T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN
SOYUTLANAN CANDIDA SUSLARININ
VIRULANS FAKTORLERININ
ARASTIRILMASI

MUJGAN OZHUN

MIKROBIiYOLOJI

YUKSEK LIiSANS TEZI

IZMiR-2015

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2010970076



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN
SOYUTLANAN CANDIDA SUSLARININ
VIRULANS FAKTORLERININ
ARASTIRILMASI

MIKROBIYOLOJI

YUKSEK LIiSANS TEZI

MUJGAN OZHUN

Danisman Ogretim Uyesi: Prof.Dr. Mine DOLUCA DERELI

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2010970076



Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikrobiyoloji Yiiksek Lisans programi dgrencisi
Miijgan OZHUN °‘CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN SOYUTLANAN
CANDIDA SUSLARININ VIRULANS FAKTORLERININ
ARASTIRILMASI’ konulu Yiiksek Lisans tezini 26.10.2015 tarihinde basarili

olarak tamamlamstir.

Prof.Dr. Mine DOLAUCA DERELI
BASKAN

Dokuz Eyliil Universitesi

Tip Fakdiltesi
I
Prof. Dr.CZe)!'nep GULAY
UYE

Dokuz Eyliil Universitesi Dokuz Eyliil Universitesi

Tip Fakiiltesi Tip Fakiiltesi
Prof.Dr. Vildan AVKAN OGUZ Dog. Dr. M. Cem Ergon

YEDEK UYE YEDEK UYE
Dokuz Eyliil Universitesi Dokuz Eyliil Universitesi

Tip Fakiiltesi Tip Fakiiltesi



ICINDEKILER

ICINDEKILER ...t i
TABLO DIZINT ..ottt iv
SEKIL DIZINT ..ottt ettt ettt v
KISALTMALAR ..ottt st ettt vi
TESEKKUR ...t viii
OZET ...ttt ettt 1
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et st e e st e b e sane s 3
L.GIRIS VE AMAC ... 5
2. GENEL BILGILER ....cc.tiiiiiiiieiiniitieiee sttt 7
2.1. TATTNCE et ettt e e e araaa s 7
2.2. GENEl OZEIKICT .........ovvevieeeeceeeeeeeee et nans 7
2.3. |3 LT Te e 4 o) 1 SRR 8
2.4. Patogenez ve Virulans FaKtOrleri.........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiececeeee 10
2.4.1.  Aderans (TUtUNMA) ........ccccouviiiiieeiieieciiiieeee et e e e e eeeeiarre e e e e e e e eeaenns 13
242, BIYOFIIM coeiiiiiii e 14
2430 BENZIMIET ..ooiiiiiiiiiiiiiee ettt et s 16
2.4.3.1.  Salgisal ASit Proteinaz......c..cccceevveeienieriiiniinieienicneecseeseeee e 16
2.4.3.2.  FOSTOIPAZ...cooiieiiieiiiieeeieceeee et 17
24330 LIPAZ oot 18
2434, HEMONZIN...coiiiiiiiiiiiiiiiieeteeeeee ettt 19

2.4.4.  Morfolojik DeGISTM....cccciiiiiiieeiiieeiieetee e e e s 19
2.4.5.  Fenotipik DeGISIM ......eieiiiiiiiieeiiieeite ettt eee e saee e ree e sbeeeevee s 20
2.4.6. Hiicre Yiizey HidrofObISItESI . ceurireriiieeiiieeiieeeiiee e 21
2.4.7.  Siderefor Kullanimi.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieiceceeceee e 21
2.4.8. HUCTE DUVAT YaAPIST.ttiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiee e eeitee ettt et e e s eibreeesnieeee e 21
2.4.9. Molekiler BENZeme .........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiieenieeeeeeeete s 22

2.5. Candida Tiirlerinin Neden oldugu Infeksiyonlar............cccocovvvvvvevevevevenennnn. 22
2.5.1.  Kutandz ve Mukozal Kandidoz..........ccccoeveeiiiniiiniiniiiiiiieniceeeeeen 22
2.5.2.  Sistemik KandidOz .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 23
2.5.3. Kronik Mukokutandz Kandidoz.............cceceerieriiinniiiiiiiiiiieieeeee e, 24

2.6. Candida Infeksiyonlarinin Laboratuvar TaniSl.............c.cceveveevevruereverserenennns 24
2.6.1.  DIrekt BaKi...cooouiiiiiiiiicieeeecee e 24



2,620 KU ¢t 25

2.6.3.  Serolojik TanT.....ccccuiiiiieiieiieeieeee ettt e 28
2.6.4. MOIEKUIET TaNT...ccueiiiiiiiriiiiiiieriteeee ettt 29

3. GEREC Ve YONTEM .....oooiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 31
3.1. ATagtirmManin TiPl...c..eeeieeieerieeiieieeeie ettt ettt be e 31
3.2. Arastirmanin Yeri V€ ZaAMANT ........c.eeeeeueeeeireeenreeenreeesseeessseesssseesssseesssesesseeas 31
3.3. Arastirmanin Evreni ve OrnekIemi ..........c.ovoveveveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 31
34. CaliSMa Materyali.....cceeeevieriieiiieiieeieeeie ettt eenbee e 31
3.5. Arastirmanin DegiSKenIeri........coovcuiiriieiiiieiiieiieecieee e 32
3.6. Veri Toplama ATaglart ........occvievieiiieiieeieeieeieee e 32
3.6.1.  Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler.............ccccoviniiiniiniiniiiieee 32
3.6.2.  Biyofilm Uretiminin Aragtirtlmast............cccoevruevereruereresenreenesesesseseneen. 34
3.6.2.1.  Petri Aderans Yéntemi ile Biyofilm Uretimi Arastirilmast................. 34
3.6.2.1.1. Safranin Boyasinin Hazirlanisi ...........cccooeeiiniiniiiininiccecceeeeee 34
3.6.2.1.2. Deneyin Uygulanmasi.......c..cccerieriiniiniinienienienieniteiesieesie et 35
3.6.2.1.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi ......c..ccceevierieiiinieniiniiiienieneeeneceeceeeeee 35
3.6.2.2.  Modifiye Mikroplak Y®6ntemi ile Biyofilm Uretimi Arastirilmasi...... 35
3.6.2.2.1. Kiristal Viyole Boya Cozeltisinin Hazirlanmast.........ccccocoeveiicniininncnicnnnne. 35
3.6.2.2.2. Deneyin Uygulanmas.......cc.cecuerieriiniiniinienienieneesieeiesie et 35
3.6.2.2.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi ......c.ccooeeierierinienieiieienececeseeeeeeeeee 36
3.6.3.  Fosfolipaz Enzim Varli@i Aragtirtlmast ........cccccceeviiriineeiinienenicneeenee. 36
3.6.3.1.  Besiyerinin Hazirlanist ........ccceeviieeiiiiniiiinieeeicceeeeeeeeee e 36
3.6.3.2. Deneyin Uygulanmasi.......ccccueeeriieeiiieeiieeeiieeeiieeeieeeeieeesveeesnee e 36
3.6.3.3.  Sonuglarin Degerlendirilmesi ........cccveeeriieeriiieniiieeieeeiieeeee e 36

3.6.4. Hemolitik Aktivite Varligimin Aragtirtlmast ........ccceeeeveeeiveeniieeniieenieeens 37
3.6.4.1.  Besiyerinin Hazirlanmast.........cccocueeeviieeiiieeiiiecieecieeeeeeeee e 37
3.6.4.2. Deneyin Uygulanmasi.......ccccueeeriieeiiieeiieeeiieesiieeeiieeeieeesneeesnee e 37
3.6.4.3.  Sonuglarin Degerlendirilmesi ........ccccveeeriieeriiieniiienieecieeeee e 37

3.6.5. Jelatinaz Enzim Varlig1t Arastirtlmast ........ccceeeveeeiiieeiiieniieeeieeeiie e 37
3.6.5.1.  %0.1'ik Civa Kloriir Hazirlanmasi.........ccccceoeeiiiniiiniiniiiniciieceee 37
3.6.5.2.  Besiyeri Hazirlanmasi..........ccceeviieiiiieeiiiiciieeeeceeee e 38
3.6.53.  Deneyin YapiliS1 ..oooeecieiieriieiieeie ettt 38
3.6.5.4.  Sonuglarin Degerlendirilmesi ........cccceeevuienireiiienieniiesieeeeee e 38



3.7. ATastirma PIant ........c..ooooviiiiiiiiiic e 38

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi .........oocueeiieiiieriieiiieieceee e 38
3.9. Arastirmanin SInIrliiKIArT........cooeiiiiiiiie e 39
3.10.  Etik KUrul Onayi......cccooiiiiiiiiiiiiieieeieee ettt 39

4. BULGULAR ..ottt ettt sttt et et sttt st 40
4.1. Biyofilm Uretimi SONUGIATT...........cccvovuieeveieeeeeceeeeeeeeee e 40
4.1.1. Petri Aderans Yontemine Gére Biyofilm Uretimi Sonuglart........................... 40
4.1.2. Modifiye Mikroplak Yontemine Gére Biyofilm Uretimi Sonuglart................ 41

4.2. Fosfolipaz AKtIVIte SONUGIATT........ccviiiiiiiiieiieeiieeeeeee e 44
4.3. Hemolitik AKtivite SONUGIATT .....c..eeiiiiiiiiiicciie e 47
4.4. Jelatinaz AKtIVIte SONUGIATT.......cccuiiiiiieiiie e 49
5. TARTISMA ...ttt ettt et et eeaeesae e e sstenseenbeeneesneenes 50
T. KAYNAKLAR oottt ettt e ettt e e e et e e e s eaaaeessnsaeeesanssaeeeennnees 57
BEKLER ...ttt e e e e e e e e e e ba e e e e e ntaaeeennnaaeeean 69
8.1. Btk KUrtul ONayT ..cc..coviiiiiiiiiiiieiieieieecneeetee et 69
8.2, OZGEGIMNS ...ttt nen e tanans 72



TABLO DIiZiNi

Tablo 1. Suslarin soyutlandiklar1 6rnek gruplarina gére dagilima........................... 32
Tablo 2. Petri aderans yontemi ile biyofilm iiretiminin tiirlere goére dagilimu........... 40

Tablo 3. Candida suslarinin tiirlere gore modifiye mikroplak yontemi ile biyofilm

UEtiMI SONUGIATT. ...ttt e e e e e e 43
Tablo 4. Suslarin her iki yontem ile saptanan biyofilm {iretimi sonuglari.................. 43
Tablo 5. Tiirlere gore suslarin fosfolipaz aktivite dagilimi........................ooeeeei 45
Tablo 6. Pz degerine gore Candida kokenlerinin dagilimi..............cooeeeviiiiiiin..... 46
Tablo 7. Suslarin izole edildikleri bolgelere gore fosfolipaz aktivitesi dagilimu......... 46
Tablo 8. Tiirlere gore suslarin hemoliz aktvitesi dagilimi.....................c.ocooinanl. 47

Tablo 9. Suslarin izole edildikleri bolgeye gore hemolitik aktivite olugturma oranlart... 48
Tablo 10. Candida suslarinin hemolitik aktivite derecelendirmesi........................ 48

Tablo 11. Suslarin soyutlandiklar1 bolgeye gore olumluluk diizeyleri..................... 49



SEKIL DIiZIiNi

Sekil 1. Biyofilm {iretimi pozitif ve negatif olarak belirlenen C. albicans izolatlara......40

Sekil 2. Petri aderans yontemi ile pozitif olarak belirlenen izolatlarin soyutlandiklar

bolgelere ve tiirlere gore dagilimi...........oooiiiiiiiiii e 41

Sekil 3: Biyofilm iiretiminin modifiye mikroplak yontemi ile calisildigi Candida

suslarinin mikroplak gorintlisli...........ouoiuiiiii e, 42

Sekil 4. Modifiye mikroplak yontemi ile biyofilm iireten suslarin soyutlandig1 bolgelere
OTe daGIlimI ... e 44

Sekil S. Fosfolipaz enzimi pozitif ve negatif olarak belirlenen C. albicans ve C.

PArapsiloSis SUSIATL. ..o e 45
Sekil 6. %7 Kanli SDA besiyerinde a ve a+f hemoliz gdsteren suglarin goriinimdi...... 47
Sekil 7. Negatif jelatinaz aktivitesi gosteren Candida suslari.........................o.... 49



KISALTMALAR

SDA: Sabouraud Dekstroz Agar
NPC: Nukleer Por Kompleksi
ER: Endoplazmik Retikulum

PRRs: Patern Tanima Reseptorii

PAMPs: Patojen Iliskili Molekiiler Paternler

TLRs: “Toll”- benzeri reseptorler

CLRs: C-tip Lektin Reseptorleri

NLRs: “Nod”-benzeri Lektin Reseptorleri
Th: Yardimci1 T Hiicreleri

IFN-y: Interferon y

IL: interldkin

ALS: “Aglutinin-like sequence”

GPI: Glikozilfosfotidilinositol

HWP: Hifal Hiicre Proteini

EPA: Epitelial Adezin

ECM: Hiicre Dis1 Matriks

BCR: “Biofilm And Cell Wall Regulator”
SAP: Salgisal Asit Proteinaz

HLP : “Hemolysin Like Protein”

VVK: Vulvovaginal Kandidoz

KMK: Kronik Mukokutanéz Kandidoz

BOS : Beyin Omurilik Sivist

Vi



KOH: Potasyum Hidroksit
PAS : Periyodik Asit-Schiff

SABHI : Sabouraud Beyin Kalp Inflizyon Agar
MALDI-TOF : “Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time-Of-Flight”
BG: 1,3-f-D-Glukan

PZT: Polimeraz Zincir Tepkimesi

vii



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve Onerileri ile yol gosteren, ilgi ve
yardimlarini esirgemeyen danisman hocam Sayimn Prof. Dr. Mine DOLUCA DERELI’ye,

egitimime katkida bulunan Anabilim Dal1 hocalarima,

Desteklerini ve dostluklarini esirgemeyen yiiksek lisans, doktora ve uzmanlik
egitimi alan arkadaslarima ve tiim hayatim boyunca maddi ve manevi destekleri ile

yanimda olan aileme tesekkiir ederim.

Miijgan OZHUN

viii



Cesitli Klinik Orneklerden Soyutlanan Candida Suslarimin Virulans Faktorlerinin
Arastirilmasi
Miijgan OZHUN, Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali inciralty/izmir

OZET

Son yillarda Candida infeksiyonlarinin insidansi ve prevalansi gittik¢e artmakta olup,
gelisen ilag direnci, yeni antifungal ila¢ hedeflerinin gereksinimi arttirmaktadir. Virulans
faktorlerinin tanimlanmasi, fungal patogenezin anlasilmasina ve yeni ila¢ hedeflerinin
gelistirilmesine yardimci olmaktadir. Calismamizda gesitli klinik Orneklerden soyutlanan
farkli Candida tiirlerinde fosfolipaz, jelatinaz, hemolitik aktivite ve biyofilm iretimlerinin
belirlenmesi ve bu virulans faktorlerinin tiirlere ve 6rnek gruplarina gore farkliliklarinin
incelenmesi amag¢lanmustir.

Arastirmamiza, 2011 Temmuz — 2012 Kasim aylar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Mikoloji Laboratuvari’nda kan, idrar, oral kavite ve alt solunum yolu 6rneklerinden
soyutlanmis ve tanimlanmis C. albicans (n=171), C. tropicalis (n=94), C. glabrata (n=73) ve
C. parapsilosis (n=81) tiirlerinden olusan toplam 409 sus alinmistir. Suslarin biyofilm
aktivitesi petri aderans ve modifiye mikroplak yontemi, fosfolipaz aktivitesi yumurta sarili
agar yontemi, hemolitik aktivite de %7 kan eklenmis Sabouraud dekstroz agar besiyeri
kullanilarak arastirilmistir. Jelatinaz aktivitesi ise yukaridaki besiyerine %1 jelatin eklenerek
incelenmistir.

Candida 1izolatlarimin petri aderans yontemine gore %35’inin (n=143), modifiye
mikroplak yontemine gore ise %31,3’liniin (n=128) biyofilm iiretimi pozitif olarak saptanmis
olup, biyofilm yapimi en ¢ok C. tropicalis suslarinda belirlenmistir. Biyofilm tiretimi
degerlendirilirken kullanilan yontemler arasindaki uyum ise %68,5 olarak bulunmustur. Her
iki yontem ile Candida tiirleri ve biyofilm iiretimi arasinda C. tropicalis suslar1 lehine
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilmistir. Calismamizda kullanilan yontemler ile idrar
orneklerinden soyutlanan suslarda biyofilm {iretiminin diger 6rnek gruplarmma gore daha
yiiksek oldugu belirlenmis olup, her iki yontem ile de &rnek gruplart ile tiirler arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmistir.



Suslarin %27,1’inde (n=111) fosfolipaz aktivitesi saptanmigtir. Bu enzim varlig1 en
fazla C. albicans suslarinda goriilmiis olup, C. tropicalis izolatlarinda ise fosfolipaz aktivitesi
gbzlenmemistir. Fosfolipaz aktivitesi tiirlere gore istatistiksel olarak degerlendirildiginde C.
albicans lehine anlaml1 bir sonu¢ elde edilmistir (X2=153,3; P=0,00). Bu enzim aktivitesi en
cok sirastyla oral kavite, alt solunum yolu, kan ve idrar drneklerinden soyutlanan suslarda
izlenmis olup, 6rnek gruplari ile Candida tiirleri karsilagtirildiginda istatistiksel anlamlilik
gdzlenmistir (X*=33,2; p=0,00).

Suslarin %93,6’sinda (n=383) hemolitik aktivite belirlenmis olup, % 51,1°1 (n=209) alfa
hemoliz, % 42,5’1 (n=174) ise alfa ve beta hemoliz gostermistir. Alfa hemoliz en ¢ok idrar
orneklerinden, alfa ve beta hemolitik aktivite ise en fazla oral kavite 6rneklerinden soyutlanan
suslarda saptanmistir. Calismaya alinan Candida tiirleri hemolitik aktivite gdstermesi
acisindan soyutlandig1 bolgelere gore istatistiksel yonden incelendiginde anlamli bir sonug
elde edilmemistir (X’=7.3; p=0,06). Calismaya alan izolatlarin hicbirinde jelatinaz enzim
varlig1 gbzlenmemistir.

Bu veriler dogrultusunda, ¢aligmaya alinan Candida suslarinin virulansinda biyofilm,
fosfolipaz ve hemolitik aktivite iiretiminin 6nemli rol oynadigi, jelatinaz aktivitesinin ise

virulansta etkin bir rol oynamadig1 sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Candida, biyofilm, fosfolipaz, hemolitik aktivite, jelatinaz



Investigation of Virulence Factors of Candida Strains Isolated From Different

Clinical Specimens

ABSTRACT

The incidence and prevalence of Candida infections has been increasing in recent years.
Development of drug resistance increases the requirement of new antifungal drug targets.
Identification of virulence factors helps to clear the fungal pathogenesis and supports the
development of new drug targets. In this study we aimed to determine the biofilm production,
phospholipase, gelatinase and haemolytic activities in various Candida species isolated from
different clinical specimens and to investigate the differences of these virulence factors
according to Candida species and clinical specimens.

A total number of 409 strains consisting of C. albicans (n=171), C. glabrata (n=73), C.
parapsilosis (n=81) and C. tropicalis (n=94) isolated from blood, urine oral cavity and
tracheal secretion cultures in Dokuz Eylul University Hospital Mycology Laboratory between
2011 July- 2012 November were included in our study.

Biofilm and phospholipase activities were investigated by petri adherence, modified
microplate and egg-yolk agar plate assays, respectively. Haemolytic and gelatinase activities
of the strains were examined by using Sabouraud dextrose agar supplemented with 7% blood
and same medium supplemented with 1% gelatin, respectively.

Thirty-five percent (n=143) and 31.3% (n=128) of Candida isolates were determined to
be biofilm positive by petri adherence and modified microplate assay, respectively. Biofilm
production was mostly detected among C. tropicalis isolates. The overall agreement between
the two biofilm detection methods was found to be 68.5 %. The biofilm production by both
methods was detected to be statistically significant among different Candida species. In our
study, highest biofilm production was determined among Candida strains which had been
isolated from urine samples when compared with the strains isolated from other sites.
Statistically important differences were observed between species and clinical specimen
groups with both methods.

Twenty-seven point one percent of Candida isolates showed phospholipase activity and
most of them were C. albicans. Phospholipase activity was not observed among C. tropicalis
isolates. Statically significant difference was detected between the phospholipase activities of

different species in favor of C. albicans (X2=153,3; P=0,00). The positivity rate of



phospholipase activity was found to be highest among the isolates obtained from oral cavity
specimens and positivity rates declined respectively among the isolates cultured from tracheal
secretion, blood and urine specimens. Statistically significant difference was observed
between species and clinical specimen groups (X?=33,2; p=0,00).

Ninety-three point six percent of the isolates (n=383) showed haemolytic activity while
51.1 %of them had only alpha and 42.5% of them had alpha and beta haemolysis together.
Alpha haemolysis was observed mostly in strains isolated from urine, alpha and beta
haemolysis were mostly observed among oral cavity isolates. There were not statically
significant differences between Candida species and clinical specimens that the strains had
been cultured (X*=7.3; p=0.06). None of the Candida strains had gelatinase activity.

Insight of these findings it can be concluded that biofilm production, phospholipase and
haemolytic activities play important roles while gelatinase doesn’t seem to play a role in

virulence of Candida isolates included in this study.

Key Words: Candida, biofilm, phospholipase, haemolytic activity, gelatinase.



1.GiRiS VE AMAC

Candida tiirleri yaygin goriilen mayalar olup, insanlarin sindirim kanali, agiz, bogaz,
vajen normal florasinda yer alir (1). Florada bulunan Candida tiirleri, gesitli hastaliklar,
sagaltimlar, invaziv girisimler nedeniyle bagisikli§i bozulmus hastalarda, dokular1 invaze

ederek yasami tehdit eden infeksiyonlara yol agabilmektedir (2).

Konaktaki zemin hazirlayan faktorlere ek olarak, Candida tiirleri virulans faktorlerine
bagl olarak infeksiyonlara neden olmaktadir. Cimlenme borusu olusumu, 37°C’de iireme,
fosfolipaz, proteinaz, jelatinaz ve lipaz gibi enzimlerin {iretimi, hiicre duvar yapisi, yiizey
hidrofobisitesi, biyofilm {iretimi, molekiiler benzeme, sidereforlar1 kullanma ve epitel
hiicrelerine tutunma yetenegi infeksiyon olusumunda 6nemli virulans faktorleri olarak kabul

edilir (3).

Konak dokuya yayilmak i¢in mikroorganizmalarin irettigi hidrolitik enzimlerin ilk
hedefi lipit ve proteinden olusan konak hiicre membranidir. Hidrolitik enzimleri, peptit
baglarin1 parcalayan proteinazlar, fosfolipitleri hidrolize eden fosfolipazlar, lipitleri
parcalayan lipazlar gibi enzimler olusturmaktadir. Proteinaz ve fosfolipaz iiretimi hiicre
membraninin ~ fonksiyonunun  bozulmasmna veya parcalanmasina neden  olarak
mikroorganizmanin konak hiicreye adezyonuna kolaylik saglar. Fosfolipazlar ise hiicre lizisini
indiikler, doku invazyonuna kolaylik saglar ve hif seklinde biiylimeyi u¢ kisma dogru

yonlendirir (4).

Cogu Candida infeksiyonlarinin biyofilm ile iligskili oldugu da bildirilmistir. Bu
olusumlar, kalic1 aparatlarin mukozal ve plastik yiizeylerinde olusabilmektedir (1). Candida
suslarinda biyofilm olusumu, ilk olarak konak dokusu veya tibbi aletler gibi yabanci substrata
tutunma ile baglar. Bu olay1, maya hiicrelerinin substrat ylizeyinin {izerinde ¢ogalmasi ve hif
yapisinin olusumu izler. Biyofilm olusumunun son basamagi ise olgunlagsma asamasidir. Bu
asamada; maya benzeri biiylime baskilanip, hif seklinde biiylime 6ne ¢ikar ve hiicre disi

matris biyofilmi orter.(5)

Hemolizin aktivitesi Candida tirlerinin yayilimimina katkida bulunan bir bagka
virulans faktorii olarak kabul edilir. Candida’larin hemolitik aktivitesinin varligi sepsislerdeki
yiiksek mortalite oranini (%38-75) aciklamaya yardimci olacagi gibi sagaltimda da yol
gosterici olabilir. Hemolizin aktivitesi, konak eritrositlerinden demir alinimini kolaylagtirarak

Candida tiirlerinin yayilimini artirir (6).



Calismamizda kan, idrar, oral kavite ve alt solunum yolu 6rneklerinden soyutlanan C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis kokenlerinin hemolititk aktivite,
fosfolipaz, jelatinaz ve biyofilm iiretimlerinin belirlenmesi ve bu virulans faktorlerinin tiirlere

ve ornek gruplarina gore farkliliklarinin incelenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Tarihce

Agizdaki pamukcuk lezyonlari, Hippocrates ve Galen donemlerinden beri
bilinmektedir. 1771’de Rosen von Rosenstein agizdaki pamuk¢ugun akcigerlerde invazif
olarak yerlesebildigini bildirmistir. 1839°da Almanya’da Bernhard Rudolph Conrad von
Langenbeck, tifo nedeniyle Olmiis bir hastanin O6zefageal mukozasindan soyutladigi
organizmay1 bir parazit olarak tanimlamis, bu etkenin tifo ile iliskili oldugunu diistinmiistiir

(7,8).

Emil Berg 1841°de, pamuk¢ugun mantara bagl gelistigini ortaya koymustur. 1842°de
Gruby, Langenbeck’in soyutladig1 bu organizmanin Sporotrichum tiirii oldugunu bildirmistir.
1842°de Berg tarafindan deneysel olarak oral aft modeli olusturulup, bu konudaki ilk ve en

onemli adim atilmastir (7,8).

Robin 1843’de mantar1 Oidium albicans olarak smiflandirmis, 1849°da Frank ve
Wilkinson agizdaki lezyonun genital organlarda da bulunabilecegini ortaya koymustur.
Hansen, bu mantar1 1888’de Monilia olarak simiflamis ve Zopf 1890°da Monilia albicans

adin1 vermistir (7,8).

Roth Berkhout 1923’te pamukguk etkeni olan mikroorganizmanin bir Monilia tiirii
olmadigin1 bildirmis ve jenerik isim olarak Candida’yr Onermistir. Antibiyotiklerin
kullaniminin  biiyiilk oranda yayginlastigt  1940°lh  yillardan itibaren ise Candida

infeksiyonlarinin siklig1 ve konuyla ilgili ¢calismalar artmistir (7,8).

2.2. Genel Ozellikler

Funguslar, Eumycota ailesine ait kemoheterotrofik canlilardir. Bu canlilar, ¢cok ¢esitli
organik materyali eriyik besin maddelerine parcalayan enzimler salgilar ve par¢alanmis besin
maddelerini pasif absorbsiyon veya aktif transport ile hiicre i¢ine alir. Temel yapisal birimleri;
tubiiler zincirler, kiifler gibi hif olusturan migelyum olarak adlandirilan ¢ok hiicreli
filamentler veya mayalar gibi tek hiicreli olabilir (9). Mayalar; 6karyot, tomurcuklanan, tek
hiicreli, genellikle yuvarlaktan ovale kadar degisebilen sekle sahip, diizgiin kenarli, krem ya
da beyaz renkli, parlayan koloniler olusturan, ii¢ ile alti um biiytlikliiglinde olup bakteriye gore

daha biiyiik boyuttadir (4,8).



Candida tirleri Ascomycetes sinifinda yer alan aseksiiel mayalardir. Sekiz kromozom
varlig1 ile genetik olarak diploid olup (10), tiim kosullarda tek hiicreli olarak iireyen Candida
glabrata farkli olarak haploiddir. Candida tiirleri, maya hiicresi veya yalanci hif seklinde iirer.
Yalanci hif, tomurcuklarin ana hiicreye tutunup uzamasina bagli olarak filamentin hiicre-
hiicre baglantilarinda daralma meydana gelmesi ile olusur. Ayrica Candida albicans ve
Candida dubliniensis maya hiicresi diginda gelisen apikal sentez araciligiyla uzayan ve
tomurcuk icermeyen gercek hif olusturur (7).

Candida tiirleri tomurcuklanma ile c¢ogalir. Tomurcuklanma ile ¢ogalmada hiicre
duvarinin bir noktasi lizise ugrar, bu noktadan duvar disariya dogru balonlasma yapar. Bu
kisim siserek genisler, ana hiicrede mitoz yolu ile ¢ogalan kromozomlar ve diger hiicre
elemanlar1 yeni hiicreye tasinir, sonra iki hiicre arasinda bolme (septa) geliserek hiicre
cogalmasi gerceklesir (11).

Candida cinsi 200°den fazla tiir i¢erir. Bu tiirler, insanlarin deri ve mukoza flora iiyeleri
olup, sadece bazi tiirler insanda hastalik olusturur. Klinik agidan 6nemli Candida tiirleri;
Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis kompleksi, Candida tropicalis,
Candida krusei, Candida kefyr, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida
norvogenesis, Candida rugosa, Candida inconspicua ve Candida dubliniensis’ dir (9, 12, 13).

Deri, genital sistem, gastrointestinal sistem, agiz bogaz florasinda bulunan Candida
tiirleri, hastalik, antibiyotik kemoterapdtik sagaltimi, invazif girisimler nedeniyle savunmasi
bozulmus hastalarda, dokulara yayilarak yagami tehdit eden patolojilere yol agabilirler (4).

Candida tiirleri, kolonizasyon, invazyon ve patogenezde Onemli bir¢cok virulans
faktoriine sahiptir. Bu virulans faktorleri, infeksiyonun tipine, bolgesine ve konak cevabina
gore cesitlilik gosterir (12).

Candida tirleri Sabouraud dekstroz agar (SDA) gibi rutin olarak kullanilan
besiyerlerinde sarimsi, krem renkli yumusak koloniler olusturur, koloniler tiire gére mat,

parlak, kuru, diiz ve kivriml1 yapida olabilir (13).

2.3.Hiicre Yapisi

Candida hiicreleri, 6karyotlarda bulunan sitoiskelet, nukleus, endoplazmik retikulum
(ER), golgi cisimcigi ve mitokondri gibi ¢esitli hiicre i¢i yapilari igerir (14).

Hiicre duvarinin yaklasik %80-90°1 karbohidrat olup, ii¢ temel polisakkarit bulunur.
Bunlar; B-1,3 ve B-1,6 baglar1 bulunan dallanmis glukoz polimerleri olan B-glukan, -1,4 bagi



iceren dallanmamis N-asetil-D-glukozamin polimeri olan kitin ve proteinlerle kovalan baglh
mannoz polimerleridir. Hiicre duvar1 ayn1 zamanda %6-25 oraninda protein ve %1-7 oraninda
lipit icermektedir. B-glukan ve kitin hiicre duvarinin yapisal komponentleri olup sert bir
iskelet olusturur. Bu, hiicreye giiclii fiziksel 6zellik kazandirir (15). Kitin, hiicre duvarinin
kuru agirhiginin yaklasik %1-2’si kadardir. Asetillenmemis formu olan kitosan ile birlikte
bulundugunda hiicre duvarinda %40 oraninda olabilir (16). Kitin, kitin sentaz enzimi
tarafindan sentezlenen N-asetilglukozaminin B-1,4 homopolimeridir. Bu polisakkarit, bircok
fungusta bulunmakta ve B-1,3 glukan ile beraber fungal hiicre biitiinliigiinii olusturarak,
biiylime ve morfogenez sirasinda yapisal gii¢ birligini saglamakta esas rolii oynar (17).

Elektron mikroskobu ¢aligmalar1 ile hiicre duvarinda c¢esitli tabakalarin varlig
gosterilmis, maya-hif doniisiimii slirecinde bu katmanlarin sayr ve kalinligmin degistigi
bildirilmigtir. Ornegin C. albicans’ta hiicre duvar1 dort ile sekiz katman arasinda
goriilmektedir. Ayrica yiiksek yogunluktaki seker varliginda en distaki mannoprotein katman
kalinlasir ve fibriler olusumlar artar (18,19) .

Hiicre duvar proteinleri, konak hiicreye yapismayi saglayarak fungal patogenezde
onemli bir rol oynar. Fungal hiicre duvar proteinleri arasinda vitronektin, fibronektin, laminin
ve entaktin baglayan proteinler bulunur (20).

Candida’larin hiicre membraninda fosfotidil serin, fosfotidil kolin, fosfotidil etanolamin
ve fosfotidil inozitol gibi fosfolipitler bulunur. Membranlarinda bulunan sterol, ergosterol ve
zimosterol formundadir. Steroller, lipitlerin %20’sini olusturmaktadir ve bunlarin %951
ergosterol formundadir. Ergosterol hiicre membraninin gegirgenligi, akiskanligi, biitiinligii
i¢in diizenleyici olarak islev gormektedir (4,19).

Candida hiicreleri genellikle bir um ¢apinda bir nukleus igerirler. Nukluesun c¢ift
membran ile sinirlandirilmis bir zarfi bulunur ve bu zarf pek ¢ok nukleer por kompleksi
(NPC) igerir. Bu kompleksler, kiiciik ¢zgenlerin, proteinlerin ve RNA molekiillerinin nukleer
zarftan gecmesine olanak saglar. Nukleer membran, mitotik boliinme sirasinda eriyip daha
sonra tekrar olusmaz. Bu 6zelligi ile mayalar diger okaryotlardan farklidir. Nukleus DNA’s1
lineer yapida olup nukleoluslart RNA’dan zengindir (14,21).

Candida hiicre iskeleti, morfoloji, hiicre polaritesi ve hiicreler arasi transport i¢in ¢ok
onemlidir. Iskeletin iki temel bileseni aktin ve tubulin filamentleridir. Her iki filament
kovalan olarak baglanmayan protein alt birimlerinden olusmustur. Aktin filamentleri, esnek,
globiiler aktin alt birimlerinin dallanmamis polimerleridir ve iki iplikli helikal yapidadir.

Mikrotiibiiller, i¢i bos, tubulin alt birimlerinden sekillenmis, dallanmamis fibrillerdir.



Miyozinler biiyiik, dimerik protein komplekslerinden meydana gelmistir ve aktin baglayan
proteinlerin 6zel bir siifidir. Aktin, sitoplazmik akiskanliktan sorumlu iken mikrotiibiiller
membran hareketliliginde rol alir. Miyozin ise aktin ile birlikte organellerin hareketliligini
saglar (14,19).

Vakuol, otofaji yolu ile hiicresel igerigin degredasyonunda rol oynar. Ayrica
ozmoregiilasyon, pH ve aminoasit, iyon ve polifosfat depolamasinda énemli bir fonksiyona
sahiptir. Her hiicre i¢in vakuol sayis1 ve biiyiikliigii ¢ok degiskendir. Endoplazmik retikulum,
lipit biyosentezinde gdrevli olup, sekresyon yolu ile hiicre tarafindan salgilanan proteinler i¢in
de bir giris noktasidir. Golgi cisimcigi ise ER’de sentezlenen proteinleri isler ve paketler
(14,19)

Mitokondri ¢ift membran ile ¢evrili ve dort farkli alt kissmdan olusmustur. Bunlar; dis
membran, i¢ zar, membranlar aras1 bosluk ve matrikstir. Sitoplazma da bulunan mitokondri
sayilar1 solunumsal etkinlik ile iligkilidir. Hiicrenin tomurcuklanmasi i¢in enerji gereksinimi

artigina paralel olarak mitokondri sayisinda artma olur (14,21).
2.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Son 30 yilda fungal infeksiyonlarin insidansinda 6nemli bir artis olmustur. Bu
infeksiyonlar; deri, sag, tirnak ve mukozal membranlara etki eden ylizeysel ya da temel viicut
organlarmi etkileyen sistemik infeksiyonlar olabilir (2). Patojen Candida tiirlerinin, invazif
fungal infeksiyonlarimin birinci, hastane kokenli dolagim sistemi infeksiyonlarinin ise
dordiincii yaygin etkeni oldugu bildirilmistir (22).

Candida tiirlerinin olusturdugu infeksiyonlarin gelismesinde konaga ait faktorler ile
mantara ait virulans faktorleri arasindaki denge 6nemlidir (19). Konak ile fungus arasindaki
etkilesimin siddeti, mikroorganizmaninin infeksiyon olusturma yetenegine, konagin
infeksiyona kars1 yanitina ve mikroorganizmanin virulansina bagl olarak degiskenlik gosterir.
Konagin diren¢ mekanizmalar1 arasinda saglam deri dokusu, siliyer hareket, sekresyonlar,
mikrobiyal florayr igeren mukokiitanoz engeller, kompleman sistemi, sitokinler,
immunoglobulin iiretimini igeren hiimoral maddeler, nétrofiller, mononiikleer fagositler, NK
hiicreleri ve T-lenfositleri kapsayan hiicresel mekanizmalar sayilabilir. Konak savunmasini
bireyin yasi, beslenme durumu, alkol kullanimi, diabetes mellitus, malign hastaliklar ve
kortikosteroid ile diger immiinsupresif ilaclar etkileyebilir (23). Konak predispozan faktorleri
arasinda immunsupresif sagaltim, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, intravendz kateter,

mekanik ventilasyon, AIDS, hematolojik hastaliklar ve yanik sayilabilir.
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Direng ve tolerans, Candida'ya karsi savunma yetenegini artiran konak savunma
mekanizmasinin iki tipidir. Candida'ya karsi olusan enflamatuvar yanit ilk olarak dogal
immun sistem hiicreleri tarafindan olusmaktadir. Sonrasinda, bu hiicreler tarafindan

olusturulan sinyaller ile edinilmis immun yanit gelisir (24).

Candida infeksiyonuna kars1 ilk savunma konak mukoza yiizeylerindeki epitel hiicreleri
tarafindan gergeklestirilmektedir. Konagin dogal bagisikliktaki anahtar hiicre olarak
Candida'yr taniyan epitel hiicreleri, patern tanima reseptorlerini (PRRs) eksprese eder.
PRR'ler mikrobiyal hiicreler iizerinde bulunan patojen iliskili molekiiler paternler (PAMPs)
ile etkilesime gecer. PRR'ler {i¢ ana grupta incelenmektedir; “Toll”-benzeri reseptorler
(TLRs), C-tip lektin reseptorler (CLRs) ve "nod"- benzeri reseptorler (NLRs) dir. Epitel
yiizeyindeki bu reseptdr gruplarindan sadece belli TLRs ve CLRs Candida'y1 taniyabilir.
Candida PAMP'larin1 taniyan miyeloid hiicrelerde bulunan TLR2 hem PAMP'lar1 hem de
Candida hiicre duvarinda bulunan fosfolipomannani tanir. TLR4, kisa lineer O-bagli mannani
tanir ve proinflamatuvar sitokin iiretimini indiikler. TLRY ise fungal DNA'y1 tanir. CLR
ailesinden ise mannoz reseptor, dektin-1, dektin-2, DC-SIGN fungal tanimay1 gergeklestirir ve

bu reseptorler dogal antifungal bagisik yaniti indiikler (24,25).

Notrofiller ve makrofajlar, fungusa karsi savunmada 6nemli bir rol oynarken; dendritik
hiicreler dogal ve edinilmis bagisikligin birlesmesinde daha biiyiik bir rol oynayarak 6nem
kazanmaktadir. Dentrik hiicreler, sitokin sekresyonu yolu ile dogal immun yanit1 arttirirlar.
Bu islem, diger 16kositleri aktiflestirir ve bir T-hiicre cevabinin baslamasinda kilit rol oynar.
Antijen sunulmasina bagli olarak dentrik hiicreler yardimer T (Th) hiicrelerinin, Thl, Th2,
Th17'ye veya Treg hiicrelerine farklilasmasini kolaylastirarak yaniti baglatir. Thl, fungal
infeksiyona kars1 korunmada gerekli olan IFN-y, IL-6 ve IL-12'nin; Th2 yanit1 IL-4, IL-5 ve
IL-10'un tiretimi ile iligkilidir. Th17 hiicrelerinin antifungal aktivitede biiyiik bir rol oynadigi
gosterilmistir. IL-1b, IL-23 ve IL-6 sitokinleri Th17 yolunu aktive etmekte ve bu yol izi
mukozal bagisiklikta 6nem tagimaktadir (26).

Konak predispozan faktorlerinin yaninda, Candida tiirleri mikroorganizmanin kendisi
ile alakali intirinsik karakterlerine bagli olarak da infeksiyona neden olabilir. Cimlenme
borusu olusumu, 37°C’de iireme, proteinaz ve fosfolipaz iiretimi ve agiz epitel hiicrelerine
tutunma yetenegi infeksiyon olusumunda 6nemli faktorler olarak kabul edilir. Proteinaz ve
fosfolipaz tiretimi hiicre membarinin fonksiyonunun bozulmasina veya pargalanmasina neden

olarak organizmanin konak hiicreye adezyonuna kolaylik saglar (27).
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Candida infeksiyonlarinin ilk adimi epitel kolonizasyondur (9). Kolonizasyonun
gerceklesmesi, ¢cevredeki ve fungustaki ¢esitli hiicre sinyal kaskadlari tarafindan indiiklenir ve
kontrol edilir (28). Candida'lar konak hiicrenin dis hiicre zarfina penetre olarak konak
invazyonunu gerceklestirir. Konak hiicre membraninin temel kimyasal bileseni olan
fosfolipidlerin birlesmesi ile olusan fosfolipazlar hiicre lizisini indiikler ve doku invazyonuna
kolaylik saglar. Fosfolipaz aktivitesi hif seklinde biiyiimeyi u¢ kisma dogru yonlendirir, 6te
yandan ekstraseliiler fosfolipazlar ise doku invazyonu igin gereklidir (9).

Candida tiirleri tibbi cihazlara adhere olabilir ve biyofilm olusturabilir. ilk baglanma,
hidrofobisite ve elektrostatik giicler gibi 6zgiin olmayan faktorler araciligi ile gerceklesmekte
ve fungal hiicre yiizeyinde bulunan 6zgilin adezinler tarafindan desteklenmektedir. Adezinler

protein, fibronektin ve fibrinojen gibi ligandlar tarafindan taninmaktadir (28).

Candida tiirlerinin olusturdugu biyofilmler ciddi klinik sorunlara neden olur;
biyofilmler bir taraftan siirekli bir infeksiyon kaynagi olustururken bir taraftan da
antifungallere ve dezenfektanlara direng gosterirler. Biyofilmlerde izlenen bu direncin
mekanizmasinda biyofilm matriksinin, yavas iireme hizi veya besin kisitililiginin, direng
genlerinin ekspresyonunun, atilim pompalarinin, sterol miktarmin, B-1,3-glukan’in ve

“persister” (dayanikli) hiicrelerin varliginin rol oynadigi diistiniilmiistiir (29-31).

Ekstraseliiler hidrolitik enzimler aderans, doku penetrasyonu, invazyon ve konak doku
hasarinda 6nemli role sahiptir. Cesitli calismalar ekstraseliiler hidrolitik enzimlerin sentezi ve
aktivitesi ile Candida hiicrelerinin patojenik potansiyeli arasinda bir iliski oldugunu

gostermektedir (28).

Mikrobiyal ekstraseliiler lipazin patogenezdeki rolii; besin ihtiyact ic¢in lipitleri
parcalamasi, immun sistem hiicrelerini etkileyerek 6zgiin olmayan inflamatuvar siireci
baslatmasi ve yarigsmact mikrofloray1r lize ederek savunmayi saglamasidir. Biyofilm
olusumunun lipaz aktivitesi negatif C. parapsilosis suslarinda inhibe oldugu, lipitce zengin
ortamlarda bu izolatlarin liremesinin O6nemli Olgiide azaldigi bildirilmistir. Ayrica lipaz

aktivitesi negatif suslarin infeksiyon modellerinde daha az virulan oldugu gosterilmistir (28).

Hemolizinler eritrositlerin parcalanmasi i¢in mikroorganizma tarafindan iiretilen
proteinlerdir. Bu proteinler sagkalim i¢in esas rolii iistlenir ve organizmanin demir kazanimi
ile iliskilidir. Inorganik bir bilesik olan demir, mikroorganizmanin yapilanmasi icin gerekli

olup, infeksiyon esnasinda 6nemli bir rol oynar (28).
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2.4.1. Aderans (Tutunma)

Candida infeksiyonlarinda ilk adim, organizmanin konaga veya tibbi aletlere
tutunmasidir. Tutunma, biyofilm olusumuna zemin hazirladigl i¢in infeksiyon gelisiminde
onemli bir adimdir. Adhezyon gelisiminin derecesi mikroorganizma ve materyalin
hidrofobisite, zeta potansiyeli ve ylizeyi gibi 6zelliklerine bagli olarak degismektedir (32,33).
Ayrica, hiicre duvarindaki farklilasma ile iligkili olan farkli koloni morfolojileri arasindaki
degisim hiicre-hiicre, hiicre-yiizey ve hiicre- konak doku tutulumunu etkileyebilir (34).

Candida tiirlerinin adhezyon yetenegi, adezinler gibi hiicre duvar proteinlerinin varligi
ile iligkilidir (35). “Aglutinin-like sequence” (als) ailesinin {iyesi olan bu proteinler
glikozilfosfotidilinositole (GPI) tutunmus hiicre duvar proteinleri olup, memeli endotel ve
epitel hiicrelerine adezyonunu artirir (36). ALS gen ailesinin ALSI-7 ve ALS9 olmak lizere
sekiz tiyesi vardir (37). Tim Als proteinlerinin adezyon ve virulansta 6nemli oldugu ve
als1(A) ile als3(A) mutantlan ile yapilan adezyon ¢alismalarinda Als3’iin daha giiclii bir
adezin oldugu gosterilmistir (38). Sadece C. albicans’ta bulunan Als3 proteinin konak
hiicreye aderansta, biyofilm olusumunda, konak hiicre invazyonunda ve demir aliniminda
onemli rol oynadig: bildirilmistir (37). Ayrica GPI’ya tutunmus hifal hiicre proteini (Hwpl),
C.albicans’m hif hiicrelerinin ylizeyinde 6zgiin olarak eksprese edilmektedir. Hwp1 ¢imlenme
borusu yiizeyi ve C. albicans’in gergek hif formunda bulunmaktadir (39). Bu protein,
transglutaminidaz enzimine substrat gorevi gorerek ¢imlenme borusunun epitel hiicrelerine
tutulumda biiyiik bir rol oynamaktadir (40). Fare modellerinde, bu proteini kodlayan gen olan
HWPI’in delesyonu ile endotel hiicrelere girigin ve virulansin azaldig: gosterilmigstir (41).

C. albicans suglariin hidrofobisitesi, 6zgiin biiylime kosullarina olduk¢a duyarliyken,
pek cok C. glabrata 1zolat1 ayni iireme sartlarina duyarli degildir (2). Camacho ve ark.'nin
yaptig1 calismada lateks kataterler iizerinde bulunan Candida hiicrelerinin hidrofobisite
yetenegi ile aderansinin arasinda herhangi bir korelasyon olmadigi bildirilmistir (42). Bu
durum, adezyonun olabilmesi i¢in hidrofobisitenin tek basina yeterli olmadigini
acgiklamaktadir.

C. glabrata’nin C. albicans’a kiyasla akrilik yiizeylere iki kat daha fazla adhere olma
egiliminde oldugu ve bu tiiriin diger albicans-dis1 Candida tiirlerine gore iriner epitel
hiicrelerine yiiksek oranda tutundugu gosterilmistir (43,44).

Candida tiirlerinin adhezyon yetenegi ile iligskili 6nemli bir diger faktor ise hiicre

duvarindaki adezin olarak adlandirilan 6zgiin proteinlerdir. C. glabrata’da adezinler, epitelial
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adezin (EPA) gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Epa proteinlerinin yapist C. albicans’ta ki
Als proteinleri ile benzerdir. EPA genlerinin fazla olmasina karsin sadece EPAI geninin
delesyonunun tutulumu azalttig1 gosterilmistir (45). C. parapsilosis suslarmin adezyonu ise
yiizey hidrofobisitesi ile iliskilidir (46). Yapilan calismalarda akrilik yiizeylere C. parapsilosis
suslarinin aderans yeteneginin yiiksek oldugu gosterilmistir. C. parapsilosis hiicre duvarinda
bes Als ve alt1 Pga30 proteini oldugu bilinmesine karsin bu proteinlerin mayanin adezyon
yetenegi ile iliskisinin olup olmadig1 bilinmemektedir (47). C. tropicalis’in ise Uriner epitel

hiicrelerine, silikon ve lateks kateterlere tutunma yeteneginde oldugu bildirilmistir (48).

2.4.2. Biyofilm

Candida’nin konaga veya tibbi cihazlara ilk tutulumun ardindan hiicre bdliinmesi,
tomurcuklanma ve sonrasinda biyofilm olusumu meydana gelmektedir (35). Biyofilm, hiicre
dis1 matrikse (ECM) gomiilii, ylizey iliskili mikroorganizma topluluklari olarak bilinmektedir
(49). Biyofilm iiretimi ile, matrikse maddelerin tutunmasi kisitlanarak antifungal sagaltima
direng gelismekte ve organizma, konak immun yanit hiicrelerinden korunmaktadir. Bu
nedenle Candida tiirlerinde biyofilm iiretimi gii¢lii bir virulans faktoriidiir (50,51).

Yapilan calismalar ile konak dokusunda mikroorganizmalarin planktonik olmayan
formlarinin  bulunmadigimi, gruplasarak c¢ok hiicreli topluluklar halinde dokularda,
protezlerde, kateterlerde ve diger yiizeylerde bulunabildikleri gosterilmistir (52).

Biyofilm organizasyonu, hiicre bdliinmesi ile meydana gelen yeni hiicrelerin rastgele
toplanmasi ile degil, sinyal molekiillerinin kontrolii ile hiicrelerin bir araya gelmesi ile olusan
0zel bir olusumdur. Bu biyolojik topluluk, ECM igerisinde gdmiilii olarak bulunur. Her bir
organizmanin hiicre dis1 matriksi farkli oranda karbohidrat ve protein i¢cermekte olup, genel
olarak biyofilm matriksi karbohidrat, protein, fosfor ve hekzosaminden olusur. Ortam sartlari,
pH ve oksijen gibi ¢evresel faktorler ile fungal tiir ve izolatlar, biyofilm olusumunu ve matriks
icerigini etkilemektedir. Silva ve arkadaslar1 C. glabrata suslarinin olusturdugu biyofilm
matriksinin, yiiksek oranda karbohidrat ve protein; C. parapsilosis izolatlarinin matriksinin
yiiksek oranda karbohidrat ve daha az oranda protein; C. tropicalis suslarinin ise diger
albicans-dis1 Candida izolatlarina gdre daha az oranda karbohidrat ve protein igerdigini
bildirmistir (35). Buna ek olarak Al-Fattani ve arkadaglari C. albicans ve C. tropicalis
suslarinin biyofilm matriksinin karbohidrat, protein, hekzosamin, fosfor ve {iironik asitten

olustugunu, C. tropicalis izolatlarinda biyofilm matriksinin esas komponentinin hekzosamin
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oldugunu da bildirmistir (49). Ayrica C. parapsilosis suslarinin biyofilm olusturmasi igin
biyofilm ve hiicre duvar diizenleyici (BCR- “biofilm and cell wall regulator”) genlerinin
gerekli oldugu, C. parapsilosis lipaz mutantlarinin daha az biyofilm iirettikleri ve bu suslarin
daha az virulan 6zellik gosterdigi bilinmektedir (53). C. glabrata ve C. tropicalis igin
biyofilm olusumunda gorevli genler ¢ok fazla bilinmemektedir (2).

C. tropicalis izolatlar1 hizli bir sekilde biyofilm olusturmakta ve olgun biyofilm yapilari
yogun maya hiicrelerine ek olarak filamentéz formlar1 da icermektedir. C. glabrata’nin
biyofilm iireten mutant tiirlerinin biyofilm olusumunda dort gen icerdigi tanimlanmis, EPA6
ve EPA7’nin transkripsiyonu ile biyofilm olgunlagsmasinin artig1 bildirilmistir (54).

Hawser ve Douglas 1994°te C. albicans'n, C. parapsilosis ve C. glabrata’ya gore daha
fazla biyofilm trettigini bildirmistir. C. albicans’in biyofilm olusturmasi, 6zellikle mayadan
hif formuna doniisiimi ile iliskilidir (35). C. albicans biyofilmleri genellikle kiiciik oval maya
hiicreler yani blastosporlar ve uzun tiibiiler hif hiicreleri olmak tizere iki hiicre tipi
icermektedir. Maya ve filament6z hiicreler yogun bir hiicre dis1 matriks igerisine gomiilmiis
olarak bulunmaktadir. Biyofilm matriksinin temel bileseni B-glukandir (55,56). Genetik
analizler ile hem maya hem de hif hiicrelerinin biyofilm olusumunda 6énemli rollerinin oldugu
ve her hiicrenin olusum asamasinda tek bir gorevi bulundugu gosterilmistir (49,55,57).
Sinyallesme (“quorum-sensing”) molekiilleri, hif olusumunu O©nlemek icin biyofilm
olusumunun ileri safhalarinda hiicre tarafindan salgilanir. Okaryot hiicrelerde sinyallesme
molekiilii olan farnesoliin Candida’larda maya-hif doniisiimiinii ve biyofilm olusumunu
onledigi saptanmistir. Farnesol, “Mitogenactivated” protein (MAP) kinaz ve cAMP-protein
kinaz A (PKA) yol izlerinin azaltic1 efektorleri Ras proteini tarafindan aktive edildiginde, bu
yol izlerini baskilayarak ¢imlenme borusu olusumunu inhibe eder (22,58,59). Diger bir
sinyallesme molekiilii olan tirosoliin ise, liremenin lag faz1 uzunlugunu kisalttigi, biyofilm ve
¢imlenme borusu olusumunu stimiile ettigi bildirilmistir (29,60).

Biyofilmler, hastane kokenli patojenleri ve endojen flora {iyelerini kapsayarak
polimikrobiyal olarak da olusabilir. Bu biyofilmler, bakterileri ve funguslar1 kapsayan cesitli
mikroorganizmalar i¢in infeksiyon kaynagi olarak gorev goriir. Bu yapilarin tanimlanmasi ve
sagaltilmas1 zordur. C. albicans, Staphyloccoccus epidermidis, Enterococcus tirleri ve S.
aureus tiirlerini iceren bu biyofilmler sistemik infeksiyonlara, Candida tiirleri ve Gardnerella

vaginalis’i igeren biyofilmler ise vajinal infeksiyonlara neden olabilmektedir (61,62).
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2.4.3. Enzimler

Candida tiirlerinin konak doku hasari, hidrolitik enzimlerin cevreye salinimi ile
kolaylagmaktadir. Salgisal asit proteinaz (Sap), fosfolipaz, lipaz ve hemolizinler Candida

tiirleri patogenezinde rol oynayan énemli enzimlerdir (2).

2.4.3.1.Salgisal Asit Proteinaz

1965 yilinda ilk kez C. albicans’ta proteolitik aktivite tanimlanmistir. Bu enzim
patojenin, proteini nitrojen kaynagi olarak kullanmasina olanak saglar (63). Sap’lar konak
mukoza membranlarina, 6nemli immunolojik ve yapisal savunma proteinlerine hasar vererek
konak dokuya kolonizasyonu ve invazyonu kolaylagtirmaktadir (2).

C. albicans'ta proteolitik akitivite, 10 tiyesi bulunan SAP ¢oklu gen ailesi ile iligkilidir.
Sap protein ailesinin tiim tiyeleri dort sistein ve iki korunmus aspartat rezidii icermektedir. Bu
proteinazlarin sekizi (Sapl-8) hiicre dis1 matrikse salgilanirken, Sap9 ve Sapl10 membrana
bagli glikozilfosfotidilinositol proteinleridir. GPI, Saccharomyces cerevisia’da bulunan hiicre-
hiicre etkilesimleri ve hiicre-duvar biitiinliigiinde rol oynayan yapsinler ile yapisal olarak
benzerdir. Bu izoenzimler, pepstatin A tarafindan inhibe edilir ve asidik pH’da en uygun
aktiviteyi gosterir (63,64).

Patojen olmayan Candida tirlerinin proteolitik aktivitesi genellikle diisiik olup, Sap
tretimi diizeyi ile virulansin iliskili oldugu bildirilmistir (63). C. albicans’in tim SAP genleri
preproprotein formunda oOnciil olarak sentezlenmektedir. Prepropeptid, bir sinyal peptid ile bir
propeptid icermekte olup; sekresyon ve uygun proteinin dogru katlanmasi igin gereklidir.
Sap2, in vitro olarak en ¢ok salgilanan proteinazdir. Sapl-Sap6 proteinazlari, yapr ve aktif
bolge ozellikleri bakimindan benzerlik gostermektedir. Hiicre disi matris ve kollajen, laminin,
fibronektin ve miisin gibi konak yiizey proteinleri Sap2 tarafindan pargalanmaktadir. Cesitli
konak savunma proteinleri, alfa-makroglobulin proteinaz inhibitorii ve salgisal IgA dahil tiim
immunoglobulinler bakteriyal proteinazlara kars1t direngli iken, Sap2 tarafindan
parcalanabilmektedirler (63).

SAP iretimi; hif olusumu, aderans ve fenotipik degisim ile iliskili olup, in vitro
calismalar ile SAPI, 2 ve 3’iin maya formunda; SAP4, 5 ve 6’ nin ise hif formunda, SAP9 ve
10’un ise her iki formda da eksprese edildigi bildirilmistir (65-67). Epidermal ve vajinal
kandidoz modellerinde SAP4-6nin sistemik hastaliklar ile iligkili oldugu bulunmus ve
SAP7’nin oral kavite orneklerinde bulunabildigi bildirilmistir (68). “White-opaque” 1 (WO1)

susu ile yapilan calismalarda, SAP/-3’1in ilk tutulum, invazyon ve kutandz infeksiyonlar ile
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iligkili oldugu, SAP8’in ¢ogunlukla penetrasyon ile iligkisi oldugu belirlenmis, SAP6 ve
SAP9’un ise hif seklinde biiylime ileri diizeylerinde eksprese edildigi saptanmistir (65-67).
Ayrica oral infeksiyonlu bireylerden elde edilen klinik 6rneklerin bazilarinda SAP 7 geninin
eksprese edildigi, SAP8 geninin ise vajinal infeksiyonlarda yiliksek oranda bulundugu
bildirilmistir (68).

Sap’larin farkli pH derecesinde gosterdikleri aktivite ile Candida tiirleri, ¢esitli pH’daki
farkli dokulara kolonize olabilirler. Ornegin Sap 1-3 proteinleri pH 3.5’da aktif iken, Sap 4-6
proteinleri pH 5.0-7.0 araliginda etkindirler. C. albicans’ta Sap izoenzimleri arasindaki bu pH
farkliliklari, fungusun farkli bolgelerde infeksiyon olusturabilmesi agisindan Onem
tasimaktadir. Ayrica Sap’lar, protein 0zgilliigli diizeyinde de farkliliklar gostermektedir.
Sapl1,2,3 ve 6 biiyliikk hidrofobik aminoasitlerde peptid baglarim1 kirar; Sap 1,2 ve 6
fenilalanini, Sap3 ise losini etkiler. Sap 9 ile 10 keksin ve yapsini hidrolize etmektedir. Bu
sayede Candida’ lar, farkli dokulardan nitrojeni elde edebilir ve dokulara adezyonda
potansiyel baglanma bolgesini belirleyerek patogenezde katki saglar (69). C. glabrata’nin
proteinaz {iretimi yapabildigi gosterilmis fakat proteinaz tipi belirlenememistir (70), Ote
yandan bu tilirde hi¢bir SAP geni saptanamamustir (71). C. parapsilosis’de iic SAP (SAPP1-3)
geni, C. tropicalis’de ise dort SAP (SAPT1-4) geni tanimlanmustir. C. tropicalis’in oral epitele
tutulum sirasinda SAP {iretiminin invazyon ve doku hasari ile ilgili olmadigi bildirilmistir
(71).

SAP genlerinin sayisi ile kommensal organizmanin patojen organizmaya doniisiimii
arasinda bir iliski bulundugu ileri siirilmiistiir. C. glabrata ve C. krusei suslar1 hari¢ patojen

olmayan Candida suslari, patojenlere gére daha az Sap kodlayan gene sahiptir (71).

2.4.3.2.Fosfolipaz

Fosfolipaz enzimi, konak hiicrelerini etkileyerek doku hasarina neden olur, epitel hiicre
membranint bozar ve hifin sitoplazmaya tutunmasini saglayarak etki gosterir (72). Bu
hidrolitik enzim, gliserofosfolipitlerin bir veya daha fazla ester bagini hidroliz etme
yeteneginde olan heterojen bir enzim grubudur. C. albicans’ta dort farkli fosfolipaz (PL)
vardir; PLA, PLB, PLC ve PLD (63). Tim tiplerin hidrolaz aktivitesi olup, PLB ek olarak
lizofosfolipaz transagilaz aktivitesine de sahiptir. Boylece fungus, fosfolipitlerden yag asitleri
de sentezleyebilmektedir (12). PLA, gliseroliin iki yag asidinin ayrilmasini katalize eder.

PLA’nin iki izoenzimi bulunmaktadir; PLA1 dis yag asidini, PLA2 ise i¢ yag asidini parcalar.
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PLA’nin, hiicreleraras1 membranda ve hiicrelerdeki fosfolipidleri hidrolize ederek ¢imlenme
borusu olusumunda ve tomurcuklanmada rol oynadig: bildirilmistir PLB, her iki yag asidini
de tek seferde pargalayabilmektedir (73). PLB1’in eksprese edilmesi, besin ortami, sicaklik ve
pH gibi cevresel faktorler ve C. albicans hiicrelerinin biiylime fazi araciligi ile kontrol
edilmektedir. PLB1'in ekspresyonu ile ¢imlenme borusu olusumu, hiicre-yilizey
hidrofobisitesi, adhezyon ve hemolizin iiretimi gibi virulans faktorleri arasinda herhangi bir
iligki bulunmamistir. PLB2 geni PLBI ile %65 benzerlik gostermekte olup, PLB2 geni sinyal
peptid igeren preprotein kodlamaktadir (63). PLC, fosfotidilkolinde bulunan karbon-fosfat
baglarini ayirir. PLC’nin fosfoinositidi de ayrirarak dkaryot hiicrenin plazma membranindaki
reseptOr-isaretli sinyal transdiiksiyonunda 6nemli rol oynadig1 bildirilmistir. C. albicans’ta
PLC kodlayan PLCI, PLC2 ve PLC3 geni tanimlanmig olup PLC!’in asil 6nemli gen oldugu
bildirilmistir (74). PLD ise fosfotidik asit olusturmak i¢in fosfotidilkolinden kolini ayirir.
PLD’nin aktivitesinin dimorfik degisim siiresince stimiile edildigi bildirilmistir (73).
Saccharomyces cerevisia’da PLD’nin sporulasyon, biiyiime ve membran lipit sentezi gibi
cesitli hiicresel olaylarda yer aldigi gosterilmis olup; C. albicans’da bu goérevi yerine getiren
PLD motifini PLDI’in kodladig bildirilmistir (74).
2.4.3.3.Lipaz

Lipazlar, mono-di-triagilgliserollerin sentezinde ve hidrolizinde yer alir. Yiiksek
sicaklikta ve organik ¢dziiclilerde stabil olup, proteolize kars1 direng gosterir. Lipazlarin, lipit
molekiillerinden serbest yag asitlerinin salinimi ile besin kazanimi, konak hiicreye adhezyon
ve inflamatuvar yanitin baslatilmasi gibi birgok siiregte rol oynadigr bildirilmistir (75). Lipaz
enzimi bulanmayan izolatlarin genel olarak daha az virulan olduklar1 bilinmektedir (76). C.
albicans’da 10 lipaz geni tamimlanmustir (LIPI-10). C. tropicalis 'de benzer genlerin varligi
belirlenmis olup, C. glabrata’da bu genler bulunmamaktadir (2,63). C. parapsilosis suslarinda
ise CpLIPI ve CpLIP2 olmak iizere iki lipaz geni bulundugu bildirilmistir. CpLIP2 geni aktif
proteini kodlamaktadir. C. parapsilosis infeksiyonu siiresince lipaz inhibitdriiniin doku
hasarmi biiyiik 6l¢iide azalttigi ve CpLIP1/CpLIP2 mutantlarinin ince ve daha az kompleks
biyofilm olusturdugu ileri siiriilmistiir (2). C. parapsilosis’in lipaz aktivitesi araciligi ile
makrofaj i¢inde canliligin siirdiirebildigi ve inflamatuvar yanit1 azalttig1 saptanmistir (76). C.
albicans’da maya-hif doniisiimii sliresince tiim lipaz genlerinin ekspresyonun virulansta rol

oynadigi bildirilmistir (74).
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Son yillarda iki yeni hidrolitik enzim olan ekstraseliller serin ve metalloproteinaz
aktiviteleri C. albicans ve C. guilliermondii suslarinda bildirilmistir. Fakat bu iki enzimin

patogenezdeki rolii tam olarak bilinmemektedir (77).

2.4.3.4.Hemolizin

Hemolizinler, kirmiz1 kan hiicrelerini lize ederek, 6zellikle infeksiyonda onemli bir
bliylime faktorii olan demirin salinnmina neden olur (78). Konak hiicrede serbest demir
bulunmadigindan, ¢ogu patojenin demir ihtiyacin1 hemoglobin gibi demir igeren bilesiklerden
indirekt sagladigi bildirilmistir (79). Ayrica demir alinimi ile mikroorganizmanin hif
formundan maya formuna doniisiimiiniin arttig1 saptanmistir (78).

[lk defa Moors ve arkadaslar1 tarafindan C. albicans’in demir kaynag olarak
hemoglobinden yararlandigi, C. albicans infeksiyonlarinda, fungusun kompleman sistem
reseptorleri araciligl ile eritrositlere baglandigi ve hemolitik enzim salgilayarak eritrositleri
pargaladig1 bildirilmistir (80). Eritrosit yikimi iki asamada gerceklesir. ilk olarak, Candida
kolonileri tarafindan alfa-hemolitik faktor araciligiyla kismi yikim gerceklesir. Bu ilk
asamanin metabolik {iriinleri, sekonder hemolitik faktor olan beta hemolizinin sekresyonu i¢in
katalizor gorevi Ustlenir ve hemoglobin yikimi tamamlanir (81). Hemolizinlerin, sistemik
kandidozda hif invazyonunun ger¢eklesmesinde rol oynadigi ve Candida hiflerinin maya

formuna gore daha fazla hemoglobin reseptorii igerdigi bildirilmistir (82,83).

C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis’in in vitro bir veya daha fazla tip hemolizin
tirettigi saptanmistir (81). Candida'larin hemolitik aktivitesinin genetik ekspresyonu hala daha
tam olarak bilinmemekle birlikte, “hemolysin like protein” (HLP) geninin C. glabrata’da
hemolitik aktivite ile iligkili olabilecegi, bu genin bakteriler ve nematodlar gibi farkl: tiirlerde

bulunan HLP genlerine benzerlik gosterdigi bildirilmistir (83).
2.4.4. Morfolojik Degisim

C. albicans cevre sartlarina bagli olarak maya, hif ve yalanci hif formunda biiylime
yetenegine sahiptir. Maya formundan filamentéz forma gecis serum, prolin, N-
asetilglukozamin, diisiik oksijen diizeyi, yiliksek karbondioksit (CO,) miktari, sicaklik
(25°C,37°C) gibi ¢evresel kosullara bagli olarak degismektedir (84,85). C. albicans
izolatlarinda CCPI, CPHI, EFGI ve SSKI genlerinin, mayadan hif formuna doniisiimde rol
oynadig bildirilmistir (86).
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Maya formu, fungusun kan dolagimi araciligi ile yayiliminda ve epitel hiicrelere adhere
olmasinda rol oynarken, filamentéz form mikroorganizmanin konak epitel dokuya
invazyonunda ve morfolojisi nedeniyle fagositoza karst direng gostermesinde etkili
olmaktadir. C. albicans gibi dimorfik funguslarin farnesol, tirosol ve Ostradiol gibi cesitli
sinyal metabolitleri irettigi, farnesoliin ayrica C. albicans’da filamentdz form olusumunu

baskiladig1 bilinmektedir (84).

Morfolojik degisim, ¢evresel faktorler tarafindan salgilanan sinyallerin maya hiicre
membranindaki reseptorler tarafindan algilanmasi ile baglar. Bu sinyaller hiicre igine
iletildikten sonra cAMP, cGMP ve bazi iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelir.
Olusan iyon akimi sonucunda hif uzamasi gerceklesir. Hif formunun, maya formuna gore
dokuya ve plastik yiizeylere daha fazla adhere oldugu fakat fagosite edilemedigi bilinmektedir
(19).

2.4.5. Fenotipik Degisim

Candida’larin fenotipik donilisim yetenegi ile diizgilin, tiiyli, diizensiz, yildiz, halka,
noktal1 ve sapka gibi farkli koloni fenotipleri izlenmistir. Baz1 suslarda fenotipik degisim
sonucu varyant koloni morfolojileri ortaya ¢ikabilmekte ve bu durumun en yaygin 6rnegi C.
albicans'm WO-1 susunda goézlenmektedir. C. albicans ¢ogunlukla diiz, beyaz ve kubbe
seklinde koloniler olusturur, bu koloni morfolojisindeki oval sekilli hiicreler beyaz ("white")
olarak adlandirilir. Koloniler, 10 siklikta yassilagmis, gri renkli koloni seklinde farkli bir
goriiniim alir. Yiizeyleri piirtiiklii bu uzun, biiyiik hiicreler opak ("opaque”) olarak tanimlanir.
“White-opaque” (W-O) doniisiimiinde sadece koloni fenotipinde degil hiicre fenotipinde de
degisiklik olmaktadir. Diisiik doz UV ve sicaklik degisimi’nin WO doniistimiinii indiikledigi
bilinmektedir. Fenotipik degisim ile antifungal ilaglara duyarlilik, konak hiicre adezyonu,
aspartik proteinaz aktivitesinin diizeyi, notrofil ve oksidanlara duyarhilik etkilenmektedir. C.
albicans disinda C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniensis ve C. lusitaniae

suslarinda da fenotipik degisim goriilmektedir (86).

Beyaz-opak fenotipik degisiminde 450°den fazla genin birbirinden farkl regiile edildigi,
bu farkliliklarin C. albicans’in patojenitesi, tomurcuklanma etkinligi ve biyofilm olusumunu
etkiledigi bildirilmistir. Ayrica, beyaz ve opak hiicrelerin makrofajlar tarafindan farkli
sekillerde fagosite edildigi ve bu nedenle WO degisiminin konak immun sistem yanitindan

kagis i¢in bir uyart mekanizmasi olabilecegi diisiintilmiistiir (87).
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2.4.6. Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi

Hidrofobisite, genellikle adezyonu baslatan bir virulans faktorii olarak bilinmektedir
(88). C. albicans, C. parapsilosis ve C. glabrata’da hiicre yiizey hidrofobisitesi, biiyiime
sicaklhigi ile diizenlenmekte ve 22°C’de daha hidrofobik olmaktadir. C. albicans hidrofobik
hiicrelerinin, hidrofilik olanlara gére daha virulan oldugu bildirilmis fakat hidrofobisitenin
virulansta tek basina yeterli olamayacagi belirtilmistir. Hidrofobik olan mikroorganizmalarin
Ozellikle dakron, teflon, akrilik gibi yiizeylere adezyonunun daha iyi olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (88,89).
2.4.7. Siderefor Kullanimi

Cogu bakteri ve fungus tarafindan sentezlenen ve salgilanan sideroforlar, diisitk molekiil
agirlikli Fe** ile yiiksek oranda iliskili organik selatorlerdir (90). Bagli demiri ayirabildiginde,
mikrorganizmanin  iyi  Ureyebildigi  bildirilmistir. ~ Demir iyonlari, nétral ~ pH'de
¢Oziiniirliiklerinin ¢ok diisiik olmasi sebebi ile mikroorganizmalar tarafindan kullanilamaz.
Sideroforlar, selasyon yoluyla bu iyonlarin ¢6ziilmesini ve aktif tasima ile hiicre igine
alinmasin saglar. Transferrin ve laktoferrin igeren viicut proteinlerinin de demiri ayirdigi
bildirilmistir. C. albicans’da, S. cerevisia’da bulunan FTRI homologu iki gen tanimlanmistir.
FTRI in, mikroorganizmanin demir igeren ortamda yasamasi ve virulansi i¢in gerekli oldugu

saptanmugstir (91).
2.4.8. Hiicre Duvar Yapisi

Fungal hiicre duvari, hiicre seklini ve dis ¢evredeki degisikliklerden hiicreyi korumay1
saglayan dinamik bir yap1 olup, konak-fungus etkilesiminde ilk ve esas rolii oynar. Hiicre
duvari, B-glukan ve kitin tabakadan olusan i¢ iskeletten olugsmus ve mannoproteinlerce zengin
bir dis tabaka ile kaplanmistir. N- ve O- bagli mannanlar, hiicre duvar biitlinligii korur,
adezyonda rol oynarak virulansa katki saglar. Ayrica bu yapimin, konak dogal immun
sisteminin olusturdugu C. albicans PAMPs’larindan biri oldugu yapilan caligmalar ile
gosterilmistir. C. albicans’da O-mannan, 1,5-a-1,2-bagli mannoz rezidiirlerinden olugmakta
ve serin veya treonine baglanmaktadir. Mikroorganizma virulansinin tam olarak etki

gostermesi i¢in bu baglanmanin olmasi gerektigi bildirilmistir (92).
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2.4.9. Molekiiler Benzeme

Candida tiirleri tarafindan eksprese edilen cesitli hiicre yiizey molekiilleri, konak
reseptorlerini taklit ederek mikroorganizmanin konak immun yanitindan kagmasina yardim
etmektedir (93). Maya ylizeyinde tanimlanan CR3-RP, memelilerdeki nétrofil reseptorii
CD11b/CD18’nin a alt birimine antijenik, yapisal ve fonksiyonel olarak benzemesi nedeniyle
integrin ailesinin bir iiyesi olarak tanimlanmaktadir. Bu reseptoriin insan kompleman bileseni
olan iC3b’ye baglanmasi, opsonizasyon inhibisyonunu ve fagositozu kismi olarak

engellemektedir (94).
2.5. Candida Tiirlerinin Neden oldugu infeksiyonlar

Candida tirleri, mukozal kolonizasyondan coklu organ tutulumuna kadar genis bir
yelpazede yer alan infeksiyonlara neden olabilir. Infeksiyonlar, klinik olarak yiizeyel (kutandz
ve mukozal), kronik mukokutandéz ve sistemik kandidoz olmak iizere baslica {ic grupta

incelenmektedir (19).
2.5.1. Kutanoz ve Mukozal Kandidoz

Yiizeyel kandidoz, lokal olarak Candida sayisinin artmasi, deri ve epiteldeki hasarin
maya veya yalanci hiflerin lokal invazyonuna izin vermesiyle olusur. AIDS, gebelik, diabetes
mellitus, ¢cok geng¢ ve ileri yaslar, oral kontraseptif, antibiyotik ve kemoterapotik ajanlarin
kullanimut ile travma yiizeyel kandidoz ile iliskili risk faktorleridir. Kutandz kandidoz ise daha
cok derinin travma, yanik veya maserasyon gibi nedenlerle biitlinliigliniin bozulmasi
durumlarinda meydana gelmektedir. Infeksiyon koltuk alti, kasiklar ve gluteal alanlar gibi

viicudun nemli ve 1lik, kivrim yerlerinde ortaya ¢ikmaktadir (95).

Mukozal kandidoz, cesitli lokalizasyonlarda goriilebilir. Viicutta en sik tutulan
mukozalar vulvovaginal bolge ve orofarinkstir. Vulvovaginal kandidoz (VVK) iritasyon,
yanma, kasint1 ve “siit kesigi” benzeri vaginal akinti ile seyreder (96). Diabetes mellitus,
gebelik ve genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi 6nemli risk faktorleridir (19). Bu
infeksiyon, zemin hazirlayan faktorlerin varliginda bagisiklik sistemi saglam bireylerde de
izlenebilir. Kadinlarin %75’inde VVK’un ve bu vakalarin %5-8’inde ise tekrarlayan VVK’un
goriildiigli saptanmistir. Olgularin %80’inden C. albicans’in sorumlu oldugu, onu %S5 ile C.
glabrata’nin izledigi bildirilmistir. Ayrica C. krusei, C. tropicalis ve C. parapsilosis

izolatlarinin da vajinite neden oldugu ileri siiriilmiistiir (19,97).
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Pamukguk olarak bilinen oral kavite kandidozunun en ¢ok siit emen bebeklerde ve
yaslilarda, CD4+ diizeyi diisiik olan HIV pozitif ve kanserli bireylerde gorildiigii
bildirilmistir. Dil lizerinde, yanak mukozasinda, damak ve bazen bogazda yama tarzinda
yalanct membran meydana gelmektedir. C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei ve
C. parapsilosis’in infeksiyon gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Diabetes mellitus,
endokrin sistem hastaliklari, kanser, protez kullanimi, kemoterapétik ajanlarin kullanima,
organ transplantasyonu gibi faktorlerin oral kandidoz gelisiminde rol oynadig bildirilmistir

(96,98,99).
2.5.2. Sistemik Kandidoz

Sistemik kandidoz, Candida tirlerinin kan dolasimina girmesi, konak fagosit
savunmasinin iireme ve Yyayllmayr engellemedeki yetersizligi sonucu gelisir. Kronik
kortikosteroid ve immunsupresif ila¢g kullanimi, losemi, lenfoma, aplastik anemi gibi
hematolojik hastaliklar ya da kronik graniilamatdz hastalik ile sistemik kandidozun iliskisi

oldugu bilinmektedir.

Son yillarda fungal sepsisin mortalite oraninin bakteriyal sepsisten daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (100). Sistemik kandidoz, immun sistem baskilanmis bireylerde gastrointestinal
sistem, yogun bakim tinitesindeki akut nétropenik olmayan hastalarda ise deri kdkenli olarak
gelisebilir. Antibiyotik kullanimi ile bagirsaktaki Candida yiikiinlin artmasi, gastrointestinal
mukozal bariyere girisi kolaylastirir, sitotoksik kemoterapi ise fagosit yikimini indiikler.
Notropenik olmayan hasta grubunda ise devamli kateter kullanimi kutandz bariyerin
mikroorganizma tarafindan asimmi kolaylastirir. Her iki sekilde de Candida’nin kan
dolagimina girisinin sagladigi bildirilmistir (101). Patojen Candida tiirlerinin, invazif fungal
infeksiyonlarinin birinci, hastane kokenli dolasim sistemi infeksiyonlarinin ise doérdiincii

yaygin etkeni oldugu bildirilmistir (22).

Candida tiirleri, kalpte endokard, miyokard ya da perikard1 tutabilir. Candida
endokarditinin, maya hiicreleri ve yalanci hiflerin protez kalp kapaklar1 veya vejetasyonlarin
lizerine yerlesip {iremesi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Uriner sistem Candida
infeksiyonlarinin ise sistit ya da piyelonefrit bi¢iminde ortaya ¢iktigi, bu infeksiyonlarin foley

kateteri, diabetes mellitus, gebelik ve antibiyotikler ile iligkili oldugu bilinmektedir (95, 96).
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2.5.3. Kronik Mukokutanoz Kandidoz

Kronik mukokutanéz kandidoz (KMK) deri, mukdz membranlar, sa¢ ve tirnaklarda
Candida tirlerinin neden oldugu kronik persistan infeksiyonlarla seyreden ender bir
hastaliktir (96). Bu hastalik, hiicresel immun yetmezlik ve endokrinopatilerle iliskili olup,

tutulan tiim deri ve mukozalarda kronik infeskiyona bagli deformasyonlarla sonuglanir (95).
2.6. Candida infeksiyonlariin Laboratuvar Tamisi

Candida infeksiyonlariin tanisi i¢in infeksiyon bolgesi ile iligkili olarak kan, beyin
omurilik sivis1 (BOS), bronkoalveolar lavaj, brons lavaj, aspirat, doku biyopsileri, idrar,
yiizeyel lezyonlardan kazinti ve siirlintiiler, intravenoz kateter 6rnegi 6rnek olarak alinabilir
(95).

Bu ornekler direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir, antijen, mantara 6zgiil metabolit ve
niikleik asit saptanmasi, hiicre duvar1 komponentlerinin belirlenmesi ve serolojik tani ile

Candida varlig1 agisindan incelenmektedir (102).
2.6.1. Direkt Baki

Klinik orneklere uygulanacak ilk islem direk bakidir. Direk baki i¢in boyasiz yas
preparat, %10’luk potasyum hidroksit (KOH), kalkoflor beyaz1 preperatlari ile Gram, Giemsa,
Wright, metilen mavisi gibi boyalar ile hazirlanan preparatlar 6rnek tiiriine gore segilip

kullanilabilir.

Deri ve ekleri Ornekleri i¢in %10’luk KOH veya kalkoflor beyazi preparati
hazirlanmakta, sistemik ve mukozal 6rnekler i¢in ise yas, boyasiz preparat ve Gram, Giemsa,
Wright, metilen mavisi boyama yontemleri ile boyanan preparatlar incelenmektedir. (103).
%10’luk KOH ilavesi ile konak hiicrenin protein kisimlar1 sindirilir, mantar hiicre duvari ise
daha belirgin hale gelir. Kalkoflor beyazi ise mantar duvarindaki fB-1,3 ve B-14
polisakkaritlere baglanir Bu 6rneklerde maya hiicreleri izlenir, bu hiicreler tomurcuklanmalar1
ile ayirt edilir (102).

Gram boyama, en ¢ok kullanilan boyama yontemi olup, maya hiicreleri ve yalanci hifler
genellikle gram pozitif, gergek hifler ise gram negatif olarak boyanir (104).

Doku orneklerindeki Candida’larin arastirilmasinda ise hematoksilen eozin, periyodik
asit-schiff (PAS) ve methanamin glimiis boyalar1 kullanilmaktadir. Bu boyalar, mantarin

dokuya yayilim gdosterip gostermediginin saptanmasina olanak tanir (105). PAS ile boyanan
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preparatlarda, zit boya olarak pikrik asit kullanildiysa mantarlar turuncu, zit boya olarak agik
yesil kullanildiysa parlak pembemsi-kirmizims1 mor ya da erguvan renkli olarak goriiniirler.
Metanamin giimiis boyal1 preparatlarda ise mantar ve elemanlari, soluk yesil ya da sar1 zemin

tizerinde siyah renkte belirgin bir sekilde goriiniirler (102).
2.6.2. Kiltiir

Candida tiirlerinin soyutlanmasinda primer izolasyon besiyeri olarak SDA besiyeri
kullanilmaktadir. Ayrica modifiye SDA, Sabouraud dekstroz buyyon, beyin kalp infiizyon
buyyonu ve Sabouraud beyin kalp infiizyon (SABHI) agar da izolasyon i¢in kullanilan diger
besiyerleridir. Bu besiyerleri igine sikloheksimit gibi kontaminant mantarlarin {iremesini
engelleyen maddeler ve kloramfenikol, gentamisin gibi bakterilerin iiremesi engelleyen

antibiyotikler de ilave edilebilir (105).

Candida tiirlerinin ¢ogu aerop kosullarda, 25-30°C’de iyi tireme gosterir, birgogu da
37°C ve ustiindeki 1silarda {lireyebilir. Koloniler genelde 48-72 saatte goriiniir hale
gelmektedir. Candida tiirlerinin kolonileri genellikle hamurumsu, beyaz, krem rengi ile
sartms1 kahverengi ve opaktir. Koloni yilizeyleri diizgiin veya kivrimli bir morfolojide
olabilmektedir (105). Tiirler arasindaki morfolojik farkliliklar misir unlu agar gibi 6zel
besiyerlerinde saptanabilir (19). C. albicans kolonileri, SDA’daki ilk izolasyonlarinda
burusuk veya piiriizlii goriiniimde olup, daha sonraki pasajlarinda diizgiindiir. Cogu C.
albicans kokeni koyun kanli agarda “ayakli koloniler” olusturmaktadir. Diger bir¢ok mayada
bu morfoloji goriilmez iken C. tropicalis ve C. krusei’nin %25 inin bu tarz koloni olusturdugu
bildirilmistir (106).

C. albicans’1n hizli 6n identifikasyonu i¢in kullanilan en degerli ve basit testlerden biri
¢imlenme borusu testidir (107). Cimlenme borusu testinde 37°C’de nétral pH ve serum
varliginda hif olusumu uyarilmaktadir. Cimlenme borusu ¢iktig1 maya hiicresinin kalinliginin
1/3’1, boyunun ise en az ii¢ katt olmalidir. Dikkat edilmesi gereken nokta ise ¢imlenme
borusunun ¢iktig1 yerde bogumlanma olmamasidir. C. tropicalis’in bu boruya benzeyen
yapilarinin ayriminda bu durum oOnem tasimaktadir. Teorik olarak C. albicans ve C.
dubliniensis izolatlarinin ¢ogu c¢imlenme borusu olusturur. Yogun maya inokulumu, uzun
inkiibasyon siiresi ve ortamda bakterilerin bulunmasi yalanci negatif sonuglara neden olabilir.
Hasta, bagisiklik sistemi baskilanmis veya antifungal sagaltim aliyorsa bu bireyden izole
edilen C. albicans kokenlerinin %5’inin ¢imlenme borusu olusturmadigi bildirilmistir

(107,108).
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Candida’larin tanimlanmasinda kullanilan bir diger yontem ise misir unlu tween 80
agarda izolatlarin morfolojik yapilarinin incelenmesidir. Bu ydntemle mayalarin
olusturduklar1 gercek ve yalanci hifler, blastokonidyalar, klamidosporlarin yap1 ve
yerlesimlerine gore tiir diizeyinde tanimlamaya gidilir. Mikroorganizmalar, bu besiyerine

ekildikten sonra 25 °C’de 72 saat inkiibe edilir.

C. albicans genellikle biiylik, kalin duvarli, tek, terminal klamidospor ve yalanct hiflerin
bogumlanmasinda kiime halinde blastokonidya olusturmaktadir. Klamidospor olusumu 30-

37°C’de inhibe olmaktadir.

C. dubliniensis, yalancit veya gercek hif, septalarda kiime halinde blastokonidya ve

birden fazla biiyiik, kalin duvarli klamidospor olusturmaktadir.

C. tropicalis, yalanct hif ve bu hiflerin yaninda tek ya da gozyasi damlasi seklinde

kiimeler halinde blastospor olusturmaktadir. Bazen gercek hif olusumu da gozlenmektedir.

C. krusei, yalanc1 hif ve yanlarinda aga¢ ya da ¢apraz konulmus odun kiitiigii seklinde

uzun blastokonidyalar olarak goriilmektedir.

C. parapsilosis, yalanci hif boyunca tek tek ya da kii¢lik gruplar halinde blastokonidya

ve dev hiicre denilen genislemis hifal yapilar olusturmaktadir.

C. kefyr, C. krusei gibi uzun blastokonidyalar liretmekte, fakat C. krusei’den farkl
olarak blastokonidyalarin hepsi ayn1 yone dogrudur. Uzamis blastokonidyalar derede yiizen

kiitiik goriiniimii vermektedir.

C. glabrata, kiiciik, oval, tekli tomurcuklanmis maya hiicreleri olustururken, yalanci hif

olusumu gozlenmez.

C. lusitaniae, dallanmis, kivrik sekilli yalanci hif ve kisa zincir olusturan uzun

blastokondiyalar seklinde izlenir.

C. guilliermondii, yalanci hiflerin ¢evresinde kiiciik blastospor kiimeleri olusturur,
yalanci hifler kisa ve az sayidadir. Gergek hif olusumu yoktur.

C. lipolytica, kisa zincirli blastokondiya, yalanci hif ve gercek hif olusturur. Bazen
artrokonidya olusumu goézlenebilir.

C. famata g¢oklu tomurcuklanma gosteren maya hiicreleri olusturur.
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C. utilis ise u¢ uga dizilim gosteren ve dallanan elips seklinde blastokonidya

olusturmaktadir (13,103).

Candida tiirlerinin identifikasyonu i¢in kromojenik besiyerleri de kullanilmaktadir. Bu
besiyerleri esas olarak Candida tiirlerinin hizli ve 6n identifikasyonuna destek amaci ile
kullanilir. Kromojenik besiyerleri, hedef mikroorganizmalar tarafindan salgilanan enzimler ile
tepkimeye giren substratlar icermekte olup, bu substratlar enzimler tarafindan hidrolize
edilerek farkli renk ve morfolojide koloniler olusmaktadir (108). Piyasada bu amacla
kullanilan birgok kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Bunlara, CHROMagar Candida (Becton
Dickenson), Albicans ID2 (BioM¢érieux), Candida ID2 (BioMérieux), ChromID Candida agar
(CAN2)(BioM¢érieux), CandiSelect 4 (Bio-Rad), Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast
(BiGGY) Agar (Oxoid), Oxoid Chromogenic Candida (OCCA) Agar (Oxoid) 6rnek olarak

verilebilir.

Candida tirlerinin tanimlanmasinda bir ileri asamada karbohidrat, asimilasyon
fermentasyon testleri kullanilmaktadir. Karbohidrat asimilasyon testlerinde, mayanin oksijen
varliginda belirli bir karbohidrati tek karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenegi 6l¢iiliir. Bu
konuda standardize edilmis, otomatize, ticari sistemler de bulunmaktadir. Bunlardan en sik
kullanilanlar API 20C AUX (BioM¢érieux) ve API ID32 (BioMérieux)’dir. Fermentasyon
testlerinde ise, fermantatif mayalar karbondioksit ve alkol olusturur. Bu nedenle, gaz olusumu

fermentasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir.

Ureaz ve hizli trehaloz testleri de tanimlamada kullanilan diger araglardir. Ureaz
testinde, maya uygun substrat varliginda iireaz enzimi varsa lireyi parcalaylp amonyak
olusturur; amonyak da pH’y1 yiikselterek, fenol kirmizisi indikatoriinde, koyu sar1 renkten
pembemsi kirmizi bir renk donilisiimiine neden olur. C. krusei ve C. lipolytica’nin bazi
kokenleri disinda ¢ogu Candida tiirii iireaz negatiftir. Hizli trehaloz testi ise ozellikle C.
glabrata’nin ¢ saat igerisinde tanimlanmasi i¢in kullanilan bir asimilasyon testidir. Test
degerlendirilirken, kanli agar kullanildiginda C. albicans ve C. tropicalis yalanci pozitiflik
verdigi i¢in bu besiyerinin kullanilmamasi, CHROMagar ve SDA besiyerinin kullanilmasi

Onerilmektedir.

Candida tiirlerinin tanimlanmasi polimeraz zincir tepkimesi (PZT), dizi analizi, niikleik
asit hibridizasyon “probe”lar1 gibi molekiiler yontemler kullanilarak tiir diizeyinde farklilik

gosteren gen bdlgeleri incelenerek de yapilabilir. Candida tiirleri igin en yaygin olarak
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ribozomal alt birimleri kodlayan gen bdlgelerinin arasina giren ve protein kodlamayan
“internal transcribed spacer” (ITS1, ITS2) bolgeleri, sitokrom P450 lanosterol alfa-demetilaz,
SAPs, aktin, kitin sentaz ve 1s1 sok proteinini kodlayan bdlgeler hedef olarak secilmektedir.

Tanimlamada referans yontem ise dizi analizidir (109).

Son yillarda rutin laboratuvarlarda tiir tanimlanmasinda kullanilan “matrix-assisted
laser desorption ionization-time-of-flight” (MALDI-TOF) kiitle spektrofotometresinin, hizl
ve giivenilir sonuglar vermesi sebebi ile Candida tiirleri i¢in de kullanildig: bildirilmistir. Bu
yontem ile tiire 6zgli protein parmak izi olusturularak, suslarin veritabanindaki diger tiirler

icerisinden kolayca tanimlanmasi saglanir (110,111).
2.6.3. Serolojik Tan

Candida infeksiyonlarinin tanisinda serolojik yontemler de kullanilabilmektedir ancak
kullanilan serolojik testlerin 6zgiilliigli ve duyarliliginin diisiik oldugu bildirilmistir (112).
Serolojik yontem olarak antikor, antijen, her ikisini bir arada arayan ve metabolitleri

inceleyen testler uygulanabilmektedir.

Sistemik kandidozda, g¢esitli Candida antijenlerine karsi antikor titreleri ytlikselebilir
fakat serolojik olarak tan1 koyduracak bir &lgiit bulunmamaktadir. Ote yandan Candida
tirlerinin normal florada bulunmasi, immunsupresif hastalarda antikor titrelerinin diisiik
olmasi da tani agisindan énemli dezavantajlardir. Immun sistemi baskilanmis invazif fungal
infeksiyonlu bireylerde diisiik diizeyde antikor iiretilmesi ve infeksiyona neden olmayan,
Candida kolonizasyonuna bagli olarak antikor diizeylerinin yiikselmesi yalanci pozitif
sonuglara neden olabilmektedir. Ticari olarak anti-Candida antikor kitleri mevcut olup, IgG
Platelia (Bio-Rad Laboratories) disinda digerlerinin diislik 6zgiilliik ve duyarlilik gosterdigi,
bu testin duyarliliginin da %59, 6zgiilliigiiniin ise %63 oldugu bildirilmistir (113).

Serolojik tanida en yaygin olarak kullanilan Candida antijeni, hiicre duvar bileseni olan
mannandir (105). Kan dolasimindan mannan antijeninin atiliminin hizli olmas1 nedeniyle
hastadan alinan serum Orneklerinin sayist yontem duyarliligini etkilemekte ve sadece bir
serum Ornegi oldugunda test duyarliligi %40°tan %11°e diismektedir. Lateks agglutinasyon
veya enzim immunoassay kullanilarak dolagimdaki mannan antijeninin saptanmasi ¢ok daha
Ozgiildiir, fakat hastalar gegici olarak pozitif oldugundan veya hastaligin ilerleyen
donemlerine kadar belirgin ve anlamli diizeyde belirlenemediginden duyarlilig1 diistiktiir (95).

BOS veya oral kavite 6rneklerinde mannan antijeni saptanmasi, Candida menenjiti veya oral
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Candida infeksyonlarinin erken tanisi i¢in kullanilabilir oldugu bildirilmistir (112). Platelia
antijen kiti (Bio-Rad)’nin duyarliliginin %86, 6zgilliigliniin ise %79 oldugu bildirilmistir
(113).

Calismalarda invazif kandidoz tanisinda mannan antijen ve antikor testlerini tek basina
kullanmak yerine bu testlerin kombinasyonun kullanilmasi Onerilmis ve bu sekilde test
performansinin arttig1 bildirilmistir. C. albicans infeksiyonlarinda kombine testlerin
duyarliligimin%100’e ulastigi, diger Candida tiirlerinde ise bu oranin % 40-83 arasinda
oldugu bildirilmistir (112). Milkulska ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise kombine
testin duyarlilifi %83, ozgiilliigii %86 olarak belirlenmis olup, antijen testleri tek basina
kullanildiginda duyarliligin %58, ozgiilliigiin %93; antikor testleri kullanildiginda ise
duyarliligin %59, 6zgiilliigiin %83 oldugu belirtilmistir (114).

Hiicre duvar bileseni olan /,3-$-D-Glukan (BG) serolojik tanida kullanilan bir diger
Candida antijenidir. Fakat BG antijen testi, infeksiyon etkeni tiirii belirleyememektedir.
Saglikli bireylerin serumunda da az miktarda ve dogada BG bulunabilmesi nedeniyle, yalanci
pozitiflik izlenebilmektedir. Bu nedenle pozitif BG sonuglart kiiltiir, histopatoloji ve
gorlintiilleme yontemleri ile dogrulanmalidir (112). Cesitli c¢alismalarda BG testinin

duyarliliginin %44-100, 6zgiilligiiniin % 20-96 arasinda bildirilmistir (115-118).

D-arabinitol, C. glabrata ve C. krusei disinda ¢ogu Candida tiirii tarafindan salgilanan
bir metabolit olup; serum diizeylerinin, invazif kandidozlu hastalarda yiikseldigi, bu hasta
grubundan saglikli ve Candida kolonizasyonu olan bireyleri ayirt edebildigi gosterilmistir.
Bazi arastiricilar tamimlayici duyarlilik ve ozgilliglin serumdaki veya idrardaki D-

arabinitol/L-arabinitol oraninin dl¢iilmesi ile gelistirilebilecegini belirtmektedir (113).
2.6.4. Molekiiler Tan

Klinik 6rnekte mantara 6zgii niikleik asitlerin direkt olarak saptanmasi amaciyla PZT
uygulanmasi, mantar infeksiyonlarmin hizli tanisi i¢in biiyiik iimit vermektedir. Hedef dizi
olarak aktin, kitin sentetaz, P450, ITS ve ribozomal RNA genleri kullanilmaktadir (104). PZT
ozellikle de “real time” PZT ile Candida DNA’sinin kantitasyonu yapilarak kolonizasyon ile

derin infeksiyon ayrimina gidilebilmektedir (19).

Molekiiler yontemlerin en biliyilik avantaji yiiksek duyarlilik ve sonucglara hizl
erigilebilmesi ve bu sayede antifungal sagaltima zamaninda baslanabilmesidir (119). Ancak

molekiiler yontemler ile ilgili en biiyiik sorun standardizasyonun tam yapilamamis olmasidir.
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Uygun Ornek tiirii, miktari, ¢ogaltilacak gen bolgesi ve protokoller arasinda bir standardizayon
bulunmamaktadir. Umut veren ve hizli, giivenilir sonuglar verecegi diisliniilen bu yontemlerin
rutin tan1 amach kullanima girebilmesi igin standardizasyon ve gecerlilik calismalarina

gereksinim s6z konusudur (120).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Yapilan ¢aligsma, girisimsel olmayan deneysel nitelikte bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez kapsamindaki deneysel nitelikli caligmalar 2011-2013 yillar1 arasinda Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda bulunan Mikoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmamizda, 2011 Temmuz — 2012 Kasim aylar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Mikoloji Laboratuvari’nda kan, idrar, oral kavite ve alt solunum yolu 6rneklerinden
soyutlanmis C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis suslar1 kullanildi.
Merkez Laboratuvar:t bagkanligindan suslarin kullanilacagina dair izin alindi ve insan

tizerinde bir ¢alisma yapilmadi.
3.4. Calisma Materyali

Calismaya, Temmuz 2011- Kasim 2012 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Mikoloji Laboratuvari’nda kan, idrar, oral kavite ve alt solunum yolu 6rneklerinden
soyutlanan ve rutin olarak uygulanan, ¢imlenme borusu testi, misir unu tween 80 agar,
CHROMagar Candida (Becton Dickenson) besiyerlerindeki morfoloji ve otomatize
karbohidrat asimilasyon testi olan API 20C AUX (BioM¢érieux) identifikasyon sistemi ile
tanimlanan C. albicans (n=171), C. tropicalis (n=94), C. glabrata (n=73) ve C. parapsilosis
(n=81) tiirlerinden olusan toplam 409 sus alindi. Suslarin, soyutlandig1 6rnek gruplarina gore
dagilimi Tablo 1’de gosterilmistir. Biyofilm tiretimi arastirilirken pozitif kontrol olarak
Prof.Dr. Beyza ENER'den aldigimiz biyofilm tiretimi pozitif oldugu bilinen C. albicans susu
kullanildi. Suslarin hemolitik aktivitesi incelenirken ise pozitif kontrol olarak C. albicans
ATCC 90028 susu kullanildi. Ayrica o. hemoliz zonu agisindan Prof. Dr. Zeynep GULAY dan
saglanan Streptococcus pneumoniae ve f hemoliz zonu icin Streptococcus pyogenes izolatlar
kullanildi. Tim suglar %50 gliserol iceren beyin kalp infiizyon buyyonunda (BHI)
stoklanarak, -80°C’de saklandi.
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Tablo 1. Suslarin soyutlandig1 6rnek gruplarina gére dagilimi

Alt solunum

Candida Tiirleri Kan Idrar Oral kavite
yolu 6rnekleri
C. albicans 45 50 34 42
C. tropicalis 20 41 23 -
C. parapsilosis 40 31 10 -
C. glabrata 15 42 16 -
TOPLAM 120 164 83 42

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimli degiskenler; ¢alisilacak olan 409 susun fosfolipaz aktivitesi, biyofilm olusturma
yetenegi, hemolitik aktivitesi ve jelatinaz aktivitesi olup; bagimsiz degiskenler belirtilen
tarihler arasinda soyutlanan C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata ve C. parapsilosis

izolatlaridur.
3.6. Veri Toplama Araglan

3.6.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Model, Kullanildig:
Sira No. Malzeme Ad1 Marka .
Katalog No Analiz
Sabouraud Dekstroz Candida suslariin
1. Oxoid CMO0041 .
Agar (SDA) pasajlanmasi
Beyin Kal Suslarin
2 . Y P Fluka 53286
Inflizyon Buyyon stoklanmasi
Riedel-de 15524 Suslarin
3 Gliserol
Haén stoklanmasi
4 Pepton AppliChem A2208,0500 | Sabouraud dekstroz
buyyonun

32




hazirlanmasi

Sabouraud dekstroz

5 Dekstroz AppliChem A3666,0500 buyyonun
hazirlanmasi
Jelatinaz ilaveli
6 Jelatin Merck K44224378
SDA hazirlanmast
7 CaCl, Fluka 21097 pH diizenlenmesi
8 NaOH AppliChem A6829,0500 pH diizenlenmesi
Jelatinaz
9 HgCl, Sigma 31005 aktivitesinin
belirlenmesi
10 Metanol Merck K27905808 Fiksasyon
Mikroplak ile
Fosfat Tamponlu )
11 AppliChem A0964,9010 biyofilm olusumu
Tuzlu Su (PBS)
yikama asamasi
Suslarin
Greiner bio- toklanmast
12 Ependorf tiip, 1.5 ml 616201 stoklanmas
One
Suslarin
13 Petri kutusu FrratMed )
pasajlanmasi
Biyofilm
96 kuyucuklu, U Greiner bio-
14 650180 iretiminin
tabanli mikroplak one/Cellstar
incelenmesi
Filtreli pipet ucu
15 (0,5-10, 10-100, | Greiner bio- Tiim analizler
one

100-1000p1)
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Pipetor seti (10, 100,

Thermo

16 Scientific- 4700410 Tiim analizler
1000ul) o
FinnPipette
Mikroplak
17 Spektrofotometre Thermo kullanilarak
MultiScan biyofilm iiretiminin
saptanmasi
-80°C derin 705 REL#2 Suslarin
18 Thermo
dondurucu 805797-117 saklanmasi
Memmert INE ) )
19 Etiiv E509.04 76 Suslarin tiretilmesi
500
Besiyeri ve
Adam
20 Tart1 AE 326611770 kimyasallarin
Equipment Co.
hazirlanmast
HICLAVE HV-85
21 Otoklav Tlim analizler
Hirayama 000685748

3.6.2. Biyofilm Uretiminin Arastirmast

Suslarin biyofilm iiretimlerinin arastirilmasi i¢in iki farkli yontem (petri aderans ve

modifiye mikroplak yontemi) kullanildi (121,122). Calismaya alinan suslar SDA’ya

pasajlanip, saf olduklar1 belirlendikten sonra iglemlere baslandi.

3.6.2.1.Petri Aderans Yontemi ile Biyofilm Uretimi Arastirilmasi

3.6.2.1.1. Safranin Boyasimin Hazirlanisi

"Safranin O" tozu  lgr

Distile Su

100 ml

Karisim homojenize hale getirildi. Bir giin bekletildikten sonra kullanildi.
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3.6.2.1.2. Deneyin Uygulanmasi

SDA’ da 35°C’de 48 saatlik inkubasyon sonucu iiretilen Candida kdkenlerinden bir 6ze
dolusu alinip, 25 ml %8 glukoz ilaveli Sabouraud Dekstroz Buyyon (SDB) igeren petrilere
pasaj yapildi. Plaklar, 24 saat 35°C’de inkiibe edildikten sonra SDB yavas bigimde dokiildii
ve petriler beser ml steril distile su ile iki kez yikandi. Olusan biyofilm tabakasini gostermek

tizere her bir petri bes ml %1°lik safranin boyasi ile bir dakika siire ile boyand1 (121,123).
3.6.2.1.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Degerlendirme, iki kisi tarafindan kor olarak yapildi. Renk tutulumu ve boyanmanin

oldugu petriler biyofilm olusumu yoniinden olumlu olarak degerlendirildi.

3.6.2.2.Modifive Mikroplak Yontemi ile Bivofilm Uretimi Arastirilmast

3.6.2.2.1. Kristal Viyole Boya Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kiristal viyole 1 gr

Ferrik asit kristali 2 gr

%098’1ik etil alkol 10 ml

Distile su 100 ml

Cam havanda boya ezilirken yavas yavas alkol ve ferik asit kristalleri eklendi. Karigimin

hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Bir giin bekletildikten sonra kullanildi.
3.6.2.2.2. Deneyin Uygulanmasi

SDA’da 35°C’de 48 saatlik inkubasyon sonucu iiretilen Candida kokenlerinden bir 6ze
dolusu alinarak, 10 ml %8 glukoz igeren SDB’a pasaj yapildi. 35°C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra 1/100 oraninda %8 oraninda glukoz i¢eren sivi besiyeri ile dilue edilerek “U”
tabanli mikroplaklara her bir kuyucuga 0,2 ml pipetlendi. Mikroplaklarin iizeri steril
aliminyum folyo ile kapatilip 35°C’de 24 saatlik inkiibasyona kaldirildi. Kuyucuklar
inkiibasyon sonunda dikkatli bir sekilde bosaltildi. Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile
kuyucuklar dort kez yikandi. Metanol ile {i¢ dakika tespit edilen kuyucuklar %2’lik kristal

viyole ile bir dakika siire ile boyandi. Boyama sonrasi iki kez PBS ile yikanan mikroplaklarin
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optik dansiteleri, kurumalarinin ardindan 492 nanometre dalga boyunda mikroplak okuyucuda

belirlendi (122,124)
3.6.2.2.3. Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Her sus icin c¢alisilan ti¢ kuyucugun optik dansitelerinin ve her plak i¢in bos besiyeri
bulunan alti kuyucugun absorbanslarinin ortalamasi alindi. Bos kuyucuklarin ortalama
degerine 2 standart sapma degeri eklenerek sinir deger (cut-off) saptandi. Belirlenen bu
sayisal degerin lizerindeki degerde olan kuyucuklar pozitif, altinda olanlar ise biyofilm

tiretimi yoniinden negatif olarak degerlendirildi.
3.6.3. Fosfolipaz Enzim Varlig1 Arastirilmasi

Fosfolipaz enzim varlig1 Samaranyake ve ark.lar1 tarafindan gelistirilen, Price ve ark.lar

tarafindan modifiye edilen yumurta sarili agar yontemi kullanilarak arastirildi (125).

3.6.3.1. Besiyerinin Hazirlanist

13 g SDA, 11.7 g NaCl, 0.111 g CaCl,, 184 ml distile su karisimi otoklavda 121°C’de
15 dakika steril edilerek hazirlandi. 80 g yumurta sarist agzi kapali steril bir tiip icerisine
alind1 ve tiip 1000g' de 15 dakika santrifuj edilip supernatant distile su ile ilk hacmine
tamamlandi. Besiyeri 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra yumurta sarist son
konsantrasyon 80g/L olacak sekilde besiyerine yavas yavas eklendi. Sitrik asit/disodyum

fosfat tamponu kullanilarak besiyeri pH’s1 4,3 olacak sekilde ayarlandi.

3.6.3.2. Deneyin Uygulanmasi

SDA’da 37°C’de 18-24 saat inkubasyon sonrasi iireyen maya kolonilerinden McFarland
0.5 bulanikligima gore silispansiyonlar hazirlandi. Her bir besiyerinde dort sus olacak sekilde
stispansiyonlardan 10 pL besiyeri yiizeyine inokule edildi. 37°C’de alt1 giin inkubasyon
sonunda fosfolipaz aktivitesi koloni capinin, presipitasyon zonunungapina orani (Pz)

hesaplanarak kontrol suslar ile karsilagtirilarak degerlendirildi (125).

3.6.3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bulunan presipitasyon zonu degerlerine gore aktivite, dort grupta incelendi; 0.9-1 arasi

(+1), 0.89-0.80 aras1 (+2), 0.79-0.70 aras1 (+3), <0.69 aras1 (+4) olarak belirlendi. Bu
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degerlendirmeye gore Pz degeri kiictlildiikge fosfolipaz aktivitesi artmakta, Pz=1.00 degeri ise

negatif fosfolipaz aktivitesini gostermektedir (126).
3.6.4. Hemolitik Aktivite Varliginin Aragtirilmasi

Suslarin hemolitik aktiviteleri %7 kanli ve %3 glukoz ilaveli SDA besiyeri kullanilarak
arastirildr (127).

3.6.4.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

30 g glukoz, hazirlanan 1L°lik SDA i¢ine eklenip, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildi. Besiyeri, su banyosunda 40-45°C’ye kadar sogutulduktan sonra litrede 70ml olacak
sekilde kan eklendi.

3.6.4.2. Deneyin Uygulanmasi

SDA’da iireyen 24 saatlik Candida suslarindan McFarland 2’ye gore bulaniklik ayari
yapilarak siispansiyonlar hazirlandi. Her petri kutusunda dort koken olacak sekilde 10ul
stispansiyonlardan inokulasyon yapildi. 37°C’de inkiibe edilen plaklar hem 24 hem de 48 saat
sonunda a ve B hemoliz varlig1 acisindan kontrol suslari ile karsilastirilarak degerlendirildi.

(127).

3.6.4.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Izolatlar non-hemolitik (y), a ve o+p olarak degerlendirildi. 24 ve 48 saat sonunda hem
hemoliz zonunun hem de koloninin ¢ap1 6l¢iildii. Her bir izolat iki farkli zamanda calisildi.
Her calismada 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda hemoliz zon ¢ap1 koloni ¢apina boliinerek

elde edilen degerlerin ortalamasi alindi (79).

Inokulum ¢evresinde olusan hemoliz zonunun ¢api l¢iiliip, bu zon <1,5 mm olanlar (+)
zayif aktivite, 1,5-2,0 mm ise orta aktivite (++) , zon c¢ap1 >2 ise kuvvetli aktivite (+++)

olarak degerlendirildi.
3.6.5. Jelatinaz Enzim Varligi Arastiridmast

3.6.5.1. %0.1'lik Civa Kloriir Hazirlanmasi

Steril distile su  100ml

Civa kloriir 0.1 gr
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Cozelti, manyetik karistiricida homojen olana kadar karistirildi.

3.6.5.2. Besiyeri Hazirlanmasi

Kokenlerin jelatinaz aktivitesi %1 jelatin eklenmis SDA besiyeri kullanlarak incelendi

(128).

3.6.5.3. Deneyin Yapulist

izolatlar tek difiizyon yontemi ile besiyerine pasajlandi. Her besiyerinde dort sus olacak

sekilde ekim yapildi ve plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edildi (128).

3.6.5.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Koloni etrafindaki zon varlig1 %0.1’lik civa kloriir eklenerek degerlendirildi.

3.7. Arastirma Plani

2011-2012 Suslarin toplanmasi

012 Suslara petri aderans ve modifiye mikroplak
yontemlerinin uygulanmasi

Suslarda fosfolipaz, hemolitik aktivite ve
Ocak-Agustos 2013
jelatinaz varliginin arastirilmasi

Eyliil- Aralik 2013 Sonuglarin degerlendirilmesi

Ocak 2014- Haziran 2015 Tez Yazimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Suslarin biyofilm {retimini belirlemek icin kullanilan petri aderans ve modifiye
mikroplak yontemi arasindaki uyum “% uyum” hesab1 yapilarak belirlendi. Caligmaya alinan
Candida tirlerinin biyofilm, fosfolipaz, hemolitik aktivite ve jelatinaz enzim varlig
arastirilmasit sonucu elde edilen veriler, istatistiksel olarak ki-kare testi kullanilarak

degerlendirilip, p<0,05 ise anlaml1 kabul edildi.
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3.9. Arastirmanin Simirhhiklar:
Arastirma ile ilgili sinirlamalara tartigsma kisminda deginilmistir.
3.10. Etik Kurul Onay1

“Cesitli Klinik Orneklerden Soyutlanan Candida Suslarimn  Virulans
Faktorlerinin Arastirllmasi” konulu tez calismasi Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel
Olmayan  Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan  incelenmistir ve  ¢alismanin
gerceklestirilmesinin uygun olduguna karar verilmistir (Onay Tarihi: 11/07/2013 Karar No:
2013/26-16).
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4. BULGULAR

4.1. Biyofilm Uretimi Sonuclar
4.1.1. Petri Aderans Yontemine Gire Biyofilm Uretimi Sonuclart

Petri aderans yontemi ile biyofilm iiretimi ¢alisilan Candida izolatlarinin sonuglar1 pozitif
ve negatif kontroller referans alinarak degerlendirildi (Sekil 1). Tablo 2’de suslarin petri
aderans yontemi ile biyofilm iiretim aktivitelerinin tiirlere gére dagilimi goriilmektedir. Buna
gore calismamizdaki suslarin 143 (%35,0)’1 pozitif, 266 (%65,0)’s1 negatif olarak belirlendi.
Biyofilm iiretimi en fazla C. tropicalis (%91,6), en az C. albicans (%?2,3) suslarinda gozlendi.
Calismaya dahil edilen izolatlarin petri aderans yontemi ile belirlenen biyofilm sonuglari
tiirlere gore incelendiginde C. tropicalis ve C. parapsilosis tiirleri lehine istatistiksel olarak

anlamli sonug elde edildi (X2=253,1; p=0,00).

Tablo 2. Petri aderans yontemi ile biyofilm iiretiminin tiirlere gére dagilimi

SUSLAR POZITIF (%) NEGATIF (%) TOPLAM (%)
C. albicans 4(2,3) 167 (97,7) 171 (100)
C. tropicalis 77 (91,6) 7(8.4) 84 (100)
C. parapsilosis 54 (66,6) 27 (33,3) 81 (100)
C. glabrata 8 (11,0) 65 (89,1) 73(100)
TOPLAM 143 (35,0) 266 (65,0) 409 (100)

Sekil 1. Biyofilm iiretimi a) pozitif ve b) negatif olarak belirlenen C. albicans izolatlar1
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Pozitif kokenlerin, soyutlandiklar1 bolgelere ve tilirlere gore dagilimi Sekil 2’de
izlenmektedir. Idrar 6rneklerinin % 43,3’ii (n=71), kan &rneklerinin %38,3’ii (n=46), alt
solunum yolu 6rneklerinin %30,1°s1 (n=25), oral kavite 6rneklerinin ise %2,4’i (n=1) pozitif

olarak belirlendi.

30
25
S
a
s M C. albicans
@
wn M C. tropicalis
S
n M C. parapsilosis
M C. glabrata

iDRAR KAN ALT SOL.YOLU ORAL KAVITE
ORN.
Ornek Grubu

Sekil 2. Petri aderans yontemi ile pozitif olarak belirlenen izolatlarin soyutlandiklar1 bolgelere

ve tiirlere gore dagilimi

Candida tiirlerinin petri aderans yontemi ile biyofilm tretimi suslarin izolasyon
bolgelerine gore incelendiginde C. albicans, C. tropicalis ve C. glabrata i¢in bolgelere gore
sus sayisi az olmasi nedeniyle istatistiksel yontem kullanilamaz iken, sadece C. parapsilosis
suslar1 i¢in biyofilm iiretimi agisindan izolasyon bolgelerine gore degerlendirme yapildi ancak

istatistiksel anlamlilik elde edilmedi (X2:4,0; p=0,13).
4.1.2. Modifiye Mikroplak Yontemine Gore Biyofilm Uretimi Sonuclart

Bu yontemde, c¢aligmaya alinan suslarin biyofilm {iretimi belirlenen sinir deger baz
alimarak incelendi. Biyofilm iiretimi incelenen suglardan 15 tanesinin kontrollerle birlikte

calisildigr mikroplak Sekil 3’de goriilmektedir.
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pozitif kontrol kuyucuklan

besiyeri
kontrol -
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negatif kontrol kuyucuklan

Sekil 3: Biyofilm iiretiminin modifiye mikroplak yontemi ile calisildigi a) C. albicans
b) C. parapsilosis c) C. albicans d) C. albicans e) C. tropicalis f) C. albicans g) C. albicans
h) C. tropicalis 1) C. albicans j) C. tropicalis k) C. parapsilosis 1) C. albicans m) C. albicans

n) C. parapsilosis o) C. parapsilosis suglarinin mikroplak goriintiisii

Calisilan Candida suslarinin tiirlere gore mofidiye mikroplak yontemi ile biyofilm
iretimi sonuglar1 Tablo 3’te gosterildi. Buna gore Candida kokenlerinin 128 (%31,3)'i pozitif
olarak belirlenirken, biyofilm iiretimi en fazla %44,0 (n=37) ile C. tropicalis suslarinda, en az
%20,5 (n=15) ile C. glabrata izolatlarinda gozlendi. Suslarin her iki yontem ile saptanan
biyofilm iiretimi karsilastirmali olarak Tablo 4’te gosterilmistir. Calismamizdaki Candida
suslarinin  modifiye mikroplak yontemi ile biyofilm olusturma ozelligi tiirlere gore
incelendiginde C. tropicalis suslar1 lehine istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde edildi

(X*=16,6; p=0,00).
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Tablo 3. Candida suslarmin tiirlere gore modifiye mikroplak yontemi ile biyofilm iiretimi

sonuglari
SUSLAR POZITIF (%)  NEGATIF (%)
C. albicans 43 (25,1) 128 (74,8)
C. tropicalis 37 (44,0) 47 (55.9)
C. parapsilosis 33 (40,7) 48 (59,2)
C. glabrata 15 (20,5) 58 (79,4)
TOPLAM 128 (31,3) 281 (68,7)

Tablo 4. Suslarin her iki yontem ile saptanan biyofilm iiretimi sonuglari

Petri aderans yontemi Modifiye mikroplak yontemi

SUSLAR
Pozitif (%) Pozitif (%)
C. albicans 4(2,3) 43 (25,1)
C. tropicalis 77 (91,6) 37 (44,0)
C. parapsilosis 54 (66,6) 33 (40,7)
C. glabrata 8 (11,0) 15 (20,5)
TOPLAM 143 (35,0) 128 (31,3)

Bu yontem ile biyofilm iirettigi belirlenen suslarin, izole edildikleri bolgeye gore
incelendiklerinde ise en fazla idrar (%64,0) orneklerinden soyutlanan kdkenlerin biyofilm
olusturdugu gozlenirken, oral kavite 6rneklerinden soyutlanan suslarin en az (%3,9) biyofilm
irettigi saptandi (Sekil 4). Calismaya dahil edilen tiim tiirlerdeki Candida izolatlarinin
modifiye mikroplak yontemi ile biyofilm iiretimi, suslarin izole edildigi bolgelere gore
istatistiksel olarak degerlendirilip anlamli sonug elde edildi (X2:51,4; p=0,00). Bu istatistiksel
farkliligin idrar 6rneklerinden soyutlanan suslardan kaynaklandigi goriildii. Bu acidan tiirler
tek tek incelendiginde, C. albicans izolatlar1 ile suslarin soyutlandig1 bolge arasinda biyofilm
iiretimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilirken (X2=43,3; p=0,00), C.

tropicalis ve C. parapsilosis izolatlarinda istatistiksel bir farklilik izlenmedi (X*= 5,5; p=0.06;

43



X?=5,4; p=0.06). C. glabrata suslarinda ise suslarin soyutlandig1 bolgelere gore dagilimin az

olmast sebebiyle istatistiksel degerlendirme yapilamadi.
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Sekil 4. Modifiye mikroplak yontemi ile biyofilm {ireten suslarin soyutlandigi bolgelere gore

dagilim1

Petri aderans yontemi ile suslarin % 35,0’i, modifiye mikroplak yontemi ile ise

%31,3 unun biyofilm iirettigi belirlendi. Iki yontem arasinda % 68,5 uyum saptandu.
4.2. Fosfolipaz Aktivite Sonug¢lari

Calismaya alinan Candida kokenlerinin, 111 (%27,1)'i fosfolipaz olumlu olarak
belirlendi (sekil 5). Bu suslarin 101 (%91)'i C. albicans, yedisi (%6,3) C. glabrata, igcii
(%2,7) C. parapsilosis iken, C. tropicalis suslarinda fosfolipaz aktivitesi saptanmadi.
Calismaya dahil edilen Candida izolatlarin fosfolipaz aktivitesi tlirlere gore
degerlendirildiginde istatistiksel olarak C. albicans lehine anlamli bir sonug¢ elde edildi

(X*=153,3; p=0,00).
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Sekil 5. Fosfolipaz enzimi a) pozitif C. albicans b) negatif C. parapsilosis suslarinin

goruntisu

Calisilan 171 C. albicans susunun 101 (%59,1)'i, 81 C. parapsilosis izolatinin tgl
(%3.,7), 73 C. glabrata susunun ise yedisi (%9,6) fosfolipaz olumlu olarak belirlendi. Tiirlere

gore fosfolipaz aktivitesi gosteren suslarin olumluluk oranlari, Pz, ortalama ve ortanca

degerleri Tablo 5' te goriilmektedir.

Tablo 5. Tiirlere gore suslarin fosfolipaz aktivite dagilimi

Olumlu | Tiire gore En En
Ortalama
sus olumluluk | diisiik | yiiksek | Ortanca SD
Pz Degeri
sayis1 | orani (%) | deger | deger
C. albicans
101 59,1 0,94 0,45 0,75 0,72 0,14
(n=171)
C. tropicalis
P 0 0 - - - - -
(n=84)
C.
parapsilosis 3 3,7 0,95 0,6 0,805 0,72 0,19
(n=81)
C. glabrata
7 9,6 0,92 0,55 0,8 0,74 0,14
(n=73)
TOPLAM 111 27,1




Pz degerlerine gore izolatlarin dagilimi Tablo 6’da gosterildi. Buna gore fosfolipaz
olumlu izolatlarin 46 (%41,4)’s1 “+4”, 16 (%14,4)’s1 “+3”, 36 (%32,4)’s1 “+2”, 13 (%11,7)1

“+1” pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 6. Pz degerine gore Candida kdkenlerinin dagilimi

Pz Degerleri C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis C. glabrata
<0.69 (+4) 42 0 2 2
0.70-0.79  (+3) 15 0 0 1
0.80-0.89 (+2) 33 0 0 3
0.90-0.99 (+1) 11 0 1 1
1.00 () 70 84 78 66

TOPLAM 171 84 81 73

Tablo 7'de suslarin soyutlandig1 bolgeye gore fosfolipaz aktivite dagilimi gosterildi.
Buna gore; oral kavite orneklerinden soyutlanan izolatlarda fosfolipaz aktivitesinin en ¢ok
oldugu (%57,1), idrar 6rneklerinden izole edilen suslarda ise fosfolipaz aktivitesinin en az
(%15,8) oldugu goriilmektedir. Tiim tiirlerdeki Candida suslarinin fosfolipaz enzim aktivitesi
soyutlandiklar1 bolgelere gore istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik
elde edilip (X*=33,2; p=0,00), suslar ayr ayri incelendiginde C. albicans izolatlarinda
istatistiksel olarak anlamli (X2:14,5; p=0,0002), C. glabrata ve C. parapsilosis suslarinin
soyutlandiklar1 bolgelere gore dagilimin az olmasi sebebiyle, C. tropicalis izolatlarinda ise

pozitif fosfolipaz aktivitesi gosteren sus olmadigi i¢in istatistiksel analiz yapilmadi.

Tablo 7. Suslarin izole edildikleri bolgelere gore fosfolipaz aktivitesi dagilimi

Klinik Ornek Sus Sayis1  Fosfolipaz aktivitesi (%)

Kan 120 31 (25,8)
Idrar 164 26 (15,8)
Alt solunum yolu
83 30 (36,1)
ornekleri
Oral kavite 42 24 (57,1)
TOPLAM 409 111 (27,1)
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4.3. Hemolitik Aktivite Sonuclari

Incelenen Candida izolatlarinin 209°u (%51,1) alfa hemoliz, 174’{i (%42,5) hem alfa

hem de beta hemolitik aktivite gosterirken, 26’s1 (%6,4) hemolitik aktivite gostermedi. Alfa

ve beta hemoliz izlenen suslar Sekil 5’de goriilmektedir. Buna gore; alfa-hemoliz en fazla %

31,6 (n=66) ile C. albicans suslarinda goriiliitken, en az % 13,9 (n=29) ile C. glabrata

kokenlerinde belirlendi.

albicans suslarinda, en az %1,8 (n=3) ile C. parapsilosis izolatlarinda izlendi (Tablo 8).

Tablo 8. Tiirlere gore suslarin hemoliz aktvitesi dagilimi

Tiir gruplar

Hemoliz cesitleri n (%)

o o+p v
C. albicans 66 (31,6) 105 (60,3) 0 (0)
C. glabrata 29 (13,9) 42 (24,2) 2(7,7)
C. parapsilosis 54 (25,8) 3(1,8) 24 (92,3)
C. tropicalis 60 (28,7) 24 (13,8) 0 (0)
TOPLAM 209 (51,1) 174 (42,5) 26 (6,4)

at+p-
hemoliz
gosteren
suslar

a-hemoliz
~— gosteren
suslar

Sekil 5. %7 Kanli SDA besiyerinde o ve a+f hemoliz gosteren suslarin gériintimii

Alfa ve beta-hemolitik aktivite ise en ¢ok %60,3 (n=105) ile C.
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Susglarin hemoliz olusturma 6zelligi, soyutlandiklar1 bolgeye gore incelendiginde o+f
hemolitik aktivite en ¢cok % 69,0 ile oral kavite drneklerinden izole edilen suslarda, o hemoliz
% 58,5 ile idrar drneklerinden soyutlanan suslarda goriiliirken kan 6rneklerinden izole edilen
suslarin %9,2’s1 hemolitik aktivite gostermedi (Tablo 9). Calismaya alinan Candida suslar
hemolitik aktivite gostermesi agisindan soyutlandigi bolgelere gore istatistiksel yonden

incelendiginde anlaml1 bir sonug elde edilmedi (X2:7,3; p=0,06).

Tablo 9. Suslarin izole edildikleri bolgeye gore hemolitik aktivite olugturma oranlari

Suslarin soyutlandiklar: bolge n (%)

Alt solunum yolu

Idrar Kan Oral kavite
ornekleri
a 96 (58,5) 65 (54,1) 35(42,2) 13 (31,0)
a+p 55 (33.,5) 44 (36,7) 46 (55.4) 29 (69,0)
Y 13(7,9) 11 (9,2) 2124 0 (0)

Suslar ayrica zon caplar1 baz alinarak -, +, ++ ve +++ olarak derecelendirildi. Izolatlarin
26’s1 (<), 61°1 (+), 202’si (++) ve 120°si (+++) olarak degerlendirildi. Candida kdkenlerinin
skorlama yontemi ile hemolitik aktivite sonuglart Tablo 10’da gosterildi. Buna goére C.
albicans, C. glabrata ve C. tropicalis izolatlar1 en ¢ok “++” hemolitik aktivite gdsterirken, C.

parapsilosis suslarinda ¢cogunlukla “+” hemoliz izlendi.

Tablo 10. Candida suslarinin hemolitik aktivite derecelendirmesi

Sus sayis1 (%)

Candida izolatlar1 (n)  Hemolitik aktivite skorlamasi

- + ++ ot
C. albicans (171) 0(0) 12 (7,0) 85 (49,7) 74 (43,3)
C. glabrata  (73) 22,7 7 (9,6) 34 (46,6) 30 (41,1)
C. parapsilosis (81) 24 (29,6) 30 (37,0) 24 (29,6) 33,7
C. tropicalis  (84) 0 (0) 11(13,1) 60 (71,4) 13 (15,5)

* Tlrlere gore en yiiksek hemolitik aktivite skoru koyu isaretlenmistir.
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Suslarin, soyutlandiklar1 bolgeye gore degerlendirilmesi Tablo 11°de goriilmektedir.
Buna gore; “+” ve “++” pozitiflik en ¢ok idrar drneklerinde, “+++” pozitiflik ise en fazla oral

kavite orneklerinde belirlendi.

Tablo 11. Suslarin soyutlandiklar1 bdlgeye gore olumluluk diizeyleri

Suslarin soyutlandiklar1 bolge n (%)

Hemolitik
) Alt solunum yolu
aktivite sonucu Idrar Kan Oral kavite
Ornekleri

- 13 (7,9) 11 (9,2) 2 (2,4 0 ()

+ 32 (19,5) 23 (19,7) 5 (6,0 12,4
++ 87 (53,0) 56 (46,7) 42 (50,6) 17 (40,5)
+++ 32 (19,5) 30 (25,0) 34 (41,0) 24 (57,1)

* Candida tiirlerinin soyutlandiklar1 bolgeye gore en yiiksek hemolitik aktivite oran1 koyu
belirtilmistir.

4.4. Jelatinaz Aktivite Sonuclari

Caligmaya dahil edilen 409 izolatin hi¢ birinde jelatinaz aktivitesi saptanmadi. Her bir

sus iki kere calisildi, kolonilerin ¢evresinde herhangi bir zon gozlenmedi (Sekil 6).

Sekil 6. Negatif jelatinaz aktivitesi gosteren a) C. albicans b) C. albicans c) C. tropicalis d)

C. tropicalis suslart
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5. TARTISMA

Immun sistemi baskilanmis ve/veya ciddi baska bir hastalik sebebi ile hastanede yatan
bireylerde invazif fungal infeksiyonlarin insidanst ve prevalansi artmaktadir (28). Genis
spektrumlu antibiyotiklerin ve organ transplantasyonu sonrasinda immun sistemi baskilayici
ajanlarin kullanimi, kemoterapi ve cerrahi girisimler fungal infeksiyon riskini arttirmaktadir.
Bu infeksiyonlarin sagaltiminda kullanilan antifungallere karsi ilag direnci gelismesi ve
toksisite sorunlari, fungal patojenler hakkinda konak-mantar iliskileri ve virulans faktorleri ile
ilgili yeni c¢aligmalara gereksinim oldugunu gostermektedir. Virulans faktorlerinin
tanimlanmasinin, fungal patogenezin anlasilmasina ve yeni ila¢ hedeflerinin gelistirilmesine

yardimci olacag bildirilmistir (129).

Cesitli hasta gruplarinda izlenen fungal infeksiyonlarin en sik etkeninin Candida
tirleri oldugu rapor edilmistir (130). Bu sebeple ¢aligmamizda farkli klinik Orneklerden
tiretilen Candida izolatlarinda 6nemli virulans faktorleri olan biyofilm olusumu, fosfolipaz

enzim aktivitesi, hemolitik aktivite ve jelatinaz enzim varlig arastirilmistir.

Biyofilm tiiretimi ile antifungallere ve dezenfektanlara kars1 direng ortaya ¢ikmakta ve
mikroorganizma, konak immun yanit hiicrelerinden korunmaktadir. Bu nedenle Candida
tirlerinde biyofilm iiretiminin gii¢lii bir virulans faktorii oldugu bildirilmistir (50,51). 2005-
2006 yillar1 arasinda 393 Candida susu ile yapilan bir ¢alismada izolatlarin % 58,8’inin
biyofilm iirettigi saptanmis, bunlarin %88,7’sinin albicans-dis1 Candida suslar1 oldugu
bildirilmistir (1). Ayn1 sekilde Shin ve arkadaslarinin 360 Candida izolat1 ile yaptig
calismada biyofilm {iretimi pozitif izolatlarin (%39), %8’nin C. albicans, %61’nin ise
albicans-dis1 Candida suslar1 oldugu saptanmistir (131). Fakat Udayalaxmi ve arkadagslari, 82
Candida izolat1 ile yaptiklar arastirmalarinda C. albicans suslarinin diger Candida tiirlerine

gore daha yiiksek oranda biyofilm iirettigini belirtmistir (132).

Benzer sekilde iilkemizde yapilan ¢alismalarda da albicans-dist Candida izolatlarinin,
C. albicans suglaria gore daha yiiksek oranda biyofilm tirettigi bildirilmis olup, albicans-dis1
Candida suslarinda bu oran %41 ile %89.,4, C. albicans kokenlerinde ise %11,1 ile %82,0
arasinda saptanmustir (123,124,133,134).

Bu calismada Candida suslarimin biyofilm {retimi iki yontem ile arastirilmistir.
Biyofilm {iiretimi agisindan standart kabul edilen bir yontem bulunmamakla birlikte uzun

yillar tiip aderans testi kullanilmis ancak degerlendirmenin zor ve subjektif olmasi nedeniyle
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farkli yontem arayislar1 stirmiistiir. Bu agidan ¢alismamizda degerlendirmenin daha kolay ve
objektif oldugunu diislindiigiimiiz, kendi gelistirdigimiz petri aderans yontemi uygulanmaistir.
Bunun yaninda tiip aderans ydntemine gore degerlendirmesinin daha objektif oldugu
bildirilen modifiye mikroplak yontemi de uygulanarak sonuclar karsilastirilmistir. Petri
aderans yontemi ile, C. albicans izolatlariin %2,3’{inde; albicans-dis1 Candida izolatlarinin
%58,4’iinde biyofilm olusumu belirlenmistir. Candida suslarinin bu yontem ile biyofilm
iretimi tilirlere gore incelendiginde, C. tropicalis ve C. parapsilosis lehine istatistiksel olarak
anlamli sonu¢ elde edilmistir (X2=253,1; p=0,00). Modifiye mikroplak yontemiyle ise C.
albicans suslarinin %25,1’inde, albicans-dis1 Candida izolatlarinin %35,7’sinde biyofilm
yapimi saptanmistir. Bu yoOntem ile yine biyofilm olusturma o6zelligi tiirlere gore
incelendiginde istatistiksel olarak anlamlilik izlenmistir (X*=16,6; p=0,00). Biyofilm iiretimi
belirlenmesinde kullanilan her iki yontem ile de albicans-dis1 Candida kdkenlerinde biyofilm
tiretimi en fazla C. tropicalis tirinde gozlenirken, sonrasinda en fazla C. parapsilosis ve C.
glabrata suslarinda goriilmiistir. Bu bulgular, onceki c¢alisma sonuglar1 ile paralel
dogrultudadir (131, 135). Her ne kadar yontemler arasinda %68,5 oraninda bir uyum
belirlense de bazi tiirler i¢in bu fark dikkat cekiciydi. Bu durum, petrilerin daha biiyiik,
mikroplak kuyucuklarinin ise daha kii¢lik bir yiizey olmasindan kaynaklanabilecegi gibi,
mikroplaklarin yikamasinda boya artiklarinin kalmasi ile de ortaya ¢ikmis olabilir. Bunun
yaninda her iki yontemde kullanilan boyalarin farkli olmasi da bu duruma yol agmis olabilir.
Soyle ki; modifiye mikroplak yonteminde kullanilan kristal viyole boyasinin 6zellikle
biyofilm matriksinde fazla miktarda su bulunan mikroorganizmalarda fiksasyon basamaginin
uygun yapilamayacagi i¢in tekrarlanabilir sonuglar vermemesi nedeniyle sorun yaratabilecegi

bildirilmistir (136).

Shin ve arkadaslar1 360 kan kiiltiiriinden soyutlanan Candida suslan ile yaptiklar
calismada izolatlarin %57’sinin, diger klinik 6rneklerden elde edilen suslarin ise %32’sinin
biyofilm ftrettigini bildirmistir. Kan 6rneklerinden izole edilen C. albicans suslari ile diger
klinik orneklerden elde edilen kdkenler arasinda biyofilm {iiretimi acisindan anlamli bir fark
bulunmadig1 (p>0.05) fakat albicans-dis1 Candida suslarinda biyofilm iiretimi agisindan bu
iki 0rnek grubu arasinda anlamli bir fark goriildiigii (p=0,0001) ileri siiriilmiistiir (131).
Ulkemizde Demirbilek ve arkadaslarmin yaptigi calismada da kan kiiltiirlerinden soyutlanan

Candida suglarinda %44 oraninda biyofilm iiretimi saptanirken, steril viicut sivilar (%26),
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mukoza (%24) ve cilt lezyonlarindan (%21) elde edilenlerde biyofilm iiretim oraninin daha az

oldugu bildirilmistir (133).

Arastirmamizda diger calismalarin aksine her iki yontem ile de idrar drneklerinden
soyutlanan suslarda biyofilm iiretiminin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu kokenlerin,
petri aderans yontemi ile %43,3’linde, modifiye mikroplak yontemi ile ise %64,1’inde
biyofilm tiretimi pozitif saptanmistir. Bu farkliligin idrar 6rneklerinden soyutlanan Candida
sus sayisinin, diger ornek gruplarina gore fazla olmasindan veya suslarin soyutlandigi yatan

hastalarda kateter ya da sonda varligindan kaynaklanabilecegi diisiintilmiistir.

Fosfolipaz gibi ekstraseliiler hidrolitik enzimlerin, Candida’nin konak dokuya aderans,
penetrasyon ve invazyonunda biiyiik rol oynadigi bilinmektedir (137). Yapilan birgok
calismada fosfolipaz aktivitesi, C. albicans suslarinda %52 ile %92 oranlarinda, albicans dis1
Candida suslarinda ise %12 ile %73 arasinda belirlenmis olup, bizim her iki grup igin
saptadigimiz sirasiyla %59,1 ve %4,2’lik sonuglar bu arastirmalarin bulgular ile paralel
dogrultudadir. Fosfolipaz aktivitesi tlirlere gore istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise C.
albicans lehine anlamli bir sonu¢ elde edilmistir (X2=153,3; P=0,00) (126, 132, 137-140). Bu
calismada, albicans-dis1 Candida izolatlarindan en fazla fosfolipaz aktivitesi C. glabrata
suslarinda saptanirtken, C. ftropicalis tiirlinde fosfolipaz aktivitesi gozlenmemistir.
Bulgularimizin aksine Deorukhkar ve arkadaglart 125 C. tropicalis susu ile yaptiklar
calismada izolatlarin %57,6’sinin fosfolipaz {irettigini saptamistir. Diger iki farkli ¢alismada
ise bizim bulgularimiza paralel olarak C. tropicalis suslarinda bu aktivite belirlenmemistir
(125, 141). Deorukhkar ve arkadaslar1 bu durumu izolatlar arasindaki biyolojik farkliliktan
kaynaklanabilecegini bildirmistir (142). Bunun diginda bizim g¢alismamiz da dahil olmak

lizere arastirmalara alinan sug sayisindaki farkliligin da buna neden olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda en yliksek fosfolipaz aktivitesi oral kavite drneklerinden izole edilen
suslarda saptanmis olup, bunu sirasiyla alt solunum yolu, kan ve idrar 6rnekleri izlemistir.
Candida suslarimin fosfolipaz enzim aktivitesi soyutlandiklar1 bolgelere gore istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, anlamli bir farkhilik elde edilmis olup (X*=33,2; p=0,00), tiirler
ayr1 ayr1 incelendiginde C. albicans izolatlarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
saptanirken (X*=14,5; p=0,0002), C. glabrata ve C. parapsilosis suslarinda istatistiksel agidan

bir farklilik izlenmemistir.
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Verilerimiz ile paralel dogrultuda bulgular1 bulunan ¢alismalar Kumar ve arkadaslari
ile Oksiiz ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Kumar ve arkadaslarinm 61 izolat ile
yaptiklar1 arastirmada oral kavite 6rneklerinden soyutlanan Candida izolatlarinin tiimiiniin, alt
solunum yolu Orneklerinden soyutlanan suslarin  %71,4’liniin, kan Orneklerinden
soyutlananlarin ise % 45,8’inin fosfolipaz aktivitesinin pozitif oldugu bildirilmistir (143).
Oksiiz ve arkadaslar ise 122 Candida ile ¢calismislar ve oral kavite, diski, solunum yolu, deri
ve iirogenital sistem orneklerinden soyutlanan suslarda sirasiyla %59, %42,8, %42,3, %41,1,

%24,1 fosfolipaz pozitifligi saptamislardir (144).

Yapilan farkli arastirmalarda, Junior ve arkadaslari ¢alistiklar: kan, alt solunum yolu
ornekleri, idrar, vajinal sekresyon ve kateter 6rneklerinden idrar izolatlarinda, Kantarcioglu ve
arkadaslar1 ise oral kavite, alt solunum yolu, lirogenital sistem ve kan Orneklerinden alt
solunum yolu izolatlarinda fosfolipaz aktivitesinin daha yiiksek oldugunu bildirilmistir
(145,146). Ancak her iki calismada da alt solunum yolu 6rnekleri arasinda balgam 6rneginin
bulunup bulunmadigi net olarak bildirilmemis olup, eger balgam Orneklerinden soyutlanan
suslar dahil edildiyse bu Orneklerin oral kavite kontaminasyonu olmasi nedeniyle farkl
yorumlara neden olabilecektir. Bizim ¢alisma bulgularimiz bu veriler ile farklilik gostermekte
olup, bunun nedeni olarak suslarin soyutlandigi hasta farkliliklar1 ve suslarin virulans

ozellikleri sayilabilir.

Candida tiirlerinin, hemolitik aktivite yetenegi ile konak dokudan elde ettikleri demiri,
konak dokuya invazyon, lireme ve metabolik aktivitelerde kullandig1 bildirilmistir (82). Luo
ve arkadaslari, yaptiklar1 bir calismada izolatlarin hemolitik aktivitelerinin 24 ve 48. saatte
degerlendirerek; 24 saatlik inkiibasyon sonucu incelenen kolonilerde sadece alfa hemoliz
oldugunu, beta hemolizin yalnizca 48 saatlik inkiibasyondan sonra alfa hemoliz ile birlikte
gorildiiglinii bildirmistir (81). Benzer sekilde Furlaneto-Maia ve arkadaslarinin ¢alismasinda
da 24.saatteki degerlendirmede alfa hemoliz, 48.saatteki degerlendirmede hem alfa hem de
beta hemoliz izlendigi ileri siirlilmiistiir (79). Diger calismalarin aksine, ¢alismamizdaki 13
susta 24.saatteki degerlendirmede hem alfa hem de beta hemoliz goriilmiis, 48. saat sonundaki
incelemede ise 209 izolatta sadece alfa hemoliz gozlenmistir. Bu durumun diger
arastirmalardan farkli olarak calismamizda koyun kanli SDA yerine insan kanli SDA besiyeri
kullanilmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Luo ve arkadaglari, beta hemolitik
aktivitenin gercek hemoliz olmayp ekstraseliiler fosfolipaz enzim aktivitesinden

kaynaklanabilecegi bildirmistir (81). Ancak ¢alismamizda hemolitik aktivite gosteren
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izolatlarin %71,3’inin fosfolipaz enzimi negatif olarak bulunmustur. Ayn sekilde Furlaneto-
Maia ve arkadaglar1 da hemolitik aktivite olumlu izolatlarin % 17’sinde fosfolipaz enzimi
saptanmadigin1 belirtmistir (79). Hemolitik aktivite ile ilgili yapilan bir ¢ok calismada C.
parapsilosis izolatlarinin bu 6zelliginin olmadig1 vurgulanirken, baska grup arastirmalarda bu
tiire ait suglarda hemolitik aktivite saptanmistir (6,81). Calismamizda ise C. parapsilosis

izolatlarinin %70,4’linde hemolitik aktivite izlenmistir (82, 127).

Calismamizda alfa ve beta hemolitik aktivite en fazla oral kavite Orneklerinden, o
hemoliz ise en ¢ok idrar 6rneklerinden soyutlanan suslarda goriilmiistiir. Candida suslan tek
tek soyutlandiklari bolgeye gore istatistiksel olarak degerlendirildiginde, C. albicans, C.
tropicalis ve C. glabrata izolatlarinda anlamli bir sonug elde edilmemis olup (p=0,3; p=0,06;
p=0,65), C. parapsilosis suslart ise sus sayist azligi nedeniyle istatistiksel olarak
degerlendirilememistir. Franca ve arkadaslar1 kan Orneklerinden izole edilen C. tropicalis
izolatlarinda C. parapsilosis suslarina goére anlamli olarak daha fazla hemolitik aktivite
goriildiigiinii, trakeal sekresyon ve deri 6rneklerinden soyutlanan suslar arasinda ise bir fark
olmadigimi bildirmistir. Yigit ve arkadaslari da benzer sekilde susun izole edildigi bolge ile
alfa veya beta hemolitik aktivite arasinda herhangi istatistiksel bir iliski olmadigini

bildirmistir (6,127). Bizim bulgularimiz da bu son arastirma ile uyumludur.

Calismamizda Candida izolatlarinin proteinaz aktivitesini belirlemek i¢in jelatinaz
enzimi varlig1 arastirilarak degerlendirme yapilmistir. Jelatinaz aktivitesi arastirilan 409
Candida susunun hicbirinde jelatinaz enzim varligr saptanmamistir. Ramesh ve arkadaslar
proteinaz varligini saptamak icin jelatinaz ve kazeinaz enzimini birlikte arastirmiglar ve bizim
calismamiza benzer olarak tiim izolatlarda jelatinaz enziminin saptanmadigini, fakat suslarin
timiinde kazeinaz enzim iiretimi oldugunu ve kazeinaz lretiminin Candida izolatlarinin

virulans faktorlerine katki yapabildigini bildirmistir (128).

Bu veriler dogrultusunda, ¢alismaya alinan Candida suslarinin virulansinda biyofilm,
fosfolipaz ve hemolitik aktivite {iretiminin 6nemli rol oynayabildigi, jelatinaz aktivitesinin ise

virulansta daha az etkin bir rolii olabildigi diisiintilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiza aldigimiz 409 Candida izolatinin petri aderans yontemine gore %35’inin
(n=143), modifiye mikroplak yontemine gore ise %31,3’liniin (n=128) biyofilm iiretimi
pozitif olarak saptanmis olup, biyofilm yapimi, en ¢ok C. tropicalis suslarinda belirlenmistir.
Biyofilm iiretimi degerlendirilirken kullanilan yontemler arasindaki uyum ise %68,5 olarak
bulunmustur. Her iki yontem ile Candida tiirleri ve biyofilm {iiretimi arasinda istatistiksel
olarak anlamli sonu¢ elde edilmistir. Calismamizda kullanilan iki yontem ile idrar
orneklerinden soyutlanan sugslarda biyofilm iiretiminin diger 6rnek gruplarina gore daha
yiiksek oldugu belirlenmis olup, her iki yontem ile de Ornek gruplari ile tiirler arasinda

istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilmistir.

Inceledigimiz suslarin %27,1’inde (n=111) fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. Bu enzim
varlig1 en fazla C. albicans suslarinda goriilmiis olup, C. tropicalis izolatlarinda ise fosfolipaz
aktivitesi gozlenmemistir. Fosfolipaz aktivitesi tiirlere goOre istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ise C. albicans lehine anlamli bir sonug elde edilmistir (X*=153,3;
P=0,00). Bu enzim en ¢ok sirasiyla oral kavite, alt solunum yolu 6rnekleri, kan ve idrar
orneklerinden soyutlanan suslarda izlenmis olup, 6rnek gruplari ile Candida tiirleri arasindaki

iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir (X2:33,2; p=0,00).

Suslarin %93,6’sinda (n=383) hemolitik aktivite saptanmis olup, % 51,1°1 (n=209) alfa
hemoliz, % 42,5’1 (n=174) ise alfa ve beta hemoliz gdstermistir. Alfa hemoliz en ¢ok idrar
orneklerinden, alfa ve beta hemolitik aktivite ise en fazla oral kavite 6rneklerinden soyutlanan
suslarda saptanmistir. Calismaya aliman Candida suslart hemolitik aktivite gostermesi
acisindan soyutlandig1 bolgelere gore istatistiksel yonden incelendiginde anlamli bir sonug
elde edilmemistir (X?=7,3; p=0,06). Arastirma suslarimizin higbirinde jelatinaz enzim varhg

gozlenmemistir.

Bu veriler dogrultusunda, ¢alismaya alinan Candida suslarinin virulansinda biyofilm,
fosfolipaz ve hemolitik aktivite iiretiminin 6nemli rol oynayabildigi, jelatinaz aktivitesinin ise

virulansta daha az etkin bir rolii olabildigi diisiintilmiistiir.

Candida tiirlerinin fosfolipaz, proteinaz gibi enzimlerinin incelenmesinde molekiiler
yontemlerin  6zellikle gercek zamanli PZT’nin kullanilmasi, yiiksek maliyet ve
standardizasyon agisindan zorluk yaratabilmesine karsin daha duyarli ve kantitatif verilerin

elde edilmesini saglayacaktir.
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Arastirmamizda Candida suslarinda jelatinaz varligi belirlenmemistir. Proteinaz
aktivitesinin degerlendirilmesinde jelatinaz varlhigi ile birlikte kazeinaz aktivitesinin de

incelenmesi daha dogru ve objektif veriler saglayabilir.

Calismamizda Candida tiirlerinin virulans faktorleri ile ilgili elde ettigimiz verilerin,
fungal patogenezin anlasilmasina ve yeni ilag hedeflerinin gelistirilmesine destek olacagi

diisiincesindeyiz.
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