasi

3.3.1. Maya Kokenlerinin Uretilmesi ve Saklanmasi

Mikrobiyolojik kultir incelemesi amaciyla laboratuvarimiza gonderilen klinik
ornekler %5 koyun kanli agar (Salubris, Turkiye), Eosin methylene blue agar (EMB)
(Oxoid, Ingiltere) ve SDA’ya (Merck, Almanya) ekildi. 18-24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda kultirde Greyen kolonilerden Gram boyama yapilarak 100x buydtme ile 1s1k
mikroskobunda inceleme yapildi. Gram boyamada maya gorinimi veren koloniler tek
koloni ekim yontemi ile SDA’ya pasgjlanarak 37 °C'lik etiive kaldirildi. inkilbasyon siiresi
sonrasnda beyaz-krem renkli, yumusak kivamli kendine has maya kokusu veren
izolatlardan Gram boyama yapildi. Yuvarlak veya ova sekilli tek halde maya ya da
tomurcuklanmis maya halinde gorulen orneklere germ tup testi yapildi.

Kan kdltir ornekleri otomatize kan kultir sistemine (Bactec 9240, Becton
Dickinson, ABD) vyerlestirildi. 7 gunlik inkiibasyon siresini takiben siselerden Gram
boyama icin drnekleme yapildi. Gram boyama sonucunda hif ya da psodohif olusturmus
yuvarlak veya oval sekilli maya gorunumiindeki ornekler SDA’ya pasgjlanch. Ureyen
kolonilere germ tip testi yapild.

3.3.2. Germ Tiip (Cimlenme Borusu) Testi

SDA’da Uretilen Candida’lardan birkag koloni alinarak bir tlp icerisindeki 0.5 ml
insan serumu ile suspanse edildi. 37 °C'lik etivde (Memmert, Almanya) 2 saatlik
inklibasyondan sonra tipten alinan bir damla 6rnekten lam-lamel arasnda nativ preparat
hazirlandi, 151k mikroskobu ile 40x buyttmede incelendi. Mikroskobik goriinimde maya
hicresinden bogumlanma yapmadan c¢ikan, uzunlugu boyunca kabariklik gostermeyen
flament tarzindaki yapilar germ tip (¢imlenme borusu) olarak degerlendirildi (58). Germ
tup olusturan izolatlar C. albicans olarak tammlandi ve ¢alisma dis1 birakildi. Germ tip
olusturmayan izolatlar ileri identifikasyona alinmak Uzere %20 gliserol (Merck, Almanya)
ilaveli Yeast Ekstract Pepton Dekstroz (YEPD) besiyeri igerisinde -80°C'de sakland:.
YEPD besiyeri %1 maya ekstresi (Merck, Almanya), %2 pepton (Oxoid, Ingiltere), %2
dekstroz (Oxoid, Ingiltere), %20 gliserol icerecek sekilde distile su ile hazirlandh.
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3.4. Maya Kokenlerinin Identifikasyonu

3.4.1. Kromojenik Agarda Degerlendirme

CHROMagar (Oxoid, ingiltere) besiyeri Uretici firmanin 6nerisine gore hazirlandh.
Buna gore magnetik karistiricinin oldugu bir balonda 15.6 gr toz 500 ml distile su iginde
kaynama noktasina gelinceye kadar 1stilarak ¢ozduruldu. Besiyeri 45 °C’ye sogutulduktan
sonra steril petrilere dokuldu. Petriler karanlik ortamda sakland.

YEPD besiyerinden SDA’ya pasgjlanarak canlandirilan izolattan birkag koloni
ainarak CHROMagar besiyerine pasgjlandi, 35 °C'lik etivde 48 saat inkibasyona
birakildi. Sire sonunda petriler gorsel olarak degerlendirildi. Acik kahve rengi veren

kolonilerin C. parapsilosis olabilecegine karar verildi (Resim 1).

Resim 1. Candida parapsilosis’in CHROMagar Gorinuimu

3.4.2. Misir Unu Tween 80 Agar Besiyerinde Morfolojik Ozelliklerin

Belirlenmesi

Misir unlu agar besiyeri (Himedia, Hindistan) firmamn Onerilerine gore hazirland:.
Magnetik karistirici bulunan bir balonda, 1 It distile su icinde 17 gr toz ve %1 oramnda
tween 80 (Sgma, Almanya) sitilarak ¢cozdurtldu. 1 dak’lik kaynamanin ardindan besiyeri
121 °C’de 15 dak steril edildi. Sogutulduktan sonra steril petrilere dokuldi.
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Hazirlanan besiyerine Dalmau teknigine gore koloni ekimi yapildi. Buna gére; i gne
Oze ile amnan koloniler, besiyeri ylzeyine besiyerini parcalamayacak ve dip kismina
inmeyecek sekilde birbirine paralel iki ¢izgi halinde ekildi. Besiyeri, ekim cizgilerinin
Uzeri steril bir lamelle kapatildiktan sonra 26 °C’de 72 saat inkibasyona birakildi. Sire
sonunda ornekler 40x buyltmedeki mikroskop ile blastokonidia, hif ve psodohif olusumu
yonunden degerlendirildi.

Cok sayida agag¢ seklinde dallanmis pseudohif, pseudohifler boyunca tek tek veya
ufak kimeler halinde dizili blastosporlarin gorildiugu, dev hicreler olarak adlandirilan iri
hifler bulunduran suslar C. parapsilosis olabilecegi yoninde degerlendirildi (11) (Resim
2).

Resim 2. Candida parapsilosis’in Miar Unu Tween 80'li

Besiyerindeki Gorunimu (40x)

3.4.3. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Izolatlarin kesin tanilarinin yapilmas icin ticari APl 20C AUX (BioMerieux,
Fransa) karbonhidrat asimilasyon kiti kullanildi. APl 20C AUX asimilasyon sistemi 19
farkli karbonhidrat adsorbe edilmis kuyucuklarda olusan reaksiyon profillerine gore
izolatlart  tiplendirir. Kuyucuklarda gorsel bulaniklasma olmasi reaksiyonun
gerceklestigini, izolatin karbonhidrat kaynagim kullandigim gosterir. Tablo 2'de API

yonteminde kullanilan karbonhidratlar verilmistir.
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Tablo 2. APl 20C AUX Testinde Kullanilan Karbonhidratlar

Negatif kontrol 0 D -sorhitol SOR
D-glukoz GLU Metil-o.D-glikopiranozid MDG
Gliserol GLY N -asetil-glukozamin NAG
Kalsiyum 2-keto glukonat 2KG D-sellobiyoz CEL
L-arabinoz ARA D-laktoz LAC
D-Xylose XYL D-maltoz MAL
Adonitol ADO D-sakkaroz SAC
Ksilitol XLT D-trehaloz TRE
D-galaktoz GAL D-melezitoz MLZ
Inositol INO D-raffinoz RAF

SDA’da Uretilen 24 saatlik suslardan steril distile su ile 2 McFarland bularkliginda
solsyonlar hazirlandi. Solisyondan 100 pl alinarak kitin sagladigt APl C medium’a
aktanldi. Herbiri farklh karbonhidrat iceren 19 kuyucuk ve karbonhidrat icermeyen bir
negatif kontrol kuyucugu steril bir pipet kullamlarak hazirlanan yeni karisimla doldurul du.
Kuyucuklan tasiyan identifikasyon stripi inkibasyon kabina yerlestirilerek 30 °C'lik
etiivde 48-72 saat inklbe edildi. Bu sure igerisinde ortamin nemli kalmasi igin inktbasyon
kabina 5 ml distile su aktarildi. 48 saatlik inkibasyonun ardindan yapilan ilk
degerlendirmeye gore glukoz kuyucugunda treme olmamasi durumunda inkiibasyon siiresi
72 saate kadar uzatildi. Inkiibasyon siiresi sonunda gorsel olarak, negatif kuyucuga gore
bulanklasmanin olmasi reaksiyonun oldugu yoninde degerlendirildi. Reaksiyonlar kit
icerigindeki skorlama kagidina pozitif veya negatif seklinde rapor edilerek bir biyotip
skoru elde edildi. Elde edilen biyotip skoru firmamn sagladigi programa gore hesaplanarak
kokenlerin identifikasyonu yapildi.

3.5. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarmm Tiir Ayrimmmn Y apilmasi (PCR-
RFLP)

Calismada turlerin aywrimi igin PCR-RFLP yontemi uygulandi. Bunun igin dnce
izolatlarin DNA'’lar1 izole edildi, daha sonra SADH geni primeri kullamlarak SADH geni
amplifiye edildi. izole edilen ve cogaltilan SADH gen PCR UrUnleri Banl (Fermentas,

ABD) restriksiyon enzimi ile kesilerek olusan restriksiyon profillerine gore tur tayini

yapild (8).
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3.5.1. DNA izolasyonu

[zolatlarin DNA’larinin izolasyonu icin High Pure PCR Template Preparation Kiti
(Roche Diagnostic, Almanya) kullanldh.

DNA izolasyon asamalart:

e Distilesuileml’de 10 maya hticresi bulunduran slispansiyon hazirland.

e Sispansiyon 3000 grade (g)’'de 5 dak santriflj edildi, Ustteki sivi kiam
dokilerek maya hiicresi pelleti elde edildi.

e Pellet 200 ul Phosphate Buffered Saline (PBS) (Medicago, Isveg) ile resuspanse
edildi.

e 10 pl litikaz (Sigma, ABD) (0.5 mg/ml) eklenerek 37 °C’ de 30 dak inkuibasyona
birakildhi.

e 45 ml cift distile suda ¢Ozdirilen proteinaz K’'dan (Roche, Almanya) 40 pl
eklenerek 70 °C’ de 10 dak inkiibe edildi.

e DNA’larn polaritesinin azaltiimas: i¢in 100 pl propanol (SDS, Peypin, Fransa)
eklendi.

o Karisim filtreli tlpe aktarilarak 8000 g'de 1 dak santrifij edildi.

e Filtreli tip ceperlerinde kalan saf nilkleik aside 500 pl Inhibitér Removal Buffer
eklenerek 8000 g'de 1 dak santrifij edildi.

e Nuklek asitler 500 pl saf etanol eklenmis yikama sollisyonu ile 2 kez yikandt,
her yikamanin ardindan 8000 g’ de 1 dak santrifuj yapildh.

e 70°Cye1stilms 500 pl eution buffer eklendi.

o Filtreli tUp steril bir ependorf tlplne yerlestirilerek 8000 g'de 1 dak santrifi
edildi.

e Ependorf tpt icindeki 500 pl’lik Griin kullamlincaya kadar -20 °C’ de saklandh.

3.5.2. SADH Geni Amplifikasyonu ve Jelde Goriintiileme

SADH geni amplifikasyonu igin Promega dan (ABD) saglanan Urtnler kullanmld.
Amplifikasyon icin bir reaksiyon karsimi hazirlandi. Karigim 1s1 déngu cihazina (Techno,
Tc-512, ABD) vyerlestirildi ve hedef amplifikasyon basamaklarina ayarlanmis program ile
SADH geni ¢ogaltildi. Amplifikasyon Urtnleri ve 100 baz pair (bp) DNA belirteci (Biolabs,
Ingiltere) 5'er pl yikkleme boyas: (Fermentas, ABD) ile Karistirlarak elektroforez tankina
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yerlestirilen agaroz jelin Ornek kuyucuklarina aktarildi. 100 Volt (V)'da 60 dak
elektroforez uygulandi. Sire sonunda jel ultraviyole (UV) (Vilber Lourmat) 15181 atinda

gozlendi (Resim 3).

700 bp
400 bp

100 bp

Resim 3. SADH Geninin Jel Elektroforez Gortinumu, 1, C-357; 2,
C-351; 3, C-141; 4, MW (100 bp)

Tablo 3'de SADH geni primerleri (invitrogen, ABD), Tablo 4'de SADH geninin
amplifikasyonunda kullanilan reaksiyon karisiminin icerigi, Tablo 5de SADH geninin

amplifikasyon kosullar1 gosterilmistir.

Tablo 3. SADH Geni Primerleri

Gen PCR Uriinii
. . oms 2
Primer Dizi(5’-3’) Bilgesi Biiyiikliiii (bp*) Referans

S1-F Sens 5-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3

SL-RAnisens  5-CAATGCCAAATCTCCCAA-3  APH 716 bp 8

bp*: Baz Pair

Tablo 4. SADH Geninin Amplifikasyonunda Kullanilan Reaksiyon Kar isimi

Komponent Stok Konsantrasyonu Miktar (1x) pl
Mg icermeyen buffer 10X 10
dNTP karigim 25mM 2
MgCl, 25 mM 3
Forward primer 10 mM 1
Reverse primer 10 mM 1

Taq polimeraz 5U/ul 0.2
Kalip DNA 10
dH,0 22.8

Toplam hacim 50




31
Tablo 5. SADH geninin Amplifikasyon Kosullar

94°C5 Ik Denatiirasyon

94°C1 Denattirasyon

51°C2 Baglanma

72°C2 Uzama 40 Dongu
72°C7T Final Uzama

3.5.3. SADH Gen Uriinlerinin Restriksiyon Enzim Analizi

SADH gen UrUnlerinin kesimi icin icerisinde restriksiyon enzimi bulunan bir
reaksiyon karigimu hazirlandi (Tablo 6). Banl (Fermentas, ABD) restriksiyon enziminin
reaksiyon karisimina en son eklenmesine dikkat edildi. Karisim 37 °C'lik su banyosunda
(Memmert, Almanya) 2 saat, arkasindan enzimin inaktive edilmes igin 65 °C’'de 30 dak
bekletil di.

Elektroforez tankina yerlestirilen poliakrilamid jel Gzerindeki kuyucuklara Banl
restriksiyon enzimi ile kesilmis trtinlerden, C. parapsilosis sensu stricto, C. metapsilosis
ve C. orthopsilosis kontrol susu kessm drunlerinden ve 100 bp DNA belirtecinden
(Biolabs, Ingiltere) 5'er ul yuklendi. Elektroforez islemi 50 V'da 45 dak sirede
gerceklestirildi. Elektroforez isleminin ardindan jel etidyum bromirli deiyonize su ile
yavas programli calkalayicida (Rottatar Nuve Model SL 350) 30 dak siire ile yikandiktan
sonra UV 1sik atinda gozlendi. Calisilan kontrollerle karsilastirilarak 2 bant iceren
ornekler C. parapsilosis sensu stricto, 3 bant iceren drnekler C. metapsilosis, kesilmeyen
ve tek bant iceren ornekler C. orthopsilosis olarak belirlendi (Resim 4).

Tablo 6. Banl Enzimi ile Kesim Isleminde Kullarlan Reaksiyon Karisimi

Komponent Miktar (1x) pl
PCR urtnd 20
10 x Buffer O 4
Banl enzimi (10 U/ml) 1
Deiyonize su 15

Toplam 40
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700 bp
500 bp
300 bp
200 bp

Resim 4. Candida parapsilosis Grubu Tirlerinin Kesim Uriinlerinin  Je
Elektroforez Gorinumi, 1-MW (100 bp), 2-C. parapsilosis sensu
stricto (C-141), 3-C. orthopsilosis (C-351), 4-C. metapsilosis (C-
357)

3.6. Virulans Faktorlerinin Degerlendirilmesi

3.6.1. Esteraz Uretimi

Esteraz Uretiminin gdzlenmesi igin Tween 80 katkil agar yontemi (7ween 80 opasite

medium) kullanild.

3.6.1.1. Misir Unu Tween 80 Besiyerinin Hazirlanmasi

10 gr pepton (Oxoid, ingiltere), 5 gr sodyum kloriir (NaCl) (Merck, Almanya), 0,1 gr
kalsyum klorir (CaCl,) (Merck, Almanya), 15 gr agar (Merck, Almanya) ve 1000 ml
distile su ile hazirlanan besiyeri 121 °C'de 15 dak sire ile steril edildi. Sterilizasyon
sonrasinda besiyeri 50 °C’ye sogutuluncaicerisine % 0.5 oranindatween 80 (Sigma ABD)
eklendi.

3.6.1.2. Esteraz Testinin Yapilisi

SDA’da Ureyen 24 saatlik Candida suslarindan pamuk uclu ekiivyon cubugu ile
alinarak hazirlanan besiyerine 1 santimetre (cm) capinda ekildi. Besiyerleri 30 °C’'de 10
guin inkiibe edildi. inkubasyon siiresi iginde ekim sahasi etrafinda Tween 80'in hidrolizi ile
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aciga cikan yag asidinin kalsiyum ile birleserek opak kristaller halinde ¢okmesi; pozitif
esteraz aktivitesi olarak degerlendirilmektedir (10) (Resim 5).

"

T

Resim 5. Esteraz Pozitif (Solda) ve Esteraz Negatif (Sagda) izolatlarin
GOrunumu

3.6.2. Total Parenteral Nutrisyon’da Ureme Yeteneginin Belirlenmesi

Candida parapsilosis  suslarimn TPN  solUsyonunda Ureme  yeteneklerinin
arastinimas icin KTU Farabi Hastanesi TPN Unitesinden saglanan TPN kullanlch (Tablo
7).

Testin Yapilisi: Steril 50 ml kapasiteli tipler icerisine 10'ar ml TPN dagitil di.
SDA'’da uretilen 24 saatlik Candida suslarindan 0.5 McFarland bulanikliginda sol Gisyonlar
hazirlandi. Hazirlanan maya soltsyonlarindan 10'ar pl TPN bulunan tiplere aktarildi.
Maya hiicresi iceren TPN’lerden steril ependorf tiipleri icerisinde seri diltisyonlar (107,10
2 10° 104) hazirland. iki farkli uygun sulandirimdaki ependorf tiplerinden 100’er pl
alinarak iki ayr1 SDA’ya yayma yontemi ile ekim yapildi. ilk ekim saati 0.saat olarak
belirlendi. EKim islemi biten TPN’ler 30 C*’lik ettive kaldirildi. 24. ve 48. saatlerde de ayn1
TPN solUsyonlarindan seri diltisyonlar hazirlanarak, uygun dilisyonlardan iki ayr1 SDA’ya
100'er pl ekim yapildi. Sulandirimlarin amact uygun veri degerlendirilmesinin
yapilabilmesi icin SDA besiyerine disen maya kolonilerinin  30-300 arasinda
dustrilmesinin saglanmasidir. Ureyen koloni sayist SDA’daki koloni sayisi, ekilen miktar
ve dilisyon katsayisina gore duzenlenmis formille belirlendi. Her saat icin ayri
hesaplamalar yapildi ve belirlenen saatlerde ekilen iki SDA’daki koloniler de sayilarak
hesaplamaya 30-300 arasinda koloni bulunduran SDA’nin diltisyon katsayisi aindi. Bu
say1 araliginda Uremenin olmadig durumlarda dahaileri dillsyonlarla seyreltme yap ilarak
test tekrarlandi.



Koloni sayisinin hesaplanmasinda kullanilan formdil:

Koloni Sayist  _ SDA’daki Koloni Sayisi
(CFU/mI) ~ Ekilen miktar x Dillisyon katsayist

Tablo 7. TPN’de Bulunan Maddeler

KATKI MADDELERI ELEKTROLITLER

Primene %10 500 ml  Cernevit 5m Na 189.85 mEq
Dextrose %10 800 ml  Tracutil 5m K 25.00 mEq
Lipid %20 250 ml Magnezyum sllfat 10m Mg 12.00 mEq
Izotonik NaCl 400 ml Potasyum klorlr 25ml Zn 1.63 mEq
%3 NaCl 250 ml Mn 0.28 mkg

Cu 0.38 mEq

Se 0.01 mEq

cl 214.85 mEq

3.6.3. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi

Izolatlarin  biyofilm Uretme yeteneklerinin  arastinlmas icin 96 kuyucuklu
mikrotiter pleyt yontemi kullamilci. Tetrazolium tuzunun (XXT) indirgenmes sonrasi
olusan renk degi simi ne gore biyofilm tretimi tespit edildi (59).

SDA’da canlandirilan izolatlardan bir 6ze dolusu amnarak icerisinde 5 ml YEPD
besiyeri bulunduran tiplere aktarildi. Tupler 30°C’ye 1atilmis ve 180 rpm hizda calisan
calkalayicida (GFL 1086, Almanya) bir gece inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan steril
ependorf tUplerine 1 ml kadar izolat bulunduran YEPD besiyeri aktarilarak 3000 g'de 5
dak santrifljj edildi. Supernatan atildiktan sonra pellet kuru buzda bulundurulan steril PBS
ile 2 kez yikandi. Her yikamanin ardindan 3000 g'de 5 dak santrif(lj yapildci, supernatan
atildh. Kalan pelletten steril PBS kullanilarak 3 McFarland bulanikliginda soltisyonlar
hazirlandi. Soltsyonlardan 100'er pl 37°C’ye isiilmis 900 ml RPMI 1640 (Lonza,
Belcika) besiyerine pipetlenerek 10 oraninda diltisyon elde edildi. Boylece RPMI 1640
besiyeri igerisinde 1x10° (colony forming unit/mililitre) CFU/ml yogunlugunda koloni
sayis elde edildi. Dilue edilen izolatlarin 100'er pl’s mikrotiter pleyt kuyucuklarina
ikiserli sira halinde pipetlendi. Pleytin son kuyucuklari sadece XXT/menadion karigimi
aktarilmak Uzere bos birakildi. XXT/ menadion karisimi 10 ml steril PBS icerisinde 25
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mg/ml XXT (Sigma, Almanya) ¢ozdurilmesinin ardindan 1 pl menadion (Sgma, ABD)
eklenmesiyle hazirlandi. Pleytler 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkilbasyonun ardindan
mikrotiter pleyt kuyucuklan aspire edildikten sonra, adhere olmayan hicrelerin
uzaklastirilmas amaciyla steril PBS ile 3 kez yikandi. Yikama isleminin ardindan 100’ er
Ml XXT/ menadion karisimi mikrotiter pleyt kuyucuklarina pipetlendi, 37 °C’ de karanlik
ortamda 2 saat inkibe edildi. Inkilbasyon siresi sonunda kuyucuklarda olusan renk
degisimi 490 nm dalga boyunda okutul du.

Son kuyucuklardaki XXT/menadion karisiminin absorbans degeri izolatlarin
absorbans degerleri ortalamalarindan matematiksel hesapla cikarildi. Net absorbans
degerleri >0.200 olan izolatlar biyofilm Uretimi agisindan pozitif kabul edildi (60).

3.6.4. SAPP (SAPP1, SAPP2, SAPP3) Genlerinin Analizi

Candida parapsilosis grubu izolatlanmn SAPP1, SAPP2 ve SAPP3 genleri PCR ile
cogaltildu.

Amplifikasyon sonrasinda drinler  %2'lik  agaroz  jel  elektroforezi  ile
degerlendirildi. 100 bp DNA belirteci (Biolabs, ingiltere) ile yapilan karsilastirmaya gore
660 bp uzunlugundaki Orin SAPPI, 666 bp uzunlugundaki Urin SAPP2, 537 bp
uzunlugundaki triin SAPP3 olarak belirlendi (Resim 6).

100 bp

Resim 6. SAPP Genlerinin Jel Elektroforez Gorintimleri, 1, SAPP3; 2,
SAPP 2; 3, SAPP 1; 4, MW (100 bp)
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Tablo 8 de calismada kullamlan SAPP genleri primerleri (Invitrogen, ABD), Tablo

9'da SAPP genlerinin amplifikasyonu icin kullanilan reaksiyon karisinu, Tablo 10'da

SAPP genlerinin amplifikasyon kosullar1 gosterilmistir.

Tablo 8. Calismada Kullamilan S4PP Genleri Primerleri

. o ms Gen PCR Uriinii
Primer Dizi(5°-3°) Bolgesi  Biiyiikliigii (bp*) Referans
S1-F Sens 5-CTCATTCAAGTCATTAGGCTC-3

. SAPPI 660 8
S1-R Antisens  5-GCAAGCATTGGCAGTACT-3
S1-F Sens 5-GGAGCTGCTTTCACTATTCG-3

. SAPP?2 666 8
S1-R Antisens  5-GACAAGTACCATCACCATTT-3
S1-F Sens 5-TAATTGCTGTCTTCACTGGA-3

'APP 7

S1-RAntisens  5-AGACCCATGACCCCTTG-3 SAPP3 53 8
bp*: Baz Pair

Tablo 9. SAPP Genlerinin Amplifikasyonu Icin Kullamlan Reaksiyon Karisimi

Komponent Stok Konsantrasyonu Miktar (1x) pl
Mg icermeyen buffer 10X 10
dNTP karisimu 25mM 2
MgCl. 25 mM 3
Forward primer 10 mM 1
Reverse primer 10 mM 1

Taq polimeraz 5U/ul 0.2
Kalip DNA 10
dH:0 22.8
Toplam hacim 50

Tablo 10. SAPP Genlerinin Amplifikasyon Kosullar1

94°C%
94°CY
51°C2
72°C2
72°CT

Ik Denatiirasyon

Denattirasyon

Baglanma 40 D6ngu
Uzama

Final Uzama




4. BULGULAR

4.1. Candida parapsilosis Grubu Kokenlerinin Dagilimi

KTU Tip Fakilltes Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji AbD Hasta Hizmetleri
Laboratuvarina gssitli klinik ve polikliniklerden gelen 413 non-albicans Candida turt
arasindan; ¢cimlenme borusu olusturmayan, CHROMagar’ da acik kahve rengi veren, Corn
Mea Tween 80 Agar'da tipik gorunim olusturan ve APl 20C AUX sistemi ile
identifikasyonu yapilan 42 C. parapsilosis grubu izolati calismaya dahil edildi. C.
parapsilosis grubunun non albicans Candida turleri arasindaki oram 9%710.2 olarak
belirlendi.

Izolatlarin 20'si (%47.6) idrar, 9'u (%21.4) kan, 4 (i (%9.5) trakeal aspirat (TAK),
4'0 (%9.5) kulak, 2'si (%4.8) yanik, 1'i (%2.4) yara, 1'i (%2.4) agiz i¢i sUrdntlsi, 1'i
(%2.4) bogaz suriinttist 6rneklerinden elde edildi (Sekil 1).

60%

50%

40% -
30% -
20% A
0% - . . - — — -

iDRAR AK  KULAK  YANIK  YARA  BOGAZ AGIZICi

Materyal tirii

izolat orani; %

Sekil 1. Candida parapsilosis Grubu izolatlarin Klinik Materyallere Gore Dagilimi



38

4.2. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarimn Tiir Diizeyinde Dagilimi

Calismaya dahil edilen C. parapsilosis grubu izolatlarimn 381 (%90.5) C.

parapsilosis sensu stricto, 3'U0 (%7.1) C. metapsilosis, 1'i (%2.4) C. orthopsilosis oOlarak
belirlendi (Sekil 2).

100%

80%

60%

40%

izolat Orani %

20%
0% || —

C. parapsilosis ~ C. metapsilosis  C. orthopsilosis

izolat Turd

Sekil 2. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarimn Tr Duizeyinde Dagilim

4.3. Candida parapsilosis Grubu Izolatlarinin Materyal Diizeyinde Dagihm

Idrar izolatlarinin 20'si (%100) C. parapsilosis sensu stricto; kan izolatlarimn 7' s
(%77.8) C. parapsilosis sensu stricto, 2'si (%22.2) C. metapsilosis; TAK izolatlarinin 3’0
(%75) C. parapsilosis sensu stricto; 1'i (%25) C. metapsilosis; kulak izolatlarimin 3’
(%75) C. parapsilosis sensu stricto; 1'i (%25) C. orthopsilosis; diger materyallerden izole
edilen kokenler ise C. parapsilosis sensu stricto olarak belirlendi (Tablo11).

4.4. Candida parapsilosis Grubu Izolatlanmn Yas Gruplarina Gore Dagilimi

Caismaya ainan 42 C. parapsilosis grubu izolatimin 27's (%64.3) eriskin yas
grubundan; 15'i (%35.7) gocuk yas grubundan izole edildi. Eriskin yas grubundan izole
edilen kokenlerin 13'U (%48.2) servis, 8'i (%29.6) YBU ve 6's (%22.2) poliklinik
hastalarindan; cocuk yas grubundan izole edilenlerin 7'si (%46.7) servis, 51 (%33.3)
YBU, 3'ii (%20) poliklinik hastalarindan izole edildi. PYBU izolatlar: arasinda bulunan 1
kanve 1 idrar izolat1 YDYBU’ deki bir hastadan elde edildi.
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Candida metapsilosis ve C. orthopsilosis izolatlan sadece eriskin yas grubu klinik

orneklerinde dagilim gosterirken; C. parapsilosis sensu stricto izolatlart her iki yas

grubunda da tespit edildi. Eriskin hastalardan elde edilen izolatlarin klinik birimler

arasindaki dagilimi degerlendirildiginde; C. parapsilosis sensu stricto izolatlarimn 12'si
(%052.2) servis birimlerinden, 6's (%26.1) YBU' den, 5'i (%21.7) poliklinik birimlerinden;
C. metapsilosis izolatlarimn 2'si (%66.7) YBU’den, 1'i (%33.3) servis birimlerinden; 1 C.
orthopsilosis izolat poliklinik biriminden elde edildi (Tablo 12).

Tablo 11. Candida parapsilosis Grubu Turlerinin Klinik Materyallere Gore Dagil imu

Materyal (n) C. parapsilosis sensu stricto C. metapsilosis C. orthopsilosis
say1 % sayl % say1 %
idrar (20) 20 100 -
Kan (9) 7 778 2 22.2
TAK(4) 3 75 1 25
Kulak (4) 3 75 - 1 25
Yamk (2) 2 100 -
Yara (1) 1 100 -
Bogaz (1) 1 100 -
Agiz ici (1) 1 100 -
Toplam (42) 38 90.5 3 7.1 1 24
Tablo 12. izolatlarin Y as Grubuna Goére Dagilim
YAS GRUBU (n)
Tiir (n) Klinik Birim Eriskin (27) Cocuk (15)
Poliklinik 21.7 3 20
C. parapsilosis sensu stricto (38) YBU 26.1 5 333
Servis 12 52.2 7 46.7
Poliklinik - -
C. metapsilosis (3) YBU 2 66.7
Servis 1 333
Poliklinik 1 100
C. orthopsilosis (1) YBU - -
Servis - -

Calismada yer alan C. metapsilosis Suslanndan 1'i 71 yasindaki CYBU hastasinin
TAK’indan, 1'i 77 yasindaki Uroloji servisi hastasimin kanindan, 1'i de 48 yasindaki
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NYBU hastasinin kan kultiriinden; C. orthopsilosis Susu 72 yasindaki poliklinik hastasinin
kulak kdlttrinden izole edildi.

4.5. izolatlarm Esteraz Uretimlerinin Degerlendirilmesi

[zolatlarin esteraz tretimleri Tween 80 Katkili agar yontemi ile belirlendi.42 C.
parapsilosis grubu izolatimn 34’0 (%80.9) esteraz Uretimi yoninden pozitif, 81 (%19.1)
negatif olarak tespit edildi. Tur dizeyinde degerlendirildiginde 38 C. parapsilosis sensu
stricto izolatimin 30" u (%78.9) esteraz pozitif iken, C. parapsilosis sensu stricto disindaki 4
turin (C. metapsilosis ve C. orthopsilosis) 4 U (%100) de esteraz pozitif bulundu (Tablo
13).

Tablo 13. Candida parapsilosis Grubu Tirlerinin Esteraz Uretme Oranlar:

TUR Esteraz Olumlu Esteraz Olumsuz
() SAYI % SAYI %
C. parapsilosis sensu stricto (38) 30 78.9 8 21.1
C. orthopsilosis (1) 1 100 -
C. metapsilosis (3) 3 100 -
TOPLAM (42) 34 80.9 8 19.1

Idrar izolatlarimn 15'i (%75), kan izolatlarinin 7'si (%77.8), kulak izolatlarinin 3'
(%75) esteraz pozitif olarak belirlendi. TAK, yanik, yara, agiz i¢i surintlisii ve bogaz
izolatlarinin timunde esteraz pozitif idi (Tablo 14).

Pediatri grubundan elde edilen 15 izolatin 13’ (i (%86.6) esteraz pozitif iken, eriskin
gruptan elde edilen 27 izolatin 21'i (%77.7) esteraz pozitif olarak belirlendi. PYBU
hastalarindan elde edilen izolatlarin 4’ (%80); eriskin YBU hastalarindan elde edilen
izolatlarin 5’1 (%62.5); pediatri servis hastalarindan elde edilen izolatlarin 6's1 (%85.7),
eriskin servis hastalarindan elde edilen izolatlarin 11'i (%84.6); pediatri poliklinik
hastalarindan elde edilen izolatlarin 3’0 (%100), eriskin poliklinik hastalarindan elde
edilenizolatlarin 5'i (%83.3) esteraz pozitif olarak saptand.
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Tablo 14. Candida parapsilosis Grubu izolatlarimn Materyal Diizeyinde Esteraz Uretme

Oranlari
ESTERAZ OLUMLU ESTERAZ OLUMSUZ
MATERYAL (n)
SAYI % SAYI %
idrar (20) 15 75 5 25
Kan (9) 7 77.8 2 222
TAK (4) 4 100 - -
Kulak (4) 3 75 1 25
Yanik (2) 2 100 - -
Yara (1) 1 100 - -
Bogaz (1) 1 100 - -
Adiz ici (1) 1 100 - -

4.6. izolatlarm TPN’de Ureme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin 0., 24. ve 48. saatlerde TPN'de gosterdikleri Ureme degerleri Tablo
15’ de gosterildi.



Tablo 15. Candida parapsilosis Grubu izolatlarimn TPN’ de Greme degerleri

[ZOLATNO MATERYAL 0.SAAT (CFU/ml) 24.SAAT (CFU/ml) 48. SAAT (CFU/mI)

C-38

C39

C-40

CG41

C-52

C-64

C-68

C-73

C-81
C-120
C-121
C-139
C-141
C-170
C-171
C-174
C-177
C-196
C-203
C-231
C-232
C-249
C-269
C-275
C-276
C-282
C-287
C-292
C-308
C-311
C-328
C-339
C-348
C-351
C-352
C-357
C-359
C-362
C-39%4
C-396
C-397
C-419

Kan
Idrar
Idrar
Idrar
Idrar
Idrar
Idrar
Idrar

Bogaz
Idrar

Kan
Idrar
Idrar

Kan

Kan
Idrar
Idrar
Y anik

Kan
Idrar
Y ank
TAK
Idrar
Idrar

Kan
Yara

Kan
Idrar
Idrar
Idrar
TAK
Kulak
Idrar
Kulak
TAK

Kan
Kulak
Kulak
TAK
Idrar

Kan

Agizici

3x10"
2,51 x10*
5,3x10"
5,2 x10"
7,5 x10*
5,6 x10*
4,7 x10*
4.4 x10°
3x10*
5x10"
4,9x10*
47 x10*
43x10*
3,4 x10"
3,4x10*
5,5 x10*
6,4 x10*
5,1 x10*
2,54 x10°*
4x10*
2,7 x10"
4,2 x10*
3,6 x10
3,4x10*
3,3x10"
2,1 x10*
2,3x10"
4,1 x10*
3,4 x10"
1,7 x10
2,48 x10*
2,59 x10"
3x10*
2,24 x10"
3x10*
3,4 x10*
3,4x10*
3,7 x10*
4,1 x10*
3x10"
1,62 x10*
4.6 x10*

2,2 x10°
1,17 x10’
2,2 x10°
2,8x10°
3x10°
7,5 x10°
1,45 x107
1,5 x10°
3,4 x10°
1,18 x10’
3,1x10’
1,48 x10’
1,07 x10’
9,3 x10°
2,6 x10°
1,5 x10°
4,5 x10°
8,4 x10°
4,5 x10°
4,8 x10°
4,6 x10°
1x10°
9,8 x10°
1,02 x10’
6,7 x10°
6,7 x10°
3,9 x10°
6,2 x10°
3 x10°
6,3 x10°
4,1 x10°
7,7 x10°
8,1 x10°
5,7 x10°
6,1 x10°
5,3 x10°
7,3 x10°
4,8 x10°
9 x10°
7,6 x10°
2,56 x10°
6,3 x10°

5,3x10’
3,7x10’
1,91 x10°
7 x10°
1,33 x10’
1,11 x107
8,6 x10°
4,5 x10’
5,6 x10°
9,1x10’
1,23 x10°
6 x10’
9,7 x10°
8,4 x10°
5,7 x10°
4,6 x107
6,2 x10°
5,4 X107
1,25 x107
6,4 x10
4,8 x10’
9,5 x10°
5,8 x10
1,52 x10’
9,8x10’
1,05 x108
7,2x107
1,34 x107
5,1 x10"
2,27 x10’
5,6 x10°
1,3x10’
9,3x10°
4,5x10°
4,3 x107
1,32 x10’
9,6 x10°
4,5 x10’
1x107
4,9x10’
9,4 x10°
7,4 x10

42



4.6.1. Kan izolatlarmm TPN’de Ureme Yetenekleri

Kan izolatlarimn TPN'de tUreme yetenekleri Sekil 3'de gosterildi. Buna gore C.
parapsilosis Sensu stricto izolatlarimn 4’ (1 48 saat siiresince giderek artan oranlarda treme
gosterirken; 2 C. parapsilosis sensu stricto ve 2 C. metapsilosis izolatimn Gremeleri artis
gostermedi. En fazla Greme gosteren 121 ve 276 no’lu kan izolatlarinda esteraz Uretimi
negatif, biyofilm Uretimi pozitif; daha az Ureme gbsteren 38 no’'lu kan izolatinda hem
biyofilm hem de esteraz Uretimi pozitif; 287 no’lu kan izolatinda ise esteraz Uretimi pozitif,
biyofilm tretimi negatif olarak belirlendi. Ureme gostermeyen C. parapsilosis sensu stricto
ve C. metapsilosis izolatlarinda esteraz tUretimi pozitif, biyofilm Gretimi negatif bulundu.
TPN'de Ureme gosteren kan izolatlarimin 4'Gi de YBU'den, Ureme gostermeyen kan
izolatlarinin biri PYBU’den; diger 3'U Uroloji servisinden, yanik Unitesinden ve pediatri
hematol oji servisinden izole edildi.

Sekilde goruldugt gibi 121, 276, 287 ve 38 kod no’lu izolatlar Ureme gosterdi. En
yiksek Ureme gosteren 121 no'lu izolat 0. saatte 4.9x10* CFU/mI, 24. saatte 3.1x10’
CFU/ml, 48. saatte 1.23x10® CFU/ml koloni sayisinda iireme gosterirken; tireme artis1 en
distk olan 38 no'lu izolatin treme degerleri 0. saatte 3x10* CFU/mI, 24. saatte 2.2x10°
CFU/mI, 48. saatte 5.3x10" CFU/ml olarak belirlendi. Ureme gostermeyen izolatlar:
temsilen gosterilen 357 no'lu C. metapsilosis izolahmn Ureme degerleri 0. saatte 3.4x10*
CFU/ml, 24. saatte 5.3x10° CFU/mI, 48. saatte 1.32x10° CFU/ml olarak belirlendi. C,
metapsilosis izolati ile en distk Ureme artis1 gosteren 38 no’lu C. parapsilosis sensu stricto
izolati karsilastinldiginda, 0. saatte neredeyse aym koloni sayisi bulunduran izolatlarin 48.
saatteki degerlerinde belirgin farklilik oldugu gézlendi.



Koloni sayisi;[ 1.4x108
CFU/ml
- 1.2x10°
- 1x108
- 8x10’
- 6x10’
- 4x10’
- 2x10°
= .
T 0
0 24 . 48
Ureme zamani; saat
®—397 C. metapsilosis —+—287 C. parapsilosis —#—276 C. parapsilosis
357 C. metapsilosis —+—170 C. parapsilosis —=—171 C. parapsilosis
—+—38 C. parapsilosis —<—203 C. parapsilosis ——121 C. parapsilosis

Sekil 3. Kan izolatlarinin TPN’ de Ureme Y etenekl eri

4.6.2. idrar izolatlarmm TPN’de Ureme Yetenekleri

Idrar izolatlarinin TPN’ de Ureme yetenekleri Sekil 4'de gosterildi. Buna gore idrar

izolatlarinin 9'u 48 saat slresince artan oranlarda Ureme gosterirken, kalan 11 izolatin

TPN’de Ureme egrilerinde az yukselme gozlendi. TPN'de Ureme gdsteren izolatlarin

2'sinde, TPN’de Ureme egrilerinde artis bulunmayan izolatlarin da 2’ sinde esteraz negatif
bulundu. Ureme gésteren izolatlardan olan 120, 231, 139, 308, 174 ve 73 no’lu izolatlarda
hem esteraz hem de biyofilm Uretimi pozitif; 269, 396 ve 39 no'luizolatlarda esteraz

uretimi pozitif, biyofilm Gretimi negatif olarak belirlendi. Her iki virulans faktorinin

pozitif oldugu 3 izolat en fazla Ureme yetenegi gosterdi. En fazla treme artis1 gosteren 120
no'lu izolat 0. saatte 5x10* CFU/mI, 24. saatte 1.18x10°" CFU/ml, 48. saatte 9.1x10’
CFU/ml; en az Ureme gosteren izolat 0. saatte 2.51x10"° CFU/mI, 24. saatte 1.17x10’

CFU/ml, 48. saatte 3.7x10" CFU/ml koloni sayianda tiredi.
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Koloni sayisi}
CFU/ml |
0 24 Ureme zamani; saat 48
—275 —e—396 348 292 308 311 —A—73 —#—120 ——141
52 64 68 177 41 —0—269 ——39 ——231 ——174

9x10’
8x10’
7x10’
6x10’
5x10’
4x10’
3x10’
2x10’

1x10’

—40
——139

Sekil 4. idrar izolatlarimn TPN’de Ureme Y etenekl eri

4.6.3. Solunum Yolu izolatlarinin TPN’de Ureme Yetenekleri

TAK, bogaz ve agiz i¢i suruntl izolatlarn ‘solunum yolu izolalar’ adi altinda

degerlendirildiginde en yogun Ureme agiz ici suUrintl izolaiinda gozlendi. TAK

izolatlarinin biri 48 saat sliresince tUreme gosterirken; diger TAK izolati, bogaz izolat ve

TAK’da ireyen C. metapsilosis izolat1 Uremesinde artis saptanmads. izolatlarin hepsinde

de esteraz Uretimi pozitif, biyofilm Gretimi negatif olarak belirlendi (Sekil 5).

Agiz ici sUrintd izolatinin Ureme degerleri 0. saatte 4.6x10" CFU/mI, 24. saatte
6.3x10° CFU/ml, 48. saatte 7.4x10" CFU/ml olarak belirlendi.C. metapsilosis ise 0. saatte
2.48x10" CFU/mI, 24. saatte 4.1x10° CFU/ml ve 48. saatte 5.6x10° CFU/ml koloni

sayisndaolup Ureme artisi gostermedi.
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- 8x10’

7
Koloni sayis;; | 7X10

CFU/mI i 6X107

- 5x107
- 4x107
- 3x107
- 2x107

P e
r R O

() T

0 24 Ureme zamani; saat 48

—a&—352 TAK; C. parapsilosis %— 328 TAK; C. metapsilosis —#—394 TAK; C. parapsilosis

—B— 419 Agiz igi; C. parapsilosis —-—81 Bogaz; C. parapsilosis — —249 TAK; C. parapsilosis

Sekil 5. Solunum Y olu izolatlarinin TPN’ de Ureme Y etenekl eri

4.6.4. Yara izolatlarmm TPN’de Ureme Y etenekleri

Yara izolatlarimin (deri yarasi, yammk) TPN'de Ureme yetenekleri Sekil 6'da

gosterildi. Buna gore her 2 yanik yaras izolati da 48 saatlik siire boyunca TPN’ de tUreme

gosterirken, deri yarasi izolati yamk yarasi izolatlarindan daha fazla Ureme yetenegi

gosterdi. izolatlarin hepsinde de esteraz tretimi pozitif, biyofilm Uretimi negatif saptand:.

Koloni sayisi;
CFU/ml

- 1x10°
. 8x10’
- 6x10’
- 4x10’

- 2x10

% T T 0

0 24 Ureme zamani; saat 48

—¥—232 Yanik; C. parapsilosis —— 282 Deri yarasi; C. parapsilosis ——196 Yanik; C. parapsilosis

Sekil 6. Yaraizolatlarimn TPN’ de Ureme Y etenekleri
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En fazla Greme gosteren 282 no’'lu deri yarasi izolatinin Ureme degerleri 0. saatte

2.1x10* CFU/mI, 24. saatte 6.7x10° CFU/ml, 48. saatte 1.05x10° CFU/ml iken; en az

lireme gésteren 232 no'lu yanik izolatinin treme degerleri 0. saatte 2.7x10* CFU/m, 24.
saatte 4.6x10° CFU/m, 48. saatte 4.8x10" CFU/mI olarak belirlendi.

4.6.5. Kulak izolatlarmm TPN’de Ureme Yetenekleri

Kulak izolatlarimin TPN’de Ureme yetenekleri Sekil 7’ de gosterildi. Buna gore bir
C. parapsilosis sensu stricto izolat1 48 saat siresince giderek artan oranlarda Ureme
gosterirken, diger 2 C. parapsilosis sensu stricto izolati Ureme gostermedi. C. orthopsilosis
izolatimn Uremesi ise azalma gosterdi. Izolatlarin hepsinde de esteraz Uretimi pozitif,
biyofilm uretimi negatif olarak saptanci. Ureme gosteren 362 no'lu izolatin ireme
degerleri 0. saatte 3.7x10* CFU/m, 24. saatte 4.8x10° CFU/m, 48. saatte 4.5x10" CFU/m
iken, C. orthopsilosis izolatimn Ureme degerleri 0. saatte 2.24x10* CFU/mI, 24. satte
5.7x10° CFU/ml, 48. saatte 4.5x10° CFU/ml olarak belirlendi.

5x10
4,5x10’
4x10’
3,5x107
-z 3x107
- 5 2,5x107
2x10
1,5x10’
1x10’
5x10°

T
~N N N

Koloni sayisi;
CFU/ml

O

0 24 Ureme zamani; saat 48

T
A (n Ll N

—#—362 C. parapsilosis —&—339 C. parapsilosis ~ —#—359 C. parapsilosis =~ —®—351 C. orthopsilosis

Sekil 7. Kulak izolatlarinin TPN’de Ureme Y etenekleri

4.7. izolatlarin Biyofilm Uretimlerinin Degerlendirilmesi

Izolatlarin biyofilm tretimleri 96 kuyucuklu mikrotiter pleytlerde tetrazolium
bilesi ginin indirgenmesi esasina dayanilarak belirlendi.
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Biyofilm Uretimi sadece C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinda gozlenirken, C.
orthopsilosis ve C. metapsilosis izolatlarinda belirlenmedi. C. parapsilosis sensu stricto
izolatlarinin biyofilm Uretme oram %28.9 olarak tespit edildi. Materya dizeyinde
degerlendirildiginde kan izolatlarimin 3'Unin (%33.3), idrar izolatlariin 8'inin (%40)
biyofilm Urettigi diger materya izolatlarinin ise biyofilm tretmedigi belirlendi. Kanda
ureyen C. parapsilosis sensu stricto izolatlar: ile (%42.9) diger materyallerde Ureyen C.
parapsilosis Sensu stricto izolatlan (%25.8) arasanda Fisher’in kesin testine gore istatistiki
yonden anlamh farklilik tespit edilmedi (p=0.390). Tablo 16'da C. parapsilosis grubu
tarlerinin biyofilm Uretme oranlari; Tablo 17’ de kan ve diger materyallerden elde edilen C.

parapsilosis sensu stricto izolatlarimn biyofilm Uretimlerinin karsilastirilmas gosterildi.

Tablo 16. Candida parapsilosis Grubu Turlerinin Biyofilm Uretme Oranlar

TUR BiYOFILM POZITIF BiYOFILM NEGATIF
(m) SAYI % SAYI %
C. parapsilosis sensu stricto (38) 11 28.9 27 71.1
C. orthopsilosis (1) - - 1 100
C. metapsilosis (3) - - 3 100
TOPLAM (42) 11 26.2 31 73.8

Tablo 17. Kan ve Diger Materyallerden Elde Edilen Candida parapsilosis sensu stricto
izolatlarinin Biyofilm Uretimlerinin Karsilastirilmas (p=0.390)

BiYOFIiLM POZITIiF BiYOFiLM NEGATIF
MATERYAL (n)
SAYI % SAYI %
Kan (7) 3 429 4 57.1
Diger materyaller (31) 8 25.8 23 74.2

4.8. izolatlarm SA4PP Gen Profillerinin Belirlenmesi

42 C. parapsilosis grubu izolatinin SAPP1, SAPP2 ve SAPP3 genlerinin varlig
uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile belirlendi. Buna gore 38 C. parapsilosis
sensu stricto izolat, 1 C. metapsilosis izolat ve C. orthopsilosis izolat1 3 SAPP genini de
bulundururken; diger 2 C. metapsilosis izolatinda sadece SAPP3 gen bandi gozlendi. 2 C.
metapsilosis izolatindaSAPPI ve SAPP2 genleri tespit edilmedi (Tablo 18).
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Tablo 18. Candida parapsilosis Grubu TUrlerinin SAPP Genleri Pozitiflikleri

T(U)R SAPPI SAPP2 SAPP3
n

C. parapsilosis sensu stricto (38) 38/38 38/38 38/38
C. orthopsilosis (1) 1/1 1/1 1/1

C. metapsilosis (3) 1/3 1/3 3/3




5. TARTISMA

Candida parapsilosis grubu turleri genellikle immun yetmezligi bulunanlarda,
notropenili sahislarda, yanik olgularinda, yenidoganlarda ve CYBU’ de bulunan hastalarda
genis spektrumda klinik belirtilere neden olmakta, aym zamanda pediatri Unitesi
hastal arindan da yaygincaizole edilmektedir (61).

Gecmiste C. parapsilosis’in - monoklonal oldugu dustndlmekte idi; ancak
simdilerde molekuler tiplendirme teknikleri ile 3 farkl ture ayrilmaktadir (8, 62, 63). C.
parapsilosis grubunun ayiriminda ayirdedicilik  6zelligi  yiksek olan yontemlerin
kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle farklt molekiler yontemler tammlanmustir (8, 23,
61, 64, 65).

Tavanti ve ark. (8) turler arasinda ayirimin yapilmast icin her 3 tirde de yayginca
bulunan SADH geninin restriksiyon polimorfizmi analizini (PCR-RFLP) Onermistir.
Arastirmacilar yaptiklar: bir calismada, C. parapsilosis tirlerinden PCR ile elde ettikleri
SADH urunlerine, Banl enzimi ile restriksiyonlarn sonrasnda sekans analizi uygulamus,
SADH DNA fragmanlarimn 3 tirde de farkli restriksiyon haritasi olusturdugunu
belirlemistir. Calismada grup | izolatlarin SADH sekanslarinda 196. pozisyonda oldugu
tahmin edilen 1 Banl kesim bdlgesi bulundugu, grup I11 izolatlarin sekanslarinda 96, 469
ve 529. pozisyonlarda olmak Uzere 3 Banl kesim bdlgesi bulundugu; grup Il izolatlarin
sekandannda ise kesim bolgesi gozlenmedigi bildirilmistir. Grup | izolatlarin kesim
drdnlerinin elektroforezinde, bir kessm bolgesi bulundurmalarindan dolay: 521 ve 196 bp
uzunlugundaiki bant gozlenirken, Grup 111 izolatlarin kesim Urinlerinin elektroforezinde 3
kesim bolges bulundurmalarindan dolayr 370, 188, 93 ve 60 bp uzunlugunda 4 bant
belirlenmistir.

Yaptigimz caismada 42 C. parapsilosis grubu izolatlarimn tir dizeyinde
tammlanmasinda PCR-RFLP yontemi kullaniimistir. Bu yontem ile C. parapsilosis grubu
izolatlarinin 38'inin (%90.5) C. parapsilosis sensu stricto, 3 Uniin (%7.1) C. metapsilosis,

1'inin (%2.4) C. orthopsilosis oldugu belirlenmistir.
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PCR-RFLP yontemi, maliyeti yuksek bir yontemdir. Bu nedenle rutin tant igin
uygun degildir; ancak epidemiyolojik calismalar icin kullamImaktachr.

Candida parapsilosis sensu stricto, Uzerinde en fazla ¢alisilan ve karakterize edilen
C. parapsilosis grubu Uyesidir. Tur, C. parapsilosis sensu lato’ ya atfedilen enfeksiyonlarin
yaklasik %90'1n1 olusturmakta ve dinya genelinde, sistemik enfeksiyonlarda gortlen
yuksek insidanandan anlasildigi gibi insan konagina diger iki yakin tur olan C.
metapsilosis ve C. orthopsilosis’ den dahaiyi adapte olmakta, bircok Ulkede kandideminin
ikinci siklikta gelen etkeni olarak degerlendirilmektedir (66).

Candida parapsilosis sensu stricto'nun klinik izolatlar arasinda baskin tirt temsil
etmesi, kismen turtin yuksek biyofilm olusturma yetenegi ile aciklanabilir. Son ¢alismalar
C. parapsilosis olarak tanimlanan bazi klinik izolatlarin aslindailiskili tirler olarak bilinen
C. metapsilosis ve C. orthopsilosis’ e karsilik geldigini ve bu turlerin tim C. parapsilosis
izolatlarinin yaklasik %10’ unu olusturdugunu gostermistir (61).

Tavanti ve ark. (8) 2005 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada 32 C. parapsilosis grubu
izolatinin 21'inin C. parapsilosis sensu stricto, 9'unun C. orthopsilosis ve 2'sinin C.
metapsilosis oldugunu belirlemis; 2007 yilinda yaptiklari bir baska calismada
(9italyadaki farkli hastanelerden elde ettikleri C. parapsilosis grubu kolleksiyonunu
analiz ederek, dncesinde C. parapsilosis’ e atfedilen enfeksiyonlarin %4.5’inin aslinda C.
orthopsilosis ile olusturuldugunu bildirmistir. Hensgens ve ark. (67) calismasinda,
biyokimyasal profilleri bazinda C. parapsilosis olarak tammlanan 395 C. parapsilosis
grubu izolatinin 20'sinin C. metapsilosis oldugunu, boylece tim C. parapsilosis
enfeksyor/ kolonizasyon olgularimn %5’ inin bu tdr ile olusturuldugunu tespit etmistir.

2001-2006 yillart arasinda Lockhart ve ark. (23) ARTEMIS evrensel surveyans
calismasinin bir parcas olarak, diinya genelindeki ‘psilosis’ grubu turlerinin dagilimlarin
belirlemek amaciyla yaptiklar calismasinda, C. parapsilosis oldugu kabul edilen 1976
izolat analiz ederek, 1762’ sinin (%91.3) C. parapsilosis sensu stricto, 117’ sinin (%6.1) C.
orthopsilosis ve 34 Unun (%1.8) C. metapsilosis oldugunu belirlemistir. Calismada yer
aan 72 Turkiye izolatimin 1'inin C. orthopsilosis, 2'sinin C. metapsilosis oldugu
raporlanmistir. Fakat bu izolatlann hangi orneklerden elde edildigine dar veri
bildirilmemistir.

Ispanya Barcelona da, Gomez-Lopez ve ark. (68) 2002-2003 vyillarn arasinda
yaptiklar: prospektif poptlasyon bazli bir kandidemi surveyans ¢alismasindan elde ettikleri
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C. parapsilosis grubu izolatlarint bir bagka calismalarinda analiz ederek %5.7' sinin (5/87)
C. orthopsilosis, %6.9"unun (6/87) C. metapsilosis oldugunu raporlamustir.

Brezilya da 141 C. parapsilosis oldugu farzedilen kan akimi izolatinin 124’ Gndin
(%88) C. parapsilosis sensu stricto, 13 Unin (%9) C. orthopsilosis ve 4 Unin (%3) C.
metapsilosis oldugu (19); Amerika da yapilan bir ¢alismada 70 C. parapsilosis grubu
izolatinin 1'inin (%1.4) C. orthopsilosis, 1'inin de (%1.4) C. metapsilosis oldugu
bildirilmistir (69).

Kuveyt'de Asadzadeh ve ark.’min (64) rasgele sectikleri 66 kan akimu izolat1 ve 48
kan dis1 vicut bolges izolat1 olmak Uzere 114 C. parapsilosis grubu izolatinm tire spesifik
ITS bolgesi amplifikasyonu ve SADH geninin PCR-RFLP yontemi ile analiz ettikleri bir
calismasinda, izolatlann 109'u C. parapsilosis sensu stricto, 5'i C. orthopsilosis olarak
belirlenmis, C. metapsilosis izolat ise tespit edilmemistir.

Mirhendi ve ark. (70) 2004-2008 yillar1 arasinda Danimarkal1 hastalar Uzerinde
yaptiklar1 populasyon bazli bir kandidemi surveyans ¢alismasinda konvansiyonel fenotipik
yontemlerle elde gtikleri 79 C. parapsilosis grubu izolatim genotipik yonden analiz ederek
grup icindeki C. metapsilosis ve C. orthopsilosis’in prevalanam belirlemeyi amaglamustir.
Calisma sonucunda izolatlarin 75'i (%95) C. parapsilosis sensu stricto, 2'si (%2.5) C.
orthopsilosis, 2'S (%2.5) C. metapsilosis olarak belirlenmistir.

Yaptigimz calismada C. parapsilosis sensu stricto, C. metapsilosis ve C.
orthopsilosis oranlar1 sirast ile %90.5, %7.1 ve %2.4 olarak belirlenmistir. Bu oranlar
yapilan caismalarla uyumlu bulunmus; ancak bu calismalann aksine C. metapsilosis
oraminin C. orthopsilosis oramndan daha yiksek oldugu tespit edilmistir .

Lockhart ve ark. da (23) ARTEMIS evrensel surveyans galismasinda ¢al ismamiza
uyumlu sekilde C. metapsilosis’in C. orthopsilosis’den daha fazla oranda gozlendigi
cografik bolgelerin oldugunu raporlamistir. Arastirmacilar, C. metapsilosis prevalansinin
Avustralya' da C. orthopsilosis prevalanandan daha yuksek oldugunu, Polonya da ise en
yuksek orana (%13.8) ulastigim kaydetmistir. Buradan yeni tammlanan tirlerin
dagiliminin cografik bolgelere gore farklilik gosterdigini sdyleyebiliriz.

Candida parapsilosis grubu tirlerinin farkli biyolojik materyallerden izole
edilebildigi belirtilmistir. Portekiz’de yapilan bir cahismada C. orthopsilosis ve C.
metapsilosis suslart kan disindaki biyolojik orneklerden (4 C. orthopsilosis Susu idrar

orneklerinden izole edilirken, C. metapsilosis suslarindan biri solunum orneklerinden, 4' U
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mukozal yizeylerden izole edilmistir), C. parapsilosis sensu stricto izolatlar test edilen
tum biyolojik orneklerde tespit edilmistir (61).

Lockhart ve ark.’nin (23) calismasinda da C. orthopsilosis izolatlarinin asit sivist,
apse, kateter, beyin omurilik sivia (BOS), plevra ve bronkoalveolar lavg) (BAL) sivisi
gibi pulmoner orneklerden; C. metapsilosis izolatlarinin da apse, asit sivisi, BAL sivisi ve
eklem sivisi gibi farkli drneklerdenizole edildigi bildirilmistir.

Kocsube ve ak.'mn (5) calismasinda kan kdltirlerinden elde edilen 22 C.
parapsilosis grubu izolatinin 2'sinin C. metapsilosis oldugu; De toro ve ark.’mn (60)
calismasinda 10 C. orthopsilosis izolaimn 6’ ssmin kandan izole edildigi; Chen ve ark.’min
(71) caismasindada 3 C. metapsilosis ve 2 C. orthopsilosis izolatinin kandan izole edildi gi
bildirilmistir.

Calismamiz kapsamindaki 42 C. parapsilosis grubu izolatinin 20°'si (%47.6) idrar,
9'u (%21.4) kan, 40 (%9.5) TAK, 4’0 (%9.5) kulak, 2'si (%4.8) yanik, 1'i (%2.4) yara,
1'i (%2.4) agiz ici sUrintusi, 1'i (%2.4) bogaz surunttist 6rneklerinden elde edilmistir. C.
parapsilosis sensu stricto izolatlari tim biyolojik materyallerden izole edilirken; 3 C.
metapsilosis 1zolatiin 2'si kandan digeri TAK’dan, C. orthopsilosis izolati ise kulak
orneginden izole edilmistir. Boylece 3 turun de diger ¢calismaarla uyumlu olarak farkl:
biyolojik materyallerden elde edilebildigi belirlenmistir. Diger calismalara benzer sekilde 2
C. metapsilosis izolatimn kan gibi steril vicut svilarindan izole edilmes ise tammlanan
yeni tdrlerin bolgemizdeki hastalarda ortaya ¢ikan kan akimi enfeksiyonu gibi 6nemli
insan hastaliklarindan da gorulebilecegini gostermistir.

Candida parapsilosis’in virulans faktorleri hakkinda bilinenler sinirlidir. Candida
turlerinde bulunan virulans faktorlerden biri olasil ikla biyofilm olusturma yetenegi ileilgili
yuzey adherens kapasiteleridir. Klinik olarak elde edilen C. albicans izolatlar enfeksiyon
olusumuna yardima olan biyofilm tabakasim Uretirler. Adezyon ve biyofilm formasyonu,
enfeksiyonlarinda baskin rolt oldugu distintlen invaziv aetlerden dolay: C. parapsilosis
icin de onemlidir (72).

Son 10 yilda Candida enfeksiyonlarindaki artis, tibbi alanda protezler, endotrakeal
tupler, cesitli kateterler gibi biyomateryallerin yaygin olarak kullanilmasiyla paralel
gorinmektedir. Bu biyomateryaller, ‘sime olusturan mikroorganizmalarla kolonize
olmakta ve biyofilmden ayrilan organizmalar cogu kez bir septisemiye yol agmaktadir. Bu
acidan biyofilmler, enfeksiyonlar icin dnemli ve stirekli bir kaynak olusturmaktadir (73).
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Yaptigimiz biyofilm calismasinda 42 izolatin %26.2 sinin biyofilm Urettigi tespit
edilmistir. Tdr duzeyinde degerlendirildiginde ise 38 C. parapsilosis sensu stricto
izolatinin  11'inin  (%28.9) biyofilm Urettigi; C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
izolatlarinin ise biyofilm GUretmedikleri saptanmistir. Calismamizda sadece kan ve idrar
orneklerinden elde edilen C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinin biyofilm Urettigi, diger
materyallerden elde edilen C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinin  biyofilm
uretmedikleri; kan izolatlarimin biyofilm Uretme oramnin %33.3, idrar izolatlarimn
biyofilm tretme orammn %40 oldugu tespit edilmistir.

Tavanti ve ark. (66) farkli cografik bolge (italya, Macaristan, Arjantin ve Yeni
Zellandg ve anatomik bolgelerden (kan, mukoza, tirnak, BOS vb.) elde edilen bir
‘psilosis’ koleksiyonundan sagladiklan 62 C. parapsilosis grubu izolatinin biyofilm
Uretimini degerlendirmis; Macaristan, Arjantin, Yeni Zellanda ve italya izolatlarinin
biyofilm 0Oretme oranlarimin srasi ile %92.8, %85.7, %66.6 ve %36.8 oldugunu
belirlemistir. Calismada tirnak ve kan érneklerinin biyofilm Ureten ve Gretmeyen izolatlar
arasinda i statistiki yonden anlamli farklilik bulundugu, en fazla biyofilm Ureten izolatlarin
ise kan Orneklerinden saglandig raporlanmistir. Bu calismaya gore calismamizdaki
izolatlarin biyofilm Uretimi oranlar: (%26.2) distk dizeydedir. Biyofilm Uretimi idrar ve
kan izolatlanmizda gbzlenmistir. Buradan biyofilm Oretimi ile cografik ve anatomik
kaynak araanda bir baglanti olabilecegini sdyleyebiliriz. Fakat bunun daha fazla sayida
izolatla yapilacak calismalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Gokce ve ark.’'nin (74) 2007 yihinda yaptiklan calismasinda kan kultirlerinden
izole edilen 6 C. parapsilosis izolatimn tUp aderens metoduna gore biyofilm pozitifligi
%12.5 olarak belirlenmistir. Ozkan ve ark. (75) ise aym yontemle 19 C. parapsilosis kan
izolatinin 17 (%89.5)’ sinde slime pozitifligi saptamistir. Shin ve ark.” mn (76) calismasinda
%8 glukoz ve %1 oraninda protein iceren Sabouraud Dextrose Broth (SDB) besiyeri
kullamlarak 35'i kan akimindan, 17'si diger bélgelerden saglanan 52 C. parapsilosis
izolati degerlendirmeye alinmis; kan akimi izolatlarimn 30’ unda, diger bolge izolatlarinin
8'inde olmak uUzere, izolatlarin 38 inde (%73) biyofilm pozitifligi saptanmistir. Bizim
calismamizda ise kan izolatlarimin biyofilm Uretme oram %33.3 olarak belirlenmistir.
Calismalardaki celiskiler kullarilan yontemlerin ve calisma kosullarinin farklihigindan
kaynaklanabilir.

Uc turiin biyofilm olusturma kabiliyetine iliskin celiskili veriler bulunmaktachr.
Tavanti ve arkadaslart 2005 (8) yilinda yaptigi calismada 3 tlrin biyofilm olusturma
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yetenegi arasinda istatistiki yonden anlamli farklilik olmadigim rapor etmistir. Ancak; ayn
arastirmacilar sonrasinda yaptiklar: bir calismada C. orthopsilosis izolatlarimn in vitro
biyofilm dusturmadiklarim raporlamis; Song ve arkadaslarinin (77) yaptiklari ¢alismada
da C. metapsilosis ve C. orthopsilosis 1zolatlarimn biyofilm olusturmadiklar: bildirilmistir.

Lattif ve ark.’min (78) dinyanin farkli cografik bolgelerinden sagladiklar: ve kan
akimi enfeksiyonundan soyutlanan 10 C. parapsilosis sensu stricto, 10 C. metapsilosis ve
10 C. orthopsilosis izolatlarinin silikon elastomer diskler Uzerinde biyofilm Uretmeleri
yonunde yaptiklart calismalarinda her 3 turtn de biyofilm Urettigini, C. metapsilosis
izolatlarinin Urettikleri biyofilmlerin metabolik aktivitelerinin C. parapsilosis sensu stricto
ve C. orthopsilosis izolatlarinin biyofilmlerinden anlamli derecede yiksek oldugunu, ancak
izolatlarin biyofilm miktarlart arasindaistatistiki farklilik olmadigint belirlemistir.

De toro ve ark.’min (60) calismasinda 122 C. parapsilosis grubu izolatinin 65’inde
(%58.5) biyofilm pozitifligi saptanmis; C. parapsilosis sensu stricto izolatlarimn tek
biyofilm dreticis oldugu, 10 C. orthopsilosis ve 1 C. metapsilosis izolahmn in vitro
biyofilm Uretmedikleri bildirilmistir. Arastirmaci kan akimi ve di ger materyallerden elde
ettikleri C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinin biyofilm tretimlerini karsilastirarak, kan
izolatlarinin %65’ inin, di ger materyal izolatlarimn %50.9 unun biyofilm Urettigini, iki grup
arasindaistatistiki anlamliligin olmadigim belirlemistir.

Calismamizda De toro ve ark.’min (60) calismasina benzer sekilde, sadece C.
parapsilosis sensu stricto izolatlarimn biyofilm Urettigi, kandan elde edilen C. parapsilosis
sensu stricto izolatlan (%42.9) ile diger materyallerden elde edilen C. parapsilosis sensu
stricto izolatlannin (%25.8) biyofilm Uretimleri arasnda istatistiki yonden anlamlilik
olmadig1 belirlenmistir (p=0.390). C. metapsilosis ve C. orthopsilosis izolatlarimn
sayishin yetersizliginden dolay: 3 tlrin biyofilm Uretimleri arasindaki istati stiki anlamlilik
Ssaptanmamustir.

Patojen funguslar patogenezlerinde o6nemli rol oynayan bazi enzimler
salgilamaktadirlar. Bu enzimler genel olarak peptid baglarim parcalayan proteinazlar ve
fosfolipidleri hidroliz eden fosfolipazlar olmak Uzere 2 grupta toplanmaktadir (79).
Mayalarin bunlarin disinda lipolitik aktivite gosteren enzimler salgilacig ilk kez 1978
yilinda Rudek tarafindan Tween 80 opasite testi ile gosterilmistir (54).

Calismamizda izolatlarin esteraz aktivitesi %0.5 rween 80 iceren besiyeri kullanilan
opasite testi ile belirlenmistir. incelemeye ainan 42 izolatin %80.9'u esteraz poxzitif,
%19.1'i esteraz negatif olarak tespit edilmistir. Tur dizeyinde degerlendirildiginde C.
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parapsilosis sensu stricto izolatlarinda %78.9, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
izolatlarinda %100; materya dizeyinde degerlendirildiginde idrar izolatlarinda %75, kan
izolatlarinda %77.8, kulak izolatlarinda %75 esteraz pozitifligi belirlenmistir. TAK, yara,
ag1z ici suruntust, bogaz, yanik izolatlarimn timinde de esteraz aktivitesinin pozitif
oldugu gozlemlenmistir.

Esteraz enzim aktivitesinin kandidoz patogenezindeki rolu ile ilgili bilgiler sinirli
oldugundan, bu konu hakkinda kesin bir kaniya varilamamistir. Yeni turlerin esteraz
aktiviteleri ile ilgili ilk bilgi calismamizda tespit edilmistir. Yapilan arastirmalar
ekstrasdlller esterazin fungal Ureme icin kosul olmadigini ve esteraz aktivitesinin bir
virulans faktor olarak gortlmedigini distindirmektedir. Bununla birlikte bircok calismada
kandidoz patogenezinde esteraz aktivitesinin rolt aragtirilmistir.

Ylcesoy ve ark.’nin (79) calismasinda aralarinda 14 C. parapsilosis Susunun
oldugu 124 Candida tirinin esteraz aktivites arastirilmus; 10 gunltk inkibasyon stiresinin
sonunda C. parapsilosis suslarnmn 8 inde (%57) esteraz pozitifligi saptanmustir.

Akyol ve ark.’min (80) calismasinda idrar ve kan orneklerinden elde edilen ve C.
parapsilosis olarak tammlanan 53 izolatin virulans faktorleri Uzerinde degerlendirme
yapilmis; sadece 1 (%1.8) idrar izolatinda esteraz pozitifli gi saptanmustir.

Kumar ve ark. (81) HIV seropozitif ve malignansili hastalardan elde ettigi Candida
izolatlarimin farkli virulans faktorlerini degerlendirdigi calismast kapsaminda 4 C.
parapsilosis sSusundan sadece 1’inde esteraz pozitifligi gozlemledigini raporlamistir.

Dolapci ve ark. (82) gesitli Candida turlerinin lipolitik aktivitesini degerlendirdig
calismasinda incelemeye aldigi 10 C. parapsilosis izolatimn higbirinde esteraz pozitifligi
saptanmadigim raporlamistir. Bu ¢alismada C. parapsilosis igin kullanlan kalite kontrol
susu ATCC 22019 da da esteraz pozitifliginin saptanmadig: belirlenmistir.

Kegeli ve ark. (83) Candida tirlerinin esteraz aktivitesini degerlendirdig
calismasinda 3 C. parapsilosis izolatinin hicbirinde esteraz aktivitesini saptamadiklarin
belirlemistir. Aktas ve ark.’mn (84) calismasinda da incelenen 2 C. parapsilosis susunda
esteraz pozitifligi tespit edilmemistir.

Rudek (54), Tween 20, 40, 60, 80 ve 85 maddelerini substrat olarak kullandig
calismasinda, klinik drneklerden izole edilen Candida tirleri arasinda esteraz aktivitesinin
yaygin gortldiging, izolatlarin substratlardan en az biri icin lipolitik aktivite gosterdigini

bildirmistir.
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Slitkin (55) C. parapsilosis ve Candida glabrata suslarinda lipolitik aktivite
gorilmedi gini bildirmesine karsin; Tsuboi ve ark. (52) 85 klinik Candida izolat1 Gzerinde
yaptiklar1 bir ¢calismada izolatlarin farkli derecelerde esteraz aktivites gosterdigini; C.
albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis’in esteraz aktivitelerinin diger Candida
turlerinden daha yuksek oldugunu raporlamustir.

Simdiye kadar C. parapsilosis grubunun in vitro enzimatik aktivitesini
degerlendiren birkag calisma yapilmstir. Ustelik bunlarin gogunda grup tir diizeyinde
ayirdedilmemistir ve bu caligmalarin sonuclart oldukga celigkilidir. Bu nedenle C.
parapsilosis sensu stricto ve yakin turlerin enzimatik aktiviteleri agisindan farkliliklar:
karakterize edilmemistir. Bu calismalardan biri 2011 yilinda Yi Ping Ge ve ark. (85)
tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar 20 C. parapsilosis sensu stricto izolatimin 1’inde, 12
C. metapsilosis izolatinin 2' sinde esteraz aktivites saptamis; esteraz pozitif C. parapsilosis
sensu stricto izolatimn deriden, esteraz pozitif C. metapsilosis izolatimn 1'inin deriden
digerinin de vaginadan elde edildigini raporlamistir. Calismada, iki tlr arasinda
besiyerindeki inokulasyon bdlgesinin etrafindaki halenin ¢apimin 6lgimine gore tespit
edilen aktivite duizeyleri agisindan anlaml1 farklilik gozlenmedig belirtilmistir.

Calismamizda yer alan C. metapsilosis ve C. orthopsilosis izolatlarinin sayisi az
oldugundan turlerin esteraz aktiviteleri arasindaki anlamlilik belirlenmemistir. Bunun icin
dahafazlasayidaizolatla yapilacak baska cal ismalara gereksinim vardir.

Candida albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis nitrojen kaynagi olarak eksojen
proteinlerin bulundugu ortamlarda asit proteinaz sekrete eder. Bu enzimler pepstatin ile
inaktive edilirler; bu nedenle pepsin ailesine aittirler (41). C. parapsilosis’de sekrete
aspartik proteinaz kodlayan 3 gen tammlanmis ve SAPPI, SAPP2 ve SAPP3 olarak
isimlendirilmistir (45).

Salgisal aspartik proteinaz dretimi C. parapsilosis Suslart arasinda farklilik
gostermektedir. Yapilan calismalarda C. parapsilosis’in vulvovginal ve deri izolatlarimn
in vitro Sap aktivitelerinin kan izolatlarindan fazla oldugu, boylece izolasyon bolgesi ile
Sap dretimi arasinda baglanti bulundugu gosterilmis; sonug olarak Sap’larin kan akimi
enfeksiyonlart patogenezindeki rolinin, oOzellikle vajina enfeksiyonlar olmak (zere
lokalize invaziv enfeksiyonlardan daha az 6nemli oldugu ileri strGlmustir. Bir baska
calismada da C. parapsilosis'in aspartik proteinaz Uretiminin 6zellikle yizeyel Candida

enfeksiyonlarinda gozlendigi, vajinal ¢evrenin proteinak6z materyal bulundurmas: ve genis
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pH araigina tolerans gostermes gibi enzim ekspresyonuna ve yiksek diizeyde proteinaz
indiklenmesine uygun bazi 6zellikler icerdigi belirtilmistir (28, 86).

Wu ve Samaranayake' nin (39) caismasinda C. albicans, C. tropicalis C.
parapsilosis Klinik kokenlerinin glukoz katilmis insan tikriginde Sap salgilanmasinin iyi
oldugu, C. albicans kokenlerinin albicans olmayanlardan daha fazla proteolitik olduklars,
tukrligtin total protein iceriginin Sap’larin salgilanma derecesini etkiledigi, bu Ug tirin agi1z
kandidiyazi olusturmasinda karbonhidrat diyeti ile de baglantil1 olarak Sap’larin etkin rol
oynamalarinin kuvvetli olasilik oldugu bildirilmistir.

2009 yilinda Silvave ark.’mn (87) 6 C. parapsilosis izolatinn virulans 6zelliklerini
belirlemek Uzere rekonstite insan epitelya hiicrelerinde yaptiklar: ¢alismada, kontrol susu
ATCC 22019un SAPP3 genini eksprese etmedigi, bunun disindaki tim planktonik
formdaki C. parapsilosis suslarinin 3 SAPP geninin de eksprese ettigi; suslann rekonstite
insan epitelya hicrelerini enfekte eden formlarinda ise farkli SAPP gen ekspresyon
profillerinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Calismada insan epitelyal dokular: enfekte eden 1
uriner izolatin SAPPI, 2 vaina izolatin SAPP2 ve 1 vgjinal izolatin da SAPP3 genini
eksprese etmedi gi; boylece SAPP ekspresyonun sus bagimli oldugu, ayni1 zamanda enfekte
izolatlarin dahafazla oranda SAPP eksprese ettikleri raporlanmstir.

Calismamizda 42 C. parapsilosis grubu izolatimn SAPP gen varhgi SAPP1, SAPP2
ve SAPP3 primerleri kullanarak PCR yontemi ile belirlenmistir. C. parapsilosis sensu
stricto izolatlannda SAPPI1, SAPP2 ve SAPP3 geni pozitifliginin %100 oldugu; C.
metapsilosis'in tum izolatlarinda sadece S4PP3 geninin, C. orthopsilosis Susunda ise tim
genlerin pozitif oldugu belirlenmistir. C. metapsilosis izolatlarnimn SAPP1 ve SAPP2
genleri belirlenmemistir. Bu genlerin sekanslama yontemi ile dizi anaizinin belirlenmes
gerekmektedir.

Parenteral nutrisyon ora veya entera yoldan beslenemeyen hastaarda
malnutrisyonun  6nlenmesi  gereken durumlarda endikedir. Enterokutanoz fistll,
anastomatik kagak, postoperatif ileus, iskemik barsakla iliskilendirilen kisa barsak
sendromu, Crohn’s hastaligi, abdominal travma, radyasyon enteriti veya intestinal
obstruksiyon gibi hastaliklardaparenteral nutrisyon kullanma endikasyonu vardir (88).

Parenteral nutrisyon durumu kritik, akut ve kronik bakim alan hastalarda kateter
iliskili kan akimi enfeksiyonlari icin bir risk faktoril olarak tanimlanmaktacir. Parenteral
nutrisyon uygulanimi igin kullamlan santral ventz kateterlerde %1.3-26.2 oraminda

enfeksiyon goruldigl, bu genis oran araligimin arastirma yontemine, kateter iliskili kan
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akimi enfeksiyonu tanimlamasina, populasyon ve caisma aamna gore belirlendigi
bildirilmistir (88).

Kuwahara ve ak.’nin (89) caismasinda bakteriyal ve kandidd
mikroorganizmalarin standart ve klinik izolatlarimn lipid iceren TPN sollsyonlarindaki
uremeleri  arastirnlmistir. Calismada asiditenin - mikrobiyal Greme (zerine etkisinin
arsgtinlmast igin farklt pH degerlerinde lipid iceren TPN sollsyonlari, multivitamin ve
bisllfit etkisinin arastirilmasi icin de bu maddelerle desteklenmis TPN’'ler kullanilmustir.
Candida turlerini temsilen C. albicans Kklinik izolat1 ve standart koken olarak ATCC 10231
andiz edilmistir. Calisma sonucunda hem klinik, hem de kontrol Candida susunun
herhangi bir pH degerindeki lipid icerikli TPN’de hizlica ve benzer Greme artist gosterdi g,
tremelerinin bistlfit veya multivitamin eklenmesinden etkilenmedigi belirlenmistir.

Ispanya'da parenteral nutrisyon kateterlerinde kolonize olan mikroorganizma
turlerinin belirlenmesi ve kolonizasyon acisindan risk faktorlerinin degerlendirilmesi
amaciyla 2657 hastadan 3632 kateterin analiz edildigi bir calismada, 689 hastaya ait 823
kateterde (%22.8) mikrobiyal kolonizasyon varligi belirlenmistir. Kolonize kateterlerin
22'sinde maya turlerinin bulundugu, 13’ Ginde de kandidemi epizodu gelistig raporlanmis,
uzun sureli kateterizasyonun (>20 gin ) ve baska enfeksiyon odagi varliginin maya
kolonizasyon riskini 6nemli derecede artirchig bildirilmistir (90).

Levy ve ark.’'nin (27) calismasinda 80 pediatrik hastada olusan 81 kandidemi
epizodu degerlendirilmis; epizodlarin 35'inin (%43) yenidoganlarda, 46 sinin (%57)
infantlarda ve 6 ay-20 yas arasindaki ¢ocuklarda gbzlendigi, en yaygin izole edilen tiriin
C. parapsilosis oldugu, torin yenidoganlardaki izolasyonunun diger cocuklardaki
izolasyonundan anlamli derecede yuksek bulundugu bildirilmistir. Calismada en yaygin
gorilen potansiyel predispozan faktorlerin santral vendz kateter varligi, parenteral
nutrisyon soltsyonu kullammi ve antibiyotik tedavisi dykust oldugu, antibiyotik tedavisi
Oykusi oramnminyenidoganlarda 22 (%63), yenidogan disindaki diger cocuklarda 36 (%78);
santral venOz kateter varligi orammin yenidoganlarda 29 (%83), yenidogan disindaki
cocuklarda 36 (%78); TPN kullamm orammin yenidoganlarda 32 (%91), yenidogan
disindaki cocuklarda 28 (%61) oldugu belirlenmistir. Calismada C. parapsilosis ile enfekte
hastalarin santral vendz kateter veya TPN kullammu oramt C. parapsilosis chgindaki
Candida turleri ile enfekte hastalarin bu materyalleri kullanim oramindan anlaml1 derecede
yuksek bulunmus; santral vendz kateter ve TPN kullanimi ile C. parapsilosis enfeksiyonu

arasinda kuvvetli baglanti oldugu sonucuna varilmistir.
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Clark ve ark.”min (91) bir C. parapsilosis fungemisi salgin kiimesi kapsamindaki 15
kesin ve 7 sUpheli hasta grubu ile salgin doneminde aynm hastanede yatarak tedavi alan
hastalardan secili kontrol grubu Uzerinde yaptiklari olgu-kontrol ¢alismasinda fungemiye
neden olan potansiyel risk faktorleri analiz edilmistir. Calismada ¢ok degiskenli analiz
yontemi ile risk faktorlerinin bagimsiz haliyle anlami degerlendirilmis, eszamanl: YBU' de
yatis ve TPN kullaniminin bagimsiz olarak fungemi olgusu olusumunda artmis risk ile
baglantil1 oldugu ve tahmini modellerde diger faktorlere gore klinikle ilintisi en yuksek
olan faktorler oldugu belirlenmistir. Y apilan analizlerde TPN hazirlanmasi asamasinda bir
problem olmadigi; ancak saglhik bakim calisanlarinin el hijyenine uyum oraninin baska
calisgmalarla uyumlu sekilde %50'den az oldugu belirlenmis; uygun olmayan el hijyeni
nedeniyle saglik bakicilarinin, ellerinde gecici olarak kolonize olan maya turlerini, sik
olarak etkilesimde bulunduklar yogun bakim hastalarina tasidiklar;; bu nedenle saglik
bakicilarinin  Onerilen e hijyeni pratigine uyumunun iyilestirilmesi gerektigi ileri
surdlmastar.

Kuhn ve ark. (72) Missisipsi Hastanesi’nde gozlenen bir C. parapsilosis salgin
izolatlarinin genetik ve fenotipik 6zelliklerinin belirlenmes kapsaminda yaptiklar: bir
calismada, salgin kimesinde bulunan 5 kan veya kateter izolat1 ve 1 sgglik bakim calisani
el izolati ile aym hastanenin klinik koleksiyonundan saglanan sporadik enfeksiyon
izolatlari silikon elastomer diskler Gzerinde biyofilm dretim yetenekleri yoninden
karsilastirmis, salgin izolatlarimn biyofilm Uretme yeteneklerinin kendi aralarinda benzer
oldugunu; fakat Kklinik koleksiyon izolatlarina gore anlamli derecede yuUksek oldugunu
gbzlemis, salgin izolatlarimin yeast nitrogen base besiyeri (YNB) yerine TPN’de
uretilmeleri  durumunda biyofilm Uretimlerinin %40'lara varan oranda arttiginm
belirlemistir.

Almirante ve ark.’mn (92)2002-2003 vyillar1 arasinda Ispanya daki 14 hastaneyi
kapsayan prospektif populasyon bazli kandidemi surveyans ¢alismasinda 345 kandidal kan
akimi enfeksiyonu epizodu tammlanmis, bunlarin %23 oramyla 78'inin C. parapsilosis ile
olusturuldugu belirlenmistir. Caismada C. parapsilosis fungemisi ile iliskilendirilen en
yaygin g faktorin %97 oranla IV kateter kullammi, %91 oranla daha énceden antibiyotik
kullanim Oykusl, %54 oranla parenteral nutrisyon kullammi oldugu bildirilmistir. C.
parapsilosis kandidemisinin risk faktorlerinin tammlanmasi icin 78 C. parapsilosis
epizodu ile kontrol grubu olarak belirlenen ve ayni surveyans ¢alismasindan elde edilen

175 C. albicans izolat1 karsilastinlmis, tek degiskenli analiz yontemine gére vaskiler
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kateter kullanmmunin C. parapsilosis fungemisinde en yaygin kaynak oldugu ve C.
parapsilosis fungemi hastalarimin TPN kullanim oranlarinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede yuUksek oldugu tespit edilmis, diger epidemiyolojik calismalarda da gosterildigi
gibi C. parapsilosis enfeksiyonlarinin 6zellikle parenteral nutrisyon alan hastalarda olmak
Uzere intraventz kateteri bulunan hastalarda daha siklikla gozlendigi sonucuna varilmistir.

Caismamizda C. parapsilosis grubu tirlerinin TPN'de Ureme yetenekleri
degerlendirilmistir. Simdiye kadar bu 3 turin TPN’de Uretimini karsilastiran galisma
yapilmamistir. Ancak belirttigimiz calismalarda Candida tirlerinin TPN'de Ureme
yeteneklerinin iyi oldugu; TPN gereksinimi nedeniyle kateter kullanan hastalarda fungemi
acisndan artmis risk olustugu bildirilmistir.

Calismamizda C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinin 48 saat sliresince genellikle
TPN’de Ureme gosterdikleri; ancak C. metapsilosis ve C. orthopsilosis izolatlarinin Greme
gostermedikleri belirlenmistir. TPN’de Ureme gostermemeleri ve biyofilm Uretimlerinin
negatif olmast nedeniyle yeni tanimlanan tdrlerin C. parapsilosis sensu  stricto
izolatlarindan daha az virulan olabilecegi kanaatindeyiz. Ancak klinik 6rneklerden izole
edilen baskin tlrin C. parapsilosis sensu stricto oldugunu ve TPN’de iyi Uredigini
bildigimizden, TPN hazirlanmas asamasinda sterilizasyon kosullarina dikkat edilmes ve
TPN soltsyonlarinda tir Uremesi acisindan rutin tarama calismalar1 yapilmas: gerekti i

dustincesindeyiz.



6. SONUC VE ONERILER

. 42 Candida parapsilosis grubu izolatimn 20'si (%47.6) idrar, 9'u (%21.4) kan,
A0 (%9.5) TAK, 40 (%9.5) kulak, 2's (%4.8) yank, 1'i (%2.4) yara, 1'i
(%2.4) ag1z ici suruntast, 1'i (%2.4) bogaz surunttst orneklerinden elde edildi.
. Candida parapsilosis grubu izolatlarimn 38'i (%90.5) C. parapsilosis sensu
stricto, 3'U (%7.1) C. metapsilosis, 1'i (%2.4) C. orthopsilosis olarak belirlendi.
. Idrar izolatlarimn 20'si (%100) C. parapsilosis sensu stricto, kan izolatlarimn
7S (%77.8) C. parapsilosis sensu stricto; 2'sl (%22.2) C. metapsilosis; TAK
izolatlarinin 3’0 (%75) C. parapsilosis sensu stricto; 1'i (%25) C. metapsilosis,
kulak izolatlarmnin 3'G (%75) C. parapsilosis sensu stricto; 1'i (%25) C.
orthopsilosis; yara, yanik, agiz i¢i surantist ve bogaz sirintisi izolatlar1 C.
parapsilosis sensu stricto olarak belirlendi.

. Izolahimin 27'si (%64.3) eriskin yas grubundan; 15'i (%35.7) cocuk yas
grubundan elde edildi.

Eriskin yas grubundan izole edilen kdkenlerin 13'U (%48.2) servis, 8'i (%29.6)
YBU ve 6's (%22.2) poliklinik hastalarindan; cocuk yas grubundan izole
edilenlerin 7’s (%46.7) servis, 5i (%33.3) YBU, 3'i (%20) poliklinik
hastalarindan izole edildi.

PYBU izolatlar: arasinda bulunan 1 kan ve 1 idrar izolati YDYBU’deki bir
hastadan izole edildi.

. Candida metapsilosis ve C. orthopsilosis izolatlarn sadece eriskin yas grubu
klinik orneklerinde dagilim gosterirken; C. parapsilosis sensu stricto izolatlarn
her iki yas grubunda datespit edildi.

. Candida metapsilosis Suslarindan 1'i 71 yasindaki CYBU hastasinin
TAK’indan, 1'i 77 yasindaki Uroloji servisi hastasimn kamndan, 1'i de 48
yasindaki NYBU hastasiin kan kiiltirinden; C. orthopsilosis Susu 72
yasindaki poliklinik hastasimn kulak kilttrtinden izole edildi.
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42 C. parapsilosis grubu izolatimn 34’0 (%80.9) esteraz Uretimi yonunden
pozitif, 81 (%19.1) negatif olarak belirlendi.
38 C. parapsilosis sensu stricto izolatimn 30'u (%78.9) esteraz pozitif iken,
C.parapsilosis ths1 4 alt tirin (C. metapsilosis ve C. orthopsilosis) 4’ U (%100)
de esteraz pozitif olarak belirlendi.
Idrar izolatlanmn 15'i (%75), kan izolatlarimn 7'si (%77.8), kulak izolatlarinin
3'U (%75) esteraz pozitif bulundu. TAK, yanik, yara, agiz i¢i surintist ve
bogaz izolatlarinin tlimunde esteraz pozitif olarak saptandi.
Pediatri grubundan elde edilen 15 izolatin 13’0 (%86.6) esteraz pozitif iken,
eriskin gruptan elde edilen 27 izolatin 21'i (%77.7) esteraz pozitif idi.
PYBU hastadarindan elde edilen izolatlarin 40 (%80); eriskin YBU
hastalarindan elde edilen izolatlarin 5'i (%62.5); pediatri servis hastalarindan
elde edilen izolatlarin 6's1 (%85.7), eriskin servis hastalarindan elde edilen
izolatlarin 11'i (%84.6); pediatri poliklinik hastalarindan elde edilen izolatlarin
3'U (%100), eriskin poliklinik hastalarindan elde edilen izolatlarin 5'i (%83.3)
esteraz pozitif olarak belirlendi.
Kandan izole edilen C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinin 4’0 48 saat
siresince giderek artan oranlarda Ureme gosterirken; 2 C. parapsilosis sensu
stricto ve 2 C. metapsilosis izolatimn Uremelerinde artis gorilmedi.
Kandan izole edilen ve TPN'de Ureyen C. parapsilosis sensu stricto
izolatlarindan ikisinde esteraz Uretimi negatif, biyofilm Gretimi pozitif; birinde
hem biyofilm hem de esteraz Uretimi pozitif; diger kan izolatinda ise esteraz
Uretimi pozitif, biyofilm Uretimi negatif olarak belirlendi.
Kandan izole edilen ve TPN’de Uremeyen C. parapsilosis sensu stricto ve C.
metapsilosis izolatlannda esteraz Uretimi pozitif, biyofilm tretimi negatif olarak
belirlendi.
Total parenteral nutrisyon’ da lireme gosteren kan izolatlarimin 4'ii de YBU' den,
Ureme gostermeyen kan izolatlannmn biri PYBU'den; diger 3’4 Urolgji
servisinden, yanik Unitesinden ve pediatri hematoloji servisinden izole edildi.
20 idrar izolatlariin 9unda TPN'de lreme gozlendi. Ureme gosteren
izolatlardan 120, 231, 139, 308, 174 ve 73 no’ lu izolatlarda hem esteraz hem de

biyofilm Uretimi pozitif; 269, 396 ve 39 no'lu idrar izolatlarinda esteraz Uretimi
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pozitif, biyofilm Uretimi negatif idi. Her iki virulans faktorinin pozitif oldugu 3
izolat en fazla Ureme yetenegi gosterdi.

19. TAK izolatlarimn biri 48 saat siresince Ureme gosterirken; diger TAK izolati,
bogaz izolat1 ve TAK’da Ureyen C. metapsilosis izola1 Uremesinde artis
saptanmadi. izolatlarin hepsinde de esteraz retimi pozitif, biyofilm Uretimi
negatif idi.

20. 2 yanik yaras izolati1 da 48 saatlik sire boyunca TPN’de tUreme gosterirken,
deri yarasi izolati yanik yarasi izolatlarindan daha fazla Ureme yetenegi
gosterdi. izolatlarin hepsinde de esteraz tretimi pozitif, biyofilm Uretimi negatif
saptandi.

21. Kulaktan elde edilen bir C. parapsilosis sensu stricto izolat1 48 saat siiresince
giderek artan oranlarda treme gosterirken, diger 2 C. parapsilosis sensu stricto
izolat1 Ureme gostermedi. C. orthopsilosis izolaimn ise Uremes azama
gosterdi. Izolatlarin hepsinde de esteraz tretimi pozitif, biyofilm tretimi negatif
olarak saptanch.

22. Biyofilm Uretimi sadece C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinda gozlenirken,
C. orthopsilosis ve C. metapsilosis 1zolatlarinda belirlenmedi.

23. Candida parapsilosis sensu stricto izolatlarinin biyofilm tretme oranlar1 %28.9
olarak belirlendi.

24. Kan izolatlarinin%33.3' tnde, idrar izolatlannin %40 inda biyofilm Uretimi
saptandi.

25.Kan ve diger materyalerden elde edilen C. parapsilosis sensu stricto
izolatlarinin biyofilm Uretimleri araanda istatistiki yonden anlamli farklilik
belirlenmedi (p=0.390).

26.38 C. parapsilosis sensu stricto izolati, 1 C. metapsilosis izolat1 ve C.
orthopsilosis 1zolatinda 3 SAPP geni de pozitif olarak belirlendi.

27.2 C. metapsilosis izolatinda sadece SAPP3 gen bandi gozlendi, SAPPI ve
SAPP?2 genleri tespit edilmedi.

Sonug olarak; C. parapsilosis grubu tirlerinin farkli biyolojik materyallerden izole

edilebildigi, en baskin gorulen tlrtin C. parapsilosis sensu stricto oldugu, yeni tammlanan
turlerin kan gibi steril vicut sivilarinda da bulunabildigi; bu nedenle de kan akimi

enfeksiyonlar: gibi 6nemli insan hastal iklarinda da g6zlenebilecegi belirlenmistir.
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Esteraz enzimi (¢ ttrde de gozlenmis, biyofilm Uretimi ve TPN’ de Ureme yetenegi
ise sadece C. parapsilosis sensu stricto trlerinde gézlenmis olup; yeni tammlanan tirlerin
sayilarinin az olmasindan dolayr bu virulans Ozellikleri arasindaki farklilik istatistiki
diizeyde belirlenmemistir. Bunun icin daha fazla sayida izolatin analiz edildigi baska
calismalara gereksinim vardr.
Candida metapsilosis izolatlarinda SAPP1 ve SAPP2’ nin belirlenmemesi nedeniyle
bu genlerin dizi analizlerini belirleyecek sekandama calismalar yapilmalidir.



7. OZET

Candida parapsilosis grubu genellikle invaziv islemler ve prostetik aletlerle
iliskilendirilen enfeksiyonlara neden olan ©nemli bir maya tlrl olarak karsimiza
cikmaktadir.

Bu calismada C. parapsilosis grubu tlrlerinin dagilimim belirlemek ve bu mayanin
patogenezinde rolt olan esteraz Uretimi, TPN'de Ureme yetenegi, biyofilm Uretimi ve
SAPP genlerinin varliginin arastirilmas: amaglanmistir.

Bu calismaya KTU Tip Fakilltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji AbD Hasta
Hizmetleri Laboratuvarina gonderilen farkl1 klinik ve poliklinik hastasi 6rneklerinden elde
edilen 42 C. parapsilosis izolat1 dahil edilmistir. izolatlarin tir diizeyinde tanimlanmasi
cimlenme borusu olusturmamalari, cornmeal-Tween 80 agarda mikroskopik inceleme,
CHROM agarda gosterdikleri koloni rengi ve APl 20C AUXmaya identifikasyon sistemi ile
saglanmistir.  C. parapsilosis grubu izolatlarimin  ayinmi PCR-RFLP yontemi ile
yapilmistir. Esteraz Uretimi Tween 80 opasite testi ile, TPN sollsyonunda Ureme
yetenekleri KTU Farabi Hastanesi’nden saglanan TPN soliisyonlar:  kullamlarak
degerlendirilmistir. Biyofilm dretimi, tetrazolium tuzunun indirgenmes esasina dayanan
96 kuyucuklu mikrotiter pleyt yontemi ile tespit edilmistir. Turlerin SAPP gen profilleri
SAPP1, SAPP2, SAPP3 primerleri kulanilarak PCR yontemi ile belirlenmistir.

Calismamiz sonucunda izolatlarin 38'i (%90.5) C. parapsilosis sensu stricto, 3'U
(%7.1) C. metapsilosis, 1'i (%2.4) C. orthopsilosis Olarak belirlenmistir. C. parapsilosis
sensu stricto izolatlarimn %78.9'u, C. metapsilosis ve C. orthopsilosisizolatlarimn hepsi
pozitif esteraz aktivites gostermistir. C. parapsilosis sensu stricto izolatlarn TPN
sollisyonlarinda genellikle Ureme artisi gosterirken, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
izolatlar: belirgin bir Greme artis1 gostermemistir. C. parapsilosis sensu stricto izolatlarinda
%28.9 orarinda biyofilm UGretimi belirlenmistir. C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
izolatlarinda biyofilm Uretimi negatif olarak tespit edilmistir. C. parapsilosis sensu stricto
ve C. orthopsilosis izolatlarinda tim SAPP genleri tespit edilmis, C. metapsilosis
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izolatlarimin  Gglnde ise SAPP3 geni pozitif iken S4APPI ve SAPP2 genleri
belirlenmemistir.

Sonug olarak, C. parapsilosis grubu turlerinin dagiliminin diger calisma verileri ile

uyumlu oldugu saptanmustir . Calismamizda bulunan yeni trlerin sayilart az oldugundan
tirlerin virulans oOzellikleri arasindaki farkliliklar istatistiki dizeyde belirlenmemistir.

Bunun icgin daha fazla izolatla yapilacak ek calismalara gereksinim vardir. EK olarak C.
metapsilosis 1zolatlarinda SAPP1 ve SAPP2’ nin belirlenmemesi nedeniyle bu genlerin
sekans andizi yapilmal idir.

Anahtar Kelimeler: C. parapsilosis grubu, SADH geni, virulans faktorler.



8. SUMMARY

Investigation of Virulance Properties of Candida parapsilosis Complex Isolates

Candida parapsilosis complex have emerged as an important yeast species causing
infections which usually occur in association with invasive procedures or prosthetic
devices

The am of this study was to determine distribution of C. parapsilosis complex
isolaes and analyse presence of esterase production, the capability of growth in total
parenteral nutrition (TPN) solution, biofilm production and S4APP gene exspression that is
involved inits pathogenesis.

In this study, a total of 42 C. parapsilosis complex isolates were included that
isolated from various samples of inpatients and outpatients which were sent to the
Laboratory of Clinica Microbiology in Karadeniz Technical University, Faculty of
Medicine. Isolates were identifiedto species level by non production of germ tube,
microscopic evaluation on cornmeal-Tween 80 agar, determination of colour of colonies on
CHROMagar and API 20C AUX identification kits. Seperation of C. parapsilosis complex
was performed by PCR-RFLP. Esterase activity of the C. parapsilosis complex strains
were determined by using Tween-80 opacity test. The capability of growth in TPN solution
was assessed. Biofilm production was determined by using 96 well plate-based method
that is based on reduction of a tetrazolium salt. SAPP gene profile of the isolates were
determined by using PCR with primers of SAPP1, SAPP2 and SAPP3.

Of the total 42 C. parapsilosis complex isolates, 38 (%90.5) were identified as C.
parapsilosis sensu stricto, 3 (%7.1) C. metapsilosis and 1 (%2.4) C. orthopsilosis,
respectively. %78.9 of C. parapsilosis sensu stricto and all of the C. metapsilosis and C.
orthopsilosis 1solates (%100) yielded with positive esteraz activity. While C. parapsilosis
sensu stricto isolates generally showed increased growth, C. metapsilosis and C.
orthopsilosis isolates did not show as markedly growth in TPN solution. Of C. parapsilosis
sensu stricto isolates, %28.9 produced biofilm. C. orthopsilosis and C. metapsilosis isolates

did not produce biofilm. C. parapsilosis sensu stricto and C .orthopsilosis were positive for
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al of SAPP genes. Among to the C. metapsilosis isolates, all of them hadSAPP3, but
presence of SAPP1 and SAPP2 genes were not determined.

In conclusion, it was found that the distribution of C. parapsilosis complex species
was in parale with other studies. Difference among virulance factors of the species can
notbe determined at statistically significant level because of small number of the newly
described isolates. For this reason, additional study is required which much isolates will be
used. Additionally, because of SAPPI and SAPP2 genes were not determined in 2 C.
metapsilosis isolates, sequence andysis of this genes must be performed.

Key Words: C. parapsilosis complex, SADH gene, virulance factors.
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