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1. GIRIS

Candida turleri insanlarda gorilen en yaygin fungal patojendirler. Dogada genig bir
dagilim gosteren Candida tiirleri insan ve hayvanlarin normal florasinda da bulunmaktadir. Bu
organizmalar invaziv olmayan yiizeyel infeksiyonlardan, derin dokulan tutan infeksiyonlara
kadar genis hastahik spektrumuna sahiptir. Ozellikle genis etki alanh antibiyotik kullammu,
intravaskiiler aletler, immiinostpresif hasta sayisimn artig1, organ transplantasyonlar1 ve protez
cihazlarinin implantasyonu gibi nedenlerle, hem hastane digt hem de nozokomiyal Candida

infeksiyonlarinin siklig1 artmaktadar.

200°den fazla Candida turti bulunmaktadir. Bunlardan; C.albicans bagta olmak tizere,
C.guilliermondii, C.krusei, C.parapsilosis, C.tropicalis, C.pseudotropicalis, C.lusitaniae,
C.dubliniensis ve C.glabrata gibi tirlerin insanlarda daha siklikla patojen oldugu
bilinmektedir. C.albicans ise bu patojenler arasinda en yaygin etken olarak karsimiza
cikmaktadir. Vajinal kandidoz etkenlerinin yaklagik %84’iinden, nozokomiyal mantar
infeksiyonlarinin  %52-63’tinden, mantarlara bagh idrar yolu infeksiyonlarinin yaklagik
%60.8’inden ve kandidemilerin % 60’ indan C.albicans sorumlu tutulmaktadir.

C.albicans insanlarin deri/mukoza yiizeylerinde normal kommensal yapinin bir tiyesidir.
Insanlarin gogunda yasamlart boyunca Candida infeksiyonuna karsi “dogal direng” vardir.
Konak hiicre hasarini Candida’lanin  virulans faktorleri ve mantara karsi savunma
mekanizmalari araciligy ile verilen konak immiin cevabi belirler. Candida’larin tiiriine ve
kokenine bagli olan bazi faktorler konagin bagigikliim1 yenmek igin birlikte rol oynarlar.
Patojenite kriterleri denilen bu faktorler C.albicans ve diger Candida tiirlerinin virulansim
belirler. Virulans faktorlerinin 6nemi en iyi C.albicans tiriinde gosterilmigtir. Bu faktorler
icinde en sik kargilagilan C.albicans’mn konak hiicreye ve yapay yiizeylere adezyonu igin
gerekli olan slime; ayrica epitel hiicrelerine girerek derin dokulara dogru ilerleyebilmesinde

rol oynayan proteinaz ve fosfolipaz enzimleri oldugu ileri siiriilmektedir.



Bu cahigmada degisik klinik orneklerden izole edilen C.albicans kokenlerinde onemli
virulans faktorlerinden proteinaz, fosfolipaz ve slime aktivitelerinin invitro saptanmasi,
fosfolipaz ve proteinaz enzimi arasinda bir korelasyonun olup olmadigi ve suslarin izole
edildikleri viicut bolgelerine gore sahip olduklari virulans faktérlerinde bir farklilik bulunup

bulunmadiginin aragtirilmasi amaglanmstir. -



2. GENEL BILGILER

2.1. MANTARLARIN GENEL OZELLIKLERI

Mantarlar gergek bir gekirdege sahip 6karyotik mikroorganizmalardir. Dogada 250,000 tiir

mantar saptanmasina karsilik 150 tiir insan ve hayvanlar igin primer patojendir.

Mantarlar klorofil icermemeleri ile yiiksek bitkilerden ayrilir. Ayrica hiicre duvarinda
bulunan kitin, mantarin bakteri ve yiiksek bitkilerden ayrilmasim saglar. Hiicre duvarinda
peptidoglikan, gliserol ve lipopolisakkaritleri igermezler. Bunlarin yerine mantar hiicre
duvarinda kitin, mannanlar, glukanlar ve diger kompleks yapilar bulunur. Mantarlarin hiicre
duvarinda peptidoglikan bulunmamasi, mantarlarin serolojik (mannoprotein yapisi) tanisinda

ve yeni antijenik testlerinin geligtirilmesinde 6nemlidir (1).

Morfolojik yapilarina gore mantarlar kiif ve maya olmak tizere iki grupta incelenir. Kiifiin
temel yap: birimi hif olarak adlandirilan tilbiimsti yapilardir. Bunlar; kalin, paralel duvarh tiip
benzeri hiicre uzantilaridir. Hif topluluguna migel denir. Mayalar tek hiicreli mantarlardir.
Tomurcuklanma (blast formasyonu) veya flizyon (ortadan ikiye biiliinme) ile cogalirlar. Yavru
hiicreye blastokonidiyum adi verilir. Kiif ve maya formu dlslnda; baz: tirler ise gevre
sartlarinin  durumuna bagh olarak iki sekilde ireyebilirler. Dimorfik mantarlar olarak
adlandirilan bu mantarlar; dogal ortamda ve oda 1sisindaki besiyerlerinde kiif, in vivo ve 35-

37°C’de maya seklinde arerler (1-3).

2.1.1. Candida’larin Smiflandiriimas:

Candida tiirleri tireme sekilleri baz alinarak simflandirlirlar. Candida’lar eseyli ve eseysiz
sporlar1 aracihif ile iki sekilde trerler (1,4).



Bir kese i¢inde bulunmayan egeysiz lireme yapilarina konidiyum denir. Konidiyum
olusturan Candida tirlerinin  timii  Deuteromycota (Fungi Imperfecti) iginde
Cryptococcaceace ailesinde siniflandinlir. Bu aile iginde yaklagik 200 tir bulunmaktadir.
Candiida cinsinin iginde bulundugu tiirlerin taksonomik iligkileri tanimlanamamigtir. Bu aileye
giren Candida tirleri iginde en sik etken C.albicans’tir. Bunu C.tropicalis, C.glabarata,
C.parapsilosis, C.krusei, C.pseudotropicalis, C.lusitaniae, C.dubliniensis C.guilliermondii
izler ve bunlar %50-70 oraninda etkendirler. Bu grupta diger hastalik etkeni olabilecek
Candida tirleri ise; C.catenulata, C.cifererrii, C.haemulonii, C.intermedia, C.kefyr,
C.lambica, C.lipobtica, C.norvegensis, C.pelliculosa, C.pulcherrima, C.rugosa, C.utilis,
C.viswanathii ve C.zeylanoides’dir. Bu say1 ve bu siralama giin gegtikce degisebilir.

Clavispora, Debaryomyces, Issatchenkia, Kuyveromyces, Pichia eseyli spor olusturan
Candida tiirleri olarak siiflandiriimaktadir (4).

2.1.2. Candida’larin Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Candida tirleri tek hucrelidir. Hiicre duvarinda kitin ve/veya selliiloz igeren okaryotik
kemoheteretrof organizmalardir. Tomurcuklanma (blastospor) veya ortadan ikiye boliinme ile
cogalirlar (4). Klinik orneklerinde ve kiltiirlerinde 3-6um bayikluginde oval veya
yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler geklinde gorilirler (1,3). Candida’larin iiremesi
sirasinda olusan blastokonidiyumlar ana hiicreden ayrilmadan uzayarak aralarinda bogumlar
olusturarak yalanci hif meydana getirirler. Candida’lar bir hifin ucunda veya arada bulunan
tek hucreli, kalin duvarli, oval genis yap: olan klamidospor olusturabilirler (1,4).. Candida
turleri arasinda C.albicans blastokonidiyum ve yalanci hif yaminda hiicre duvarlan birbirine

paralel gergek hif de olugturarak dimorfik 6zellik gosterir (1).

Candida turleri Gram boyama ile boyamirlar ve Gram olumludurlar (1,4). Bunun yaninda
floresan boyalardan potasyum hidroksit-Kalkoflor beyaz ile boyanabilirler. Kalkoflor beyaz

maya hiicre duvarindaki kitin ve selliiloza nonspesifik baglanarak yegilden maviye degisen



renklerde floresan verirler. Bu boya 6zellikle maya hiicrelerinin 6mekler iginde aranmasinda
kullamlir (4). Candida tirlerini mayalardan ayiran mikroskobik 6zellikler tablo-1’de

Ozetlenmisgtir.

Tablo 1. Candida tiirlerini diger mayalardan ayiran mikroskobik tzellikleri (3)

Organizma

Yalana Hif

Gergek hif

Blastokonidiyum

Antrokonidiymm

Anellokonidiyom

Klamidospor

Askospor

B.capitatus

X

C.albicans

Candida spp.

Cryptococcus spp.

L

Geotrichum spp.

Hansenula spp.

Rhodotorula spp.

Saccharomyces spp.

X

Trichosporon spp.

X

E T N N

a: Ceyitli tirlerde

2.1.3. Candida’larin Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida tirlerinin ¢ogu yaygin kullamlan mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi

tirer. Ureme genellikle 24 saatte gorilmesine ragmen, belirgin iireme genellikle 48-72 saat

arasinda oksijenli/oksijensiz ortamda olugur. Mayalar genellikle 37°C’de iirerler, ozellikle

patojen turler 25-37°C’de, saprofitler ise daha disik 1sida ureyebilirler (3). Mayalarin

treyebilmesi i¢in besiyeri pH’stnin 2-8 arasinda olmasi ve besiyerinde glukoz, amonyum tuzu,

fosfat, biotin ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmas: yeterlidir. Candida tiirleri

kemoheterotrofturlar, bu nedenle organik bir azot ve karbon kaynagina gereksinimleri vardir.

Besinlerini absorbsiyon yolu ile bulunduklart ortamdan kolayca saghyabilmeleri igin tireme

ortamumn relatif nem oram % 95-100 oraninda olmalidir (4). Candida tirlerinin kolonileri

genellikle kirli beyaz veya krem renginde, burusuk veya diizgiin kenarli, nemli, yumusak

kivamli, maya kokan koloni olustururlar (1,3,4).




Cesitli Candida tirlerinin baz: kiltiirel, mikroskobik morfoloji ve biyokimyasal 6zellikieri

tablo-2’de Ozetlenmigtir.

Tablo 2. Klinik o6rneklerden iiretilen Candida tiirlerinin Kiiltiir, mikroskobi ve

biyokimyasal ozellikleri (3)

TURLER

pseudo/gercek

hif

ASIMILASYON

§
2
=]
2

Laktoz

Mellebiyoz
Sellebiyoz

Inositol

Dulsitol

Laktoz

Askaspor

Candida albicans

C.catenulata

C.dubliensis

C.famata

C.glabrata

C.guilliermondii
C.kefyr

C.krusei

C.lambica

C.lipolytica

C.lusitaniae

C.parapsilosis

C.pelliculosa

C.pintolopestisii

C.rugosa

C.tropicalis

C A+ + + + + £+ 37°C de fireme
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+: olumlu, -: olumsuz, d: deggisken, F: Fermantasyon olumlu, Fd: Fermantasyon degigken,
*: C.tropicalis nadir olarak klamidospora benzer yapilar olugturabilir.

2.1.4. Candida’larim Patogenezi

Candida’lar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde yaygin olarak bulunan

maya grubu mantarlardan patojenik potansiyeli olan firsatgi mikroorganizmalardir (5,6). Bu

nedenle kandidozlar ¢ogu kez endojen kaynaklidirlar. Kandidozlarin temel 6zelligi firsatgi

infeksiyon niteliginde olmalandir ve gelismelerinde uygunsuz konak faktorii 6n plandadir.

Uygunsuz kosullar diizelmedigi siirece gerekli tedavilere ragmen hastalarin iyilegsmeleri

oldukga guigtir. Candida infeksiyonlarinin patogenezinde konagin savunma mekanizmalar



gesitli yollarla olaya katilir. Savunma mekanizmalarinda yer alan hiicreler, faktorler, yapilar ve
bunlarin fonksiyonlarindaki defektler konagin savunma mekanizmasindaki roliinii belirler.
Bunlar;
a. Mikrobiyal antogonizma ve Candida kolonizasyonu,
b. Birinci basamak savunma
Deri ve mukoza
c. Ikinci basamak savunma
Sivisal savunma mekanizmalari
Hiicresel savunma mekanizmalari
d. Konak savunmasim etkileyen faktorler
Beslenme ve yag
e. Konak savunmasina etki eden hastaliklar

Losemi ve Lenfoma Kronik renal yetmezlik
Alkolizm ve hepatik siroz Orak hiicre anemisi
Infeksiyonlari

f Immiiniteyi baskilayan ilaglar
Glukokortikosteroidler

Immiiniteyi baskilayan bagka ilaglar

g. Ismnlama

Candida infeksiyonlarmin gelisiminde konak faktorlerinin yaninda virulans faktorlerinin de
onemi biyiktir. Candida, virulans Ozellikleri sayesinde, konak hiicre membranimn
butiinligiini ve islevlerinin bozulmasina neden olur ve bu sayede hiicre 6lima ile konak
hiicresi i¢ine invazyon yapar. Candida tiirlerinin virulans 6zelliklerinde, “hiicre duvar ve zar1”

ile “hiicre digina salinan enzimler” en 6nemli rolii oynar (5,7).

Hiicre duvari ve hiicre zarnn hiicreye geklini vermesi, dig ortamlardan korumas: ve madde
aligverigini saglamast gibi bilinen ¢ok 6nemli gérevleri vardir. Ayrica “maya formundan hif
formuna gegmede, “adezyonda” ve “immunmoderator etkide” rol oynayarak virulanst arttirir

ve bu konuda en genig kapsamli galigmalar C.albicans tirlerinde yapilmigtir (5).



Candida’larin hiicre digina salgiladiklan enzimlerden fosfolipazlar ve proteinazlar insan
hiicre yapisinda bulunan fosfolipitleri ve proteinlerin peptit baglarim hidrolize ederek konak

hiicre membraninin yapisinda hasar olugturur (5,7).

2.2. IDENTIFIKASYON

2.2.1, Direkt Mikroskobik inceleme

Klinik orneklerin direkt mikroskobik incelemesi ile heniiz kiiltiirde fungal treme belirgin
degilken, yaklagik, hatta kesin taniya ulagma olanag1 vardir. Klinik érnekte mantar hiicrelerini
gozlemlemek kiiltiirde izole etmekten daha degerli olabilir. Mantarlarin mikroskobik
incelemelerinde taniya yardimet olabilecek faktorler; hiicrenin gekli ve boyutu, tomurcuklanan

hiicrelerin baglanma sekli, kapsiil, yalanct hif ve artokonidiya varhigidir (3).

Deri ve tirnak gibi sert doku orneklerinden %15-20’lik KOH veya Kalkoflor beyazi
kullanilarak preperat hazirlanir ve 151tk mikroskobu veya floresan mikroskobunda incelenir.
BOS (beyin omurilik sivis1) ve idrar gibi sivi érneklerden santrifiij yapilarak, c¢okeltiden
inceleme yapilir. Vajen ve balgam gibi drneklerden direkt ve diger 6rneklerin distile sudaki
siispansiyonlarindan mikroskobik inceleme yapilabilir. Mikroskobik inceleme; direkt veya
boyama (Gram ve kalkoflor) ile yapilabilecegi gibi kapsiil varligmi gostermek igin de gini

murekkebi preparatlarinin hazirlanmasi uygundur (1,3,8).

2.2.2. Kiiltiir

Mayalarin biiyiik bir kismi yaygin kullamlan mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi
tirer. Koloniler genellikle 24 saatte goriilmesine ragmen en iyi iireme siiresi 48-72 saattir.
Ureme igin ortam pH’sinin 2-8 arasinda olmasi yeterlidir. Ayrica besinlerinin absorbsiyonu

i¢in ortamun gerekli rolatif nem oram %95-100 olmalidir (1,3,4).



Tium ornekler Sabouraud-dekstroz agar (SDA) gibi rutin besiyerine ekilerek oda 1sisinda
(22-26°C) ve 37°C’de bekletilir. Mayalarin 37°C’de iireyebilmeleri 6nemli 6zelliklerindendir.
Ozellikle patojen olan tiirler 25-37°C’de kolayca iirerken, saprofitler yiiksek 1s1 derecelerinde

treyemezler (4).

SDA’da iireyen mayalarn saf kiltiirinden misirunu-Tween 80 besiyerine ekim yapilarak
yalanc hif ve/veya gergek hif yapip yapmadifi, blastokonidiyumlarin buyikliugu, sekli ve

dizilimleri, ayrica kékenin klamidospor olusturup olusturmadig: aragtiritir (1,4).

C.albicans tamist germ tiip testi ve musirunu Tween 80 agarda tipik klamidosporlan ile
konabilir. Klamidospor olusumu, germ tiip testi olumsuz olan C.albicans suslarnimn kesin
identifikasyonunda yeterli sonug verir. Klamidospor olusumu C.albicans igin tipikdir fakat
C.tropicalis ve C.dubliniensis’de klamidospor yapabilir. Fakat C.tropicalis’deki
klamidosporlarin kalin bir duvarmin olmamas: ve stoplazma igerisinde yansima yapan
globiillerin bulunmamast ile, C.dubliniensis’deki klamidosporlarin ise ¢ok fazla kiime yapmig

olmast ile C.albicans klamidosporlarindan aynlir (2,9).

Mayalarin besiyerinde gosterdikleri o6zellikleride tiirlerin tammlanmasina yardimcidir.
C.tropicalis, C.krusei ve Trichosporon Sabouraud dekstroz gibi sivi besiyerlerinde yiizeyde
ince zar yaparlar. Ayrica C.albicans kanli agarda yildiz seklinde ¢ikintilar olusturur (1,3,4).

2.2.3. Germ Tiip Testi

Germ tip testi ilk defa 1954 yilinda Johnson tarafindan izlenmig, bu olayin C.albicans’in
ayirt edilebilmesi igin bir yéntem olarak kullanilmasi daha sonraki ¢aligmalarda gosterilmigtir
(9). Bu test C.albicans’m tamsinda hizli bir testtir ve hem primer hem de saf kiilttirlerden
yapilabilir. Klinik orneklerden izole edilen C.albicans’lar 37°C’de 2-3 saat serumda

bekletilince izolatlarin % 90°dan fazlasi germ tiip olugturur. Maya hiicrelerinden direk olarak



olusan ve kisa bir hif baglangici olan germ tiipler, maya hiicresi ile bilesim bolgesinde

bogumlanmamanin olmamasi ile yalanct hiflerden ayrilir (1,3,10).

Germ tiip testi, karbonhidrat asimilasyon ve fermentasyon testleri ile yaklagik % 99

oraminda uyumlu bulunmustur (11).
2.2.4. Biyokimyasal Ozellikler

2.2.4.1. Karbonhidrat asimilasyon testleri

Karbonhidrat asimilasyon testleri tiim mayalarn tiir diizeyinde identifikasyonunda temel
yontemdir. Maya hiicresinin, oksijen varliginda tek karbon kaynag olarak spesifik bir
karbonhidrat1 kullanma yetenegini Olger. Karbonhidrat kullanma ozelligi Wickerham’in
asimilasyon ve fermentasyon yontemi ile incelenir. Klinik Iaboratuvarlarnin gogunda bu
testlerin yerini API 20 C, ID 32 C, ve Uni-Yeast-tek gibi hazir ticari test kitleri almistir. Bu
testler iginde en yaygin kullamilam API kitleridir (1,3).

2.2.4.2. Ureaz testi

Basidiyomiycetes mayalarimn treyi hidrolize edebilme yetenekleri vardir. Cryptococcus,
Rhodotorula ve Trichosporon tiirleri tireaz olugturur. Klinik 6nemi olan Candida turlerinden

C.lipolytica ve baz1 C.krusei suslan haricinde tireaz enzimi yoktur.

Maya, iire agara ekim yapildiktan sonra 30°C’de 4-5 giin inkiibe edilir. Ureaz enzimi
varliginda Urenin pargalanmasi ile ortaya ¢ikan amonyagin neden oldugu alkali pH, renk

indikatoriinii (fenol red) pembeye donustiirtir (1,4).

2.2.4.3. Fenol oksidaz testi

Cryptococcus neoformans membrana Bagh fenol oksidaz olusturur. Bu enzim L-dopa, L-

dopamin, klorojenik asit ve kafeik asit gibi gesitli O-difenolik bilesiklerin oksidasyonunu
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katalize eder. Mayalar bu bilesikleri igeren besiyerlerinde iiretildiklerinde, bes giin igerisinde

substrata baglh olarak koyu kahve-siyah renkli koloniler olustururlar (2,4).

2.2.4.4. Nitrat asimilasyon testleri

Nitrat asimilasyon testleri Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon ve -Hansenula
tiirlerinin tamimlanmasinda kullanilir. Bu testler maya hiicrelerinin tek nitrojen kaynag: olarak

nitrat1 kullanma yetenegini olger (1,3).

2.2.5. Serolojik Testler

Ozellikle son yillarda hasta serumu ve viicut sivilaninda anti-Candida antikorlarini,
Candida antijenlerini, metabolitlerini ve hiicre duvar kompenentlerinin gosterilmesini
saglayan testler gelistirilmigtir. Bu testler 6zellikle fungeminin dogrulanmasinda kullanilan
yardimc testlerdir. Bu geligmelere ragmen invaziv kandidozlarin tanisina iligkin sorunlar
heniiz tam ¢ozillememigtir. Bu testlerin o6zgullik ve duyarliliklann sinirhidir, dikkatle

yorumlanmalidir (1,10).

2.2.6. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Mayalarda molekiiler tam1 yontemleri; mantarin klinik 6rneklerde direk varligim saptama
ve/veya tammlama ¢aligmalarinda, epidemiyolojik amaglarla izolatlar arasindaki genotipik
farkliliklarin ortaya konmasinda, antifungal direnglilik gibi virulans faktorlerinin varhiginin
genotipik olarak saptanmasinda, genom baz dizisi ve mutasyon analizlerinde, klinik
orneklerde bulunan fungusun canliiginin ortaya konmasinda ve taksonomik incelemelerde
kullamlmaktadir (12). Bu nedenlerle genomik DNA’min restriksiyon endoniikleaz analizi
(REA), southern hibridizasyon analizi, pulsed field jel elektroforezi, polimeraz zincir
reaksiyonu gibi DNA bazli ve immunoblot finger printing, hiicresel proteinlerin poliakrilamid

11



jel elektroforezi, multilokus enzim elektroforezi gibi protein bazli yontemler gelistirilmigtir

(13).

2.3. CANDIDA ALBICANS’IN GENEL OZELLIKLERIi

Candida infeksiyonlarinda en sik goriilen etkendir. Viicudun her yerinde akut, subakut ve
kronik infeksiyon yapabilir.

Koloni morfolojisi olarak krem renginde, yumusak krem gibi veya tereyagi kivaminda
diizgiin koloni olugtururlar. Kanlt agarda yildiz geklinde ¢ikintilar olusturabilir.

Mikroskobik morfolojisi, dimorfik ozelliktedir, yani yalanci hif bazende gergek hif
olusturur. Corn-meal ve Tween 80 agar da 25°C’de 72 saatte yalanci hifalar olusturur, bunun
yamnda kiimeler yapan blastokonidiyumlar (blastospor) (3-7 x 3-14 um) ve yalanc: hiflerin

tizerinde iri, kiire geklinde, kesif refle veren klamidospor olusturur.

Klinik orneklerden izole edilen C.albicans’lar 37°C’de 2-3 saat serumda bekletilince
izolatlarin % 90’dan fazlast germ tiip olugturur. Maya hiicrelerinden direk olarak olusan ve
kisa bir hif baglangici olan germ tiipler, maya hiicresi ile bilesim bolgesinde

bogumlanmamanin olmamasi ile yalanci hiflerden ayrilir.

C.albicans’in biyokimyasal testlerinden, iireaz ve nitrat aktivitesi yoktur. Glikoz, maltoz,

siikroz, galaktoz, ksiloz ve trehalozu asimile edebilir. Siikkroz asimilasyonu degiskendir (1,8,4).

2.4. CANDIDA’LARDA VIRULANS FAKTORLERI

Candida infeksiyonlarimin geligsmesi ve patogenezi i¢in yapilan galigmalarda, konake:

savunma sisteminin 6nemi yamnda Candida’ya ait virulans faktorlerinin de onemi
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belirtilmektedir (14,15). Her ne kadar Candida tiirleri diigik virulansli mikroorganizmalar
olarak degerlendirilirse de patojen olarak izolasyonlari hizla artmaktadir (5). Candida’larin
virulanslarindaki en dnemli rolii hiicre duvar, hiicre zann ve hiicre digi enzimler oynar.
Ozellikle Candida’lar igin konakgi epitel ve endotel hiicrelerine adezyon, proteinaz,
fosfolipaz, slime faktor, germ tiip olusturma, toksinler, fenotipik degisimi ve hiicre yiizeyi
virulansi patogenezde rol oynamaktadir. Yiizeyel infeksiyondan yaygin kandidoza kadar
degisen infeksiyonlarda tek bir virulans faktoriiniin etken olmadigi diigiiniilmektedir. Bu
faktorlerin tirlere gore dagilimi farklilik géstermektedir (14-17). Virulans faktorlerinin 6nemi
en iyi C.albicans turleriyle yapilan galigmalarda gésterilmigtir (14).

2.4.1. Adezyon

Candida’larin mukozal epitel hiicrelerine veya endotel hiicrelerine baglanmas: itk ve gok
onemli bir basamaktir. C.albicans’in komea, yanak epitel hiicreleri, parotid ve tiikriik
proteinleri, vajinal epitel hiicreleri, gastrointestinal sistem mukoza hiicrelere ve endotel
hiicrelere adezyonu gosterilmistir (14,18). Bu da C.albicans’in en sik karsilagilan tiir olma
ozelligini agiklar. Adezyon C.albicans ve C.tropicalis’de yiksek iken, C.pafapsilosis’de bu
oran dusuktir. C.krusei, C.kefyr ve C.guilliermondii’de adezyon gosterilememigtir (14).

Maya hiicrelerinin epitel hiicrelere yapismasinda yiizey lipidlerinin ve glikolidlerinin de
yapisma olayinda rollerinin olabilecegi, bunlarin giderildigi takdirde baglanmanin % 48-54

azaldig ileri siirilmisgtir (19).

2.4.2, Proteinaz Enzimi

Candida infeksiyonlarinin patogenezinde en onemli virulans faktorlerinden biri de salgisal
aspartik proteinaz enzimidir (7). Proteinaz enzimi Candida’lardan bagka diger medikal onemi
olan mantarlardan Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus, Paracoccidioides brasiliensis

ve Sporothrix schenckii’de de virulans faktorii olarak tamimlanmigtir (14,20). Bu enzim
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Candida’lardan en fazla C.albicans, sonra daha az derecede C.tropicalis, orta derecede
C.parapsilosis kokenlerinde bﬁlunmaktadlr. Bu enzim sadece en patojen Candida tiirlerinden
salgilanmaktadir. Diger klinik ile iligkili Candida tirlerinde hiicre dig1 proteinaz enzimi yok
gibi gorunmektedir. Aspartik proteinaz salgilayan tiirlerin virulansi daha fazladir ve bu tiirlere
infeksiyonlarda etken olarak daha sik rastlanir (7,19,21).

Bu enzimin asit pH’da (pH 2.5-4) aktivasyon gostermesi nedeniyle “asit proteinaz”, ¢ok
miktarda aspartik asit rezidiilleri igerdiginden “aspartat proteinaz”, pepstatin ile inhibe oldugu
igin “karboksil proteinaz” gibi adlarla amlmakla beraber, 1993’de “American Society for
Microbiology” tarafindan salgisal aspartik proteinaz olarak kabul edilmistir (5,15).

Salgisal aspartik proteinazlarnin virulans etkisi birkag olasi mekanizma ile gergeklesir.
Bunlar; i) konak proteinlerini sindirmesi ile olusan konak doku zedelenmesiyle adezyonun
kolaylagsmasi, ii) konak proteinlerinin yikilmasiyla konak immun yamtimn bozulmasi, iii)
peptid ytkim Grinleri ile hiicre nitrojen kaynaklarmin arttirlmasi, iv) endotel hiicre hasari v)

konakta proteolitik mekanizmalar1 uyarmak yoluyladir (7).

Yapilan galigmalarda proteinaz salgilayan Candida tiirleri ile bu Candida’ya ait proteinaz
defektli mutant suglarin kargilagtirmasinda; mutant suglarin atasal kékenlere oranla daha az
virulan olduklar1 ve fagositoza daha duyarli hale geldikleri gézlemlenmistir. Proteinaz
salgilayan Candida’lar pargali gekirdekli 1okositler tarafindan daha zor fagosite edilmekte ve
hiicre iginde daha az oranda oldiiriilmektedir (7,21).

Aspartik proteinaz enziminin viicutta fizyolojik énemi olan: albumin, immunoglobulin,
laktoferin, laktoperoksidaz, miisin ve sistatin A gibi substratlar sindirdikleri ve boylece daha
kolay invaze olduklan gosterilmigtir (7,14). Ayrica aspartik proteinaz enzimi, mukozal
bagisiklikta 6nemli rol oynayan salgisal IgAl, IgAZ ve IgA’y1 pargalamasiyla Candida’nin
adezyonundan da sorumlu tutulmaktadir (22,23).
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Glikoprotein yapisindaki bu enzimin karboksil ucunda 16sin, azot ucunda triptofan bulunur.
Tek bir yapida oldugu diigiiniillen enzimin daha detayh incelemelerinde farkli biyokimyasal
ozelliklere sahip oldugu; molekiil agirliklarimin 42-49 kDa arasinda degismesinden, izoelektrik
noktalarinin ve primer dizilimlerinin degisik olmasindan farkli izoenzimlerden olustugu
anlagilmig ve tammlanmigtir. C.albicans’la iligkili molekiler diizeyde yapilan ¢aligmalarda bu
izoenzimleri farkh kodlayan bir gok gen (Sap) kodlanmugtir (5,19). Bu gen ailesinde dokuz
(Sapl, Sap2, ...,Sap9) farkli gen bulundugu tespit edilmigtir (24-26). Sap gen saliniminin bu
mantarin mayadan hife gegisi (dimorfizmi) ve fenotip degisimi ile ilgili oldugu agiklanmustir.
Sapl, Sap2, Sap3 maya hiicrelerinden, buna kargin Sap4, Sap5 ve Sap6 hif hiicrelerden salinir
(19,27). Aynica Sapl’in C.albicans’in opak fenotipinde, Sap2 ve Sap3’iin ise Candida’nin
hem opak hem de beyaz tip de salindigi belirtilmistir (19,28). Aspartik proteinaz salinimi
ortamin igerigine de baghdir, Sap4, Sap5 ve Sap6 nétral pH’da aktive olurken Sap2 asidik
pH’da aktif oldugu belirlenmigtir (15,28).

Sap genleri dokuya invazyonda aracilik ederler ve infeksiyonun farkli donemlerinde, farkli
salimm saglarlar (30). Caligmalarda belli Sap genlerinin (Sapl-3) deri ve mukoza
infeksiyonlarinda, digerlerinin ise sistemik infeksiyonlarda (Sap4-6) onemli oldugu
anlagilmigtir (14,31,32). Sap4-6 genis hifal formasyondan, Sap8 penetrasyondan ve Sap1-2 ise
erken invazyondan sorumlu tutulmaktadir (33).

Kutan6z kandidiyazis vakalarinda en fazla salinan salgisal aspartik proteinaz Sapl ve
Sap2’dir, bunlar sirasiyla miktarlarina goére Sap8> Sap6 > Sap3 izler. C.albicans’in neden
oldugu Stratum corneum yiizeyel infeksiyonlar1 sirasinda da Sapl ve Sap2 tespit edilmistir.
Derin invazyonda ise ek olarak Sap8’in salindig saptanmstir (34).

Sap ailesi liyelerinden, Sapl ve Sap2 Candida vajinitlilerinde 6nemli bir role sahiptir. Bu
infeksiyonlarin tedavisinde alternatif olarak orjinal bir hedef olusturmaktadir (14,35).

Oral kandidiazisli hastalarda ve oral Candida tagiyicis1 hastalarin C.albicans’inda Sap2,
Sap4, Sap5 ve Sap6 baskin olarak bulunurken, Sapl ve Sap3 yalmz oral kandidiazisli
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hastalarda saptanmugtir (25,36). Sapl-3 mantarlarin dokuya invazyonundan 42 saat iginde
salinmaktadir (33). Yapilan bir ¢alismada C.albicans kokenlerinin glikoz katilmis insan
tikuriginde Sap salgilanmasi non-albicans gore daha proteolitik bulunmugtur. Oral
kandidiyazisli vakalarda tiikirugtn total protein igeriginin salgisal aspartik proteinaz
salgilanmasim etkiledigini ve oral kandidiyazis olugturmasinda karbonhidrat diyeti ile de bu

enzimin etkin rol oynamalarinin kuvvetli olasilik oldugu bildirilmigtir (37).

In vivo ¢aligmalarda gastrointestinal infeksiyonlarda Sap 4-6’nin ¢ok énemli oldugu ayrica
Sap1-3’iinde rol oynadigi bildirilmigtir. Ozellikle Sap2 gastrointestinal sistemdeki musin
tabakasini hasara ugratmakla iligkilendirilmistir (36). Ozafagial mukozanin kandidiyazisinde
Sap5 ve Sap6 giclii aktivite gosterir, bununla beraber Sapi-4’tn aktivitesi daha diisiik
duzeylerle sinirhdir (38).

Intraperitoneal infeksiyonlarda, karaciger ve bobrek tutulumundan 48 saat sonra gok giiglii
bir Sap6 aktivasyonunun ardindan, daha az oranda Sap2 ve Sap5 aktivasyonu olmaktadir (38).

HIV hastalarinda salgisal asit proteinaz enzimi varligini aragtiran galismalarda Candida
vajinitli HIV pozitif kadmlarin, HIV pozitif C.albicans kolonizasyonlu ve HIV negatif
vajinitlilerden anlamli derecede daha yilksek salgisal asit proteinaz diizeyi gosterdikleri
bulunmugstur (39). Ayrica HIV pozitif oral kandidiyazisli hastalarda salgisal asit proteinaz
varlig1 kontrol gruplarina gore yiiksek oldugu gézlemlenmistir (40). Diger yandan Candida
proteinazlarimn HIV proteinazlarina benzerliginin fark edilmesi ile, bundan faydalamilarak bir
kisim HIV aspartik proteinaz baskilayici ilaglarin C.albicans larin yapigmayla ilgili olan Sapl,
Sap2 ve Sap3’u de baskiladig1 ve yapigmay1 engelledigi ileri siirilmektedir (35).

Salgisal aspartik proteinaz yiiksek virulans ozelliginden dolay1 gelecekte antimikotiklerin
yeni tipleri i¢in en 6nemli hedef durumuna gelmistir (40). Proteinaz inhibitorii olan pepstatin
A kullaniminin C.albicans’in 6ldiiriicti infeksiyonunu Onleyebilecek, kuvvetli bir proflaktik

ajan olabilecegine yonelik invivo hayvan modelli galigmalar yapilmaktadir (41).
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Bunun yaninda proteinaz iiretimi ile goklu ilag direnci arasinda iligki oldugu ve bu direncin
efluks pompasin1 kodlayan genin daha fazla salinimi ile korele oldugu ifade edilmigtir. Buna
goére C.albicans’lar, subinhibitor konsantrasyondaki flukonazolle karsilagtiklarinda hiicre dist
proteinaz enzimi salimminda artiy gozlemlenmigtir. Bu suglarla enfekte olan hastalara
suboptimal dozlarda flukonazol tedavisi verildiginde C.albicans suglarinin virulansinin

artacag bildirilmigtir (42).

2.4.3. Fosfolipaz Enzimi

Fosfolipaz enzimi hiicre zarinda bulunan fosfolipitlerin yikiminda rol oynar. Bu enzimin
aktivasyonu ile fosfolipidlerden, lizofosfolipidler meydana gelir ve bunlar biyolojik
membranin bozulmasina neden olur (5,22). Fosfolipazlar (PL) parcaladiklari 6zgiil ester

baglarina gére A, B, C ve D olmak tizere dort tipe ayrnilmiglardir (5,14).

Hiicre dis1 fosfolipaz aktivasyonu Rickettsia ricketsii, Toxoplasma gondii, Entamoeba
histolytica, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes gibi bazi bakterilerde ve bazi
protozoonlarda patojenite faktorii olarak gosterilmigtir. Ayrica yilan ve gesitli artropod
zehirlerinde de bulunmaktadir (43,44). Mantarlardan C.albicans, C.glabrata, Cryptococcus
neofarmans ve Aspergillus gibi firsat¢1 patojen mantarlarda hiicre dis1 fosfolipazin potansiyel

bir virulans faktéri oldugu gorigi agirlik kazanmgtir (30,45).

Ik yapilan galismalarda C.albicans tipi maya mantarlarinda bulunan fosfolipazlarin A, B
ve C tipinde oldugu, D tipinin bulunmadif bildirilmigtir (5,19). Son yillarda yapilan
caligmalarda ise fosfolipaz D enziminin varhig: da bildirilmig ve PLD1 adli gen tarafindan
kodlandig1 gosterilmigtir. Bu genin 6zellikle C.albicans’in dimorfik gegisinde énemli bir role
sahip oldugu gozlenmigtir (46).

Fosfolipaz A hiicrenin mikrozomlarindan , fosfolipaz C ise hem mikrozomlardan hem de

hiicrenin sitozoliinden salmnir (47).
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Bu enzim tipleri arasinda ilk saptanan fosfolipaz A ve bunun yikim iriinii olan
lizofosfolipidleri pargalayan lizofosfolipazdir. Bu enzimlerin ¢evreye salinmasi ile maya

hiicrelerinin kendilerine yol agarak invazyon yaptiklar: gosterilmigtir (5,48).

Daha sonraki yapilan galigmalar da bu enzimlere ek olarak fosfolipaz B tespit edilmigtir.
Bugiin fosfolipaz aktivitesinde en 6nemli rolii fosfolipaz B nin oynadig diiginiilmektedir. Bu
enzimler hiflerde ve blastosporlarda hiicre zarma yakin lokalizedirler (5). Mayamn
blastosporlar1 konak hiicre membranina baglaninca degisim igin uyarim baglar ve iireme
ucunda fosfolipaz enziminin yogunlagmast ile hif gelisir. Hiflerin membran ile direkt temas:

enzim aktivitesini artirir ve hifler membranda yayilmaya baglar (14,49).

Fosfolipaz B 1995 yilinda piirifiye edilebilmis, aminoasit dizilimi ve bu dizilimi kodlayan
genler (plbl) belirlenerek klonlanmas: ile fosfolipaz sekresyonu agisindan mutant kékenler
elde edilmigtir (5). Yapilan caligmalarda fosfolipaz salgilayan C.albicans ile bu enzimi
kodlayan genin defekti ile elde edilen enzim eksikli mutant kéken fare modellerinde
kargilagtirlmistir. Fosfolipaza sahip ana koken C.albicans’in mutant kokene gére ¢ok virulan
oldugu bulunmustur (5,50). plbl delesyonunun aderansda herhangi bir bozukluga yol

agmadig ancak invazyon yeteneginin azalmasina neden oldugu agiklanmugtir (29).

Son yapilan caligmalarda fosfolipaz B’yi kodlayan genlerden plblb aktivasyonun doku
invazyonuna neden oldufu gosterilmistir. Ayrica plblb’nin hidrolaz ve lizofosfolipaz

salimmndan da sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (33).

Fosfolipaz C ise mantarlar da dahil bazi 6nemli hiicresel fonksiyonlari kontrol eder.
Ozellikle plazma membran reseptorlerine gelen sinyallerin alinmasinda ¢ok 6nemli bir rol
oynadig1 bildirilmigtir (51).
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2.4.4. Slime Faktor

Slime faktor %40 karbonhidrat ve %27 protein igeren glikokaliks yapisinda hiicre dis1 bir
maddedir (52). Slime tiretimi Candida’lar igin bir patojenite faktorii olarak kabul edilmektedir
(14,53). Bu faktor, mikroorganizmanin konak hiicreye ve yapay yiizeylere adezyonunu
saglayarak etkili oldugu gosterilmigtir (54-56). Bu nedenle slime faktor Candida’larin
kataterlere, diiz yiizeylere, plastik araglara ve prostatik aletlere yapigmasindan biiyiik oranda
sorumlu tutulmaktadir. Candida’lar bu yiizeylerde fibrin, fibronektin ve slime faktori ile
birlikte biyofilm tabakas1 olusturarak kolonizasyon meydana getirmektedirler. Candida’larin
bu biyofilmden ayrilmalari ise ¢ogu kez sepsise yol agmaktadir (52). Fungeminin en yaygin
nedeni olan C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis, C.krusei ve C.glabrata gibi
Candida’larda slime yapimi onemli bir virulans faktoriidir. Ozellikle C.albicans ve
C.parapsilosis katatere yapigarak hastane infeksiyonlarina neden olmaktadirlar (19).

Slime faktor mikroorganizmay: kaplayarak viicudun savunma mekanizmalarindan korur.
Bu maddenin kemotaktik etkisinin de oldugu, fakat slime tarafindan uyarilan polimorf niiveli
lokositlerde  miyeloperoksidaz ~ salmminin  yetersiz  oldugu  gosterilmigtir.  Bu
mikroorganizmanin hiicre i¢inde yagam siiresinin uzamasina ve fagositozdan korunmasina
neden olmaktadir (57). Ayrica slime ireten mikroorganizmalara bagli infeksiyonlarin

tedavisinin daha gii¢ oldugu gozlemlenmistir (54).

2.4.5. Germ Tiip- Hif Olusumu (Dimorfizm)

Hif olusumu Candida’larin aktif semptomatik infeksiyonu ile iligkilidir. Hif gelismesi
konak dokuya penetrasyonu saglamaktadir. Hif sekli ile infeksiyon arasindaki sebep sonug
iligkisi; i) hifin dokuya maya hicrelerinden 50 kat daha fazla yapigmasi, ii) fagositler
tarafindan sindirilememesi, iii) klinik 6rneklerden siklikla izole edilmesi, iv) plastik yiizeylere
yapigmay1 saglayan fibriller yiizey tabakasi olusturmasi ve v) lezyondan kazinan materyalde
C.albicans’1n ekseri hifli sekilde gozlenmesi virulansdaki roliinii kanitlayan bulgulardir.
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C.albicans’larin maya formundan hif formuna gegiste hiicre yiizey bilesiminde bir ¢ok
degisiklikler olmakta ve gesitli adezinler salinmaktadir. Bu adezinlerden ¢ok yakin zamanda
C.albicans’da gosterilen Intlp adezinin morfogenezde rolii oldugu ve bu adezini kodlayan

INT1 genindeki delesyonun hif olusumunu ve virulansi 6nledigi bildirilmigtir (14,15).

2.4.6. Toksinler

C.albicans’in mayams: fazinda da endotoksin benzeri toksinler oldugu gosterilmistir. Bu
toksinler
i) Yiiksek molekiil agirlikhi toksinler (gikoprotein ve kanditoksin): Saglam hiicre
ve hiicre duvaninda bulunurlar. C.albicans glikoproteinleri, Ozellikle
mannoproteinler toksik rollerine ek olarak, viicut yiizeylerinde kolonilegsmede
adhesin olarak gorev yaparlar
i) Diigiik molekiil agirlikli toksinler: Birbirlerine ¢ok benzerler. Bu toksinler sok
olugturan ve/veya oldiiriicii aktivite gosteren olarak ayrilirlar (15,19)

2.4.7. Fenotipik Degisim

C.albicans’in  fenotipik degigim sistemi ilk defa Soll ve arkadaglann tarafindan
gosterilmigtir. C.albicans kokenlerinin yaklagik %2-4’4 beyaz-opak degisim sistemine
sahiptir. Belirli kokenlerde hiicreler yitksek siklikla (102-10") ileriye yani yeni hiicrelere
gegebilir veya geri doniigebilir. Bu gekilde ve en az yedi koloni tipi arasinda, opak fenotip(O)
veya beyaz (W) fenotip olarak adlandinlan iki renk arasinda sigrama gostermektedirler. Bu
ozellik hiicre ve koloni yapis: olarak fark edilebilmektedir. .

Beyaz fenotipde diizgiin (S) yiizeyli beyaz renkli koloniler ve tomurcuklu hiicreler
meydana gelmektedir. C.albicans kokenlerinin ¢ogu beyaz fenotipindedir. Opak fenotipde
genis yiizeyli, yassi, yiizey purtikla (R) gri koloniler ve uzun biyik hiicreler olugmaktadir.

Her iki fenotipin 6zgil gen sayilan farklidir. Opak tipin hiicreleri beyaz tipin hiicrelerinin ii¢
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kat1 kadardir. Opak ve beyaz koloni tipierinin hiicreleri arasinda hif olusturma yetenegi,

generasyon siiresi , diigiik ve yiiksek sicakliklara duyarlilik farkl olmaktadir (19).

Ayrica C.albicans’in antifungallere karsi gosterdigi direncin agiklanmasinda fenotipik
degisim mekanizmalarinin tanimlanmasinin 6nemli oldugu ileri striilmistir. Azollere direncin
mekanizmalarindan, antifungallerin digan atilimini hizlanduma ve sitokrom P450 hedef
enziminin fazla yapimimin fenotip degisim ile iligkisi oldugu disunulmektedir. Yapilan
calismalarda beyaz fenotipli kolonilerin flukonazol direnci opak kolonilere gore yiiksek

bulunmugtur (15).

2.4.8. Hiicre Duvari-Mannoprotein

Candida’larn hiicre duvar komponentlerinden mannoprotein, 6nemli bir virulans proteini
olup antijen olarak konaga sunulur. Bu kompenentler imminomodiilator etkisi kuvvetli
molekiillerdir. Mannan hiicresel veya humoral yamti arttirir veya baskilar ve bu da
infeksiyonun siireklilifine neden olur. Ayrica mannan infeksiyonun erken ve serolojik tamisi

i¢in en uygun antijendir (14,22).
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3. MATERYAL ve METOD

Agustos 2001-Eyliil 2002 tarihleri arasinda, Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesinin g¢esitli poliklinik ve kliniklerinden Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na kiiltiir
icin gonderilen ¢esitli materyallerden elde edilmis 100 C.albicans susu segilerek incelemeye
alinmigtir. Kokenlerin alindiklan viicut bolgelerine gore dagilimi ve sug sayilari; dolagim

sisteminden 10, vajina salgis1 40, idrar 40 ve oral siirtintiisiinden 10°dur.

3.1. iZOLASYON VE iDENTIFIKASYON

3.1.1. Orneklerin Secimi

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi; yogun bakim servislerinde yatan sondali ve
damar katateri olan hastalara ait idrar ve kan 6rneklerinde iireyen maya mantarlari, Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali poliklinigine gesitli jinekolojik yakinmalarla (vajinal
akinti, dig genital bolgede kaginti, yanma) bagvuran hastalardan istenen vaginal kiiltiirlerden
izole edilen maya mantarlari, degisik kliniklerden laboratuvarimiza oral kandidiyazis kugkulu

hastalardan istenen oral stirintii kiltiirlerinden izole edilen maya mantarlan ¢aligmaya alinda.

Standart sug olarak, C.albicans ATCC 10231 ve C.albicans ATCC 90628 suslar1 kullanilds.

3.1.2. Kiiltiir ve izolasyon

Vajinal akinti, oral siriintii, idrar ve diger mantar kiiltiirii istenen 6rnekler Sabouraud
dekstroz agara (OXOID) ve %5 insan kanli Mueller-Hinton agara (OXOID) ekilerek, 72 saat
stireyle 37°C’de inkiibe edildi.
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Kan 8rekleri ise BACTEC 9050 kan kiiltlir sigeleri ile laboratuvara génderilen drnekler,
BACTEC 9050 otomatize kan kiiltiir sisteminde ve 37°C’de 5 giin siire ile bekletildi. Ureme
sinyali veren 6rneklerden Sabouraud dekstroz agara ve %S5 insan kanli Mueller-Hinton agara
pasaj yapild: ve 48-72 saat stireyle 37°C’de inkiibe edildi.

Tiim Smekler igin lireme olup olmadig: giinliik kontrol edildi. Besiyerlerinde inkiibasyon
sonrast krema kivaminda, 0,5-1 mm c¢apmda ve kendine has maya kokusu bulunan
kolonilerden basit boyama yapilarak, maya kolonisi oldugu kesinlestirildi (Resim-1). Maya
oldugu anlagtlan mikroorganizmalara identifikasyon testleri (germ tiip olusturma, cornmeal
agar morfolojisi, karbonhidrat asimilasyon &zelliklerinin test edilmesi) yapildi.

Resim 1. Sabouraud dekstroz agarda C.albicans kolonileri (Cahismamizdan)



3.1.2. Germ Tiip Olusturma Ozelligi

Test edilecek maya kolonisi, 0,5 ml insan serumu bulunan tiip igerisine eklenerek
kangtirildi. 37°C’de 3 saat inkiibe edildikten sonra, direkt preperat hazirlanarak 1g1k
mikroskobunda x40 objektifle incelendi. Blastospordan koken alan, baglangig noktasinda
bogumlanma gostermeyen ve maya hiicresinin 3-4 kati uzunlugundaki hif benzeri yapilar,
germ tiip olarak kabul edildi. Ana hiicreden boZumlanma gostererek olusan yapilar,
pseudogerm tiip olusumu olarak degerlendirildi. Germ tiip iireten maya kokenleri C.albicans
olarak tammlandi (1,3,10).(Resim-2)

3.1.3. Cornmeal Agar Morfolojisi

SDA ve %5 insan kanli Mueller-Hinton agardaki saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze ile
alinarak cornmeal agar besiyerine, birbirine paralel 3-4 ¢izgi seklinde ekim yapildi. Ekim
¢izgilerinin tizerini kaplayacak gekilde steril bir lamel kapatildi. 26°C’de 72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiim maya izolatlari; 151k mikroskobunda x40 objektif ile klamidospor,
blastospor, artrospor, psodohif ve hif olusturma ozelligi yoniinden incelendi. Stoplazma
igerisinde globiillerin bulundugu, ¢ok fazla kiime yapmamig ve kalin duvarli klamidosporlara
sahip mayalar C.albicans olarak tanimlandi (2).(Resim 3)

3.1.4. Karbonhidrat Asimilasyon Ozelliklerinin Test Edilmesi

Mayalarin karbon kaynagi olarak karbonhidratlar1 kullanmalar1 API ID 32C (bio Mérieux,
France) ile test edildi. Bu test panelleri mayalarin degisik sekerlere enzimatik etkilerini
belirleyen 32 asimilasyon testinden olugmaktadir. Uretici firmamn dogrultusunda kullanilan
baslica gekerler; sorbitol, D-ksiloz, riboz, gliserol, ramnoz, palatinoz, eritrol, melibioz,
glukuronat, melezitoz, glukonat, levulinat, glikoz, sorboz, glikozamin, eskiilin, galaktoz,
aktidin, sitkroz, N-astil-glikozamin, DL-laktat, L-arabinoz, sellobioz, rafinoz, maltoz, trehaloz,

2-keto-glukonat, a-metil-D-glukozid, mannitol, laktoz, inositol’diir.
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Resim 2: C.albicans tarafindan germ tiip olusturulmas: (Calismamizdan)

Resim 3: C.albicans’m cornmeal agarda klamidospor ve blastospor olusturmasi

(Calismamzdan)

1'0: ‘rbhsta\a ? .._,_:
ANTASTUN MERKEZY




Testin Uygulanmas:

Ticari kit igindeki siispansiyon besiyerinde McFarland 2’ye gére maya sispansiyonu
hazirlandt. Hazirlanan maya siispansiyonundan sivi haldeki C besiyerine 100ul aktarilarak
homojenize edildi. C besiyerinden, dehidrate substrat (seker) igeren 32 kuyucugun herbirine
135ul dagitilarak inokiile edildi. Plak daha sonra 30°C’de 48-72 saat inkiibe edildi.

Test Sonuclarinin degerlendirilmesi

24-48 saat inkiibasyon sonrasi; negatif kontrol kuyucugundan daha bulamik olan
kuyucuklar pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi. 48 saat sonra degerlendirilemeyen testler
24 saat daha inkiibe edilerek tekrar incelendi ve puanlama sistemi ile gozle veya Mini API
(bio Mérieux, France) cihazi ile otomatik olarak tiplendirildi.(Resim 4)

3.2. VIRULANS FAKTORLERININ BELIRLENMESI

3.2.1. Proteinaz Aktivitesinin Saptanmasi

Kullamlan besiyeri ve inokiilasyon

C.albicans kokenlerinin proteinaz aktivitesini belirlemek igin sifir serum albumin agar
(SSAA) kullamldi. SSAA igin %2 glikoz, %0.1 KH,PO4, %0.05 MgSO, ve %2 agar steril
edildi ve pH 4.5’a ayarlandi. Karisim 121°C’de 15 dakika tutularak steril edildi. Daha sonra
tizerine %1’lik sigir serum albumin (Sigma) g¢Ozeltisi hazirlandi ve 0,20pum ¢apindaki
membran filtre ile steril edildi. Cozelti 45-50°C’ye sogutuldu ve hazirladifimiz temel
besiyerine %20 oraninda ilave edildi. Besiyeri 9cm’lik petri kutularina 15’er ml dokildi.

SDA’da ureyen C.albicans kokenleri 3ml’lik steril Sabouraud dekstroz buyyon igeren
tiiplere alind1 ve oda 1sisinda 48 saat bekletildi. Buyyonda iireyen C.albicans suslari santrifuj
edildi ve dipte kalan ¢okelti steril fosfat tamponu (PBS, pH:6) ile 3000 devir/dakika’da 15
dakika santrifiij edilerek 3 kez yikandi. Cokelti ayrild: ve steril distile su ile 2 Mc farland
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Resim 4: C.albicans’m API ID 32C kiti ile karbonhidrat asimilasyon 6zelliklerinin test
edilmesi (Caligmamizdan)

Resim 5: C.albicans’m siir serum albumin agardaki beginci glin sonundaki koloni
goriintimit (Caligmamizdan)
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(vaklagik 10° blastokonidya/ml) olacak sekilde ayarlandi. Bu sispansiyondan SSAA
5esiyerine tek koloni diigecek sekilde ekim yapilarak oda 1sisinda 96-120 saat bekletildi. 120
saatlik inkiibasyon sonunda beyaz, saydam koloniler olustu (Resim 5). Daha sonra
besiyerlerine %20’lik triklor asetik asit doldurularak 15-20 dakika bekletildikten sonra
bogaltildi ve pH’s1 6 olan PBS ile yikandi. Plaklar %0.06 amidoblack boyas: ile (Merck, 45:
10: 45 oranlarinda metanol, asetik asit ve distile su) 10 dakika boyandi. Coziicii (Boyasiz 45:
10: 45 oranlarinda metanol, asetik asit ve distile su) ile plaklar yikanarak boya g¢ikartildi. PBS

ile plaklar tekrar iki kez yikand: ve oda 1sisinda kurumaya birakildi (58).

Proteinaz aktivitesinin saptanmasi

Proteinaz enzimi salgilayan C.albicans’lar SSAA’da protein kaynag olarak bulunan serum
albumini pargalayarak koloni g¢evresinde seffaf zonlar olusturdu. Daha sonra amidoblack
boyas: ile plaklar boyanarak proteinazin varligini gosteren zonlarin gorilebilmesi saglandu.
Plaklar kurutulduktan sonra koloni gevresindeki seffaf zonlar (Z) alttan 151k verilerek incelendi
(Sekil-1). Koloni etrafinda seffaf zonu olmayanlar negatif (Resim 6), koloni kogesinden
itibaren 1-2mm’lik seffaf zon olusturanlar bir pozitif (+) (Resim 7), 3-5 mm’lik zon
olusturanlar ise iki pozitif (++) olarak degerlendirildi (58).

NEGATIF POZITIF

O

Sekil 1: Proteinaz aktivitesinin saptanmasi
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Resim 6: C.albicans’n sifir serum albumin proteinaz tesi negatif koloni
g6riintimit (Calyymamizdan)

Resim 7: C.albicans’m sigir serum albumin agardaki proteinaz aktivitesi pozitif koloni
gbriiniimit (Cahiymamzdan)

29



3.2.2. Fosfolipaz Aktivitesinin Saptanmas:

Kullanilan besiyeri ve inokiilasyon

Yontem olarak ilk defa Price ve arkadaglarinin tarif ettigi ve daha sonra Samaranayeke
tarafindan modifiye edilen yumurta sarili agar (YSA) plak yontemi kullanildi. Besiyeri olarak
1 M sodyum kloriir, 0.005 M kalsiyum kloriir ve %8 steril yumuﬁa sanst eklenmis SDA
kullamld.

Yumurta saris1 1000 g’de 15-20 dakika santrifiij edildi. Daha sonra iistteki sivi atildi
cokeltiye steril distile su eklenerek ilk voliimiine getirildi. Hazirlanan yumurta saris1 igerisinde
1 M NaCl, ve 0,005 CaCl, bulunan ve 121°C’de 10 dakika tutularak steril edilen SDA’ya
eklendi. Egit miktarda sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat tamponu ile besiyeri steril
kosullarda karigtirilarak pH 4.3 olacak sekilde ayarland:.

SDA’da tretilen C.albicans kokenlerinden serum fizyolojik ile Mc Farland 1’¢ uygun
bulamklikta siispansiyonlar hazirlandi. Plak 4 veya 6 esit pargaya bélindii ve bu
sispansiyondan 10pl alinarak ekimler yapildi. Plaklar 30°C’de nemli ortamda dort giin
bekletildi (59). Fosfolipaz enzimi salgilayan C.albicans’lar YSA’da fosfolipid kaynag: olarak
bulunanan yumurta sarisini pargalayarak, koloni g¢evresinde yag asitleri ve kalsiyum
kompleksi halinde presipitasyon zonu olusturdu (60). Dért giin sonra koloni etrafinda
presipitasyon zonu olugturanlar, fosfolipaz aktivitesi yoniinden pozitif kabul edilerek
aktiviteleri ol¢iildi.(Resim 8)

Fosfolipaz aktivitesinin saptanmasi

Fosfolipaz aktivitesinin 6l¢iilmesinde ve hesaplanmasinda , dort giin sonra koloninin
etrafinda olusan belirgin halka geklindeki presipitasyon zonu (Pz) dikkate alindi. Fosfolipaz
aktivitesi (Pz) koloni ¢apinin, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun toplam ¢apina oram
(r/R)olarak hesaplandi.(Sekil-2)
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Bulunan Pz katsayilarina gore Pz aktiviteleri dort grupta degerlendirildi; 0.9-1 (+) ¢ok
yuksek Pz grubu, 0.89-0.80 (++) yiiksek Pz grubu, 0.79-0.70 (+++) diigitk Pz grubu ve <0.69
(++++) ¢ok disik Pz grubu olarak adlandirildi. Bu degerlendirmeye gore Pz degeri
kuguldiikk¢e fosfolipaz aktivitesi artmakta, Pz=1.00 degeri negatif fosfolipaz aktivitesini
gostermektedir. Bu durumda 0.9-1.00 degerine sahip olanlar fosfolipaz aktivitesi ¢ok diigiik
grubu; <0.69 olanlar fosfolipaz aktivitesi ¢ok yiiksek grubu olugturmaktadir (61).

NEGATIF POZITIF

/\ Koloni ¢cap (r)
Pz=

Presipitasyon zonu ¢apr (R)

r r
G
R
Pz=1 Pz<1

Sekil 2: Fosfolipaz aktivitesinin saptanmasi

3.2.3. Slime Faktoriin Tespiti

Kullanilan besiyeri ve inokiilasyon

Slime faktor varhd Kongo kirmizih beyin-kalp infiizyon (KKBKI) agar yontemi ile
incelendi. Daha 6nce stafilakoklar igin tanimlanan bu besiyeri mayalar i¢in Hilmioglu ve ark
(53) tarafindan modifiye edildigi gibi litrede 80 g glikoz, 50g sakkaroz, 37g beyin-kalp
inflizyon agar, 22g triptik soy agar ve 0,8g Kongo kirmuzisi olacak gekilde hazirland: (62,63).
Karigima 1000m] distile su eklenerek kangtirildi ve otaklavda 12150’de 10 dakika tutularak
steril edildikten sonra, 9 cm’lik petrilere dokiildii. SDA’daki test edilecek C.albicans
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Resim 8: C.albicans’in yumurta sarnili agardaki fosfolip aktivitesi pozitif ve negatif

suslarin goriintimii (Cahsmamizdan)
Pozitif
/ J#J_ e L "““"*iys:.:,\‘«:’*n l:

Negatif

¥ Lol Pozitif e
Resim 9: C.albicans’m kongo kirmizili beyin kalp inflizyon agardaki slime aktivitesi
pozitif ve negatif kolonilerin goriintimii (Cahigmamrzdan)

B
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kokenlerin bir plakta en fazla dért koken olacak sekilde pasajlari yapildi. Pasajlar 35°C’de 48
saat inkiibe edildi.

Slime faktoriiniin saptanmasi

KKBKI agar yonteminde slime varlif1 kongo red fenomenine gore degerlendirildi. KKBKI
agar yontemini ilk tarif eden Freeman va arkadaglann “kongo red fenomeninin” kesin
mekanizmasinin bilinmedigini, ama renk degisikliginin inkiibasyonun ileri agamalarinda
olusan ikinci bir triiniin olaymn igine girebilecegi seklinde ifade etmislerdir (64). KKBKI
agarda siire sonunda koyu kirmizi koloni olugturan C.albicans’lar slime olumlu, pembe koloni

olusturanlar ise olumsuz olarak degerlendirildi (53).(Resim 9)

3.3. ISTATISTIK

C.albicans suslan igin elde edilen virulans faktorlerinin olumlulugu ile suglarin izole
edildikleri bolgeler arasindaki iliski gok gozlii diizende X” testi ile degerlendirildi. Fosfolipaz
aktivitesi pozitif C.albicans suglan igin elde edilen ortalama Pz degerleri ile izole edildikleri

bolgeler arasi iligki ise ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi ile degerlendi
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada kan (10), idrar (40), vaginal stiriintii (40) ve oral siiriintii (10) érneklerinden
izole edilen toplam 100 C.albicans susu test edildl.

Caligmada SSAA kullanilarak degisik kliniklerden izole edilen C.albicans suglarimn
64’iinde proteinaz aktivitesi tespit edildi. Proteinaz aktivitesi pozitif suglarin hepsi bir pozitif
(+) olarak saptandi, iki pozitif (++) proteinaz aktivitesi saptanmadi. Klinik 6érnekler arasinda
en yiiksek proteinaz aktivitesi vajinal akint1 6rneklerinden (%67.5) elde edildi (Tablo 3). Oral
stirlintii 6rnekleri ile kan 6rnekleri aym oranda (%60) proteinaz aktivitesi gosteriyordu. Fakat
numunelerin alindig1 yer ile suglarn proteinaz tretimi arasinda istatiksel bir fark (P>0.05)

gozlenmedi.

Tablo 3. SSAA’da Calbicans suslariimn klinik 6rneklere gore proteinaz aktiviteleri

Numune (Adedi)  Proteinez pozitif (%) &) +H Toplam
Kan (10) 6 (60) 6 - 6
Idrar (40) 25 (62.5) 25 - 25

Vajen (40) 27 67.5) 27 - 27

Oral siiriinti (10) 6 (60) 6 - 6

TOPLAM (100) 64 64 64 - 64

(+): zon ¢apt 1-2mm, (++): zon gap1 3-5 mm, (X°= 0.94, P>0.05)
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Test edilen C.albicans izolatlanmn izole edildikleri klinik orneklere gore fosfolipaz
sonuglar tablo-4’de Ozetlenmigtir. Caligmaya alinan izolatlanin %75’inde fosfolipaz aktivitesi
saptandi. Klinik orneklere gore degerlendirme yapildiginda; en yiiksek aktivite vajinal akinti
orpeklerinde (Ort.Pz=0.819+0.12) ve en dagik aktivite oral siiriintii Orneklerinden
(Ort.Pz=0.90610.094) gozlemlendi. Tim o6mekler i¢in ortalama fosfolipaz aktivitesi
0.86810.112 bulundu. Klinik izolatlarin, izole edildikleri bolgelere gore fosfolipaz degerleri ve
aktivite pozitifligi agisindan anlamli farklilik (P<0.05 ve X?=0.93, P>0.05) gostermedigi

belirlendi.

Tablo 4. C.albicans izolatlarnin izole edildikleri klinik orneklere gére fosfolipaz

sonuclar.

Numune (Adedi)  Fosfolipaz pozitif (%) OrtPz+SD Minumum Maksimuom

Kan (10) 7 (70) 0.884+0.114 0.68 1.00
Idrar (40) 29 (72.5) 0.86540.107 0.64 1.00
Vajen (40) 32 (80) 0.81940.120 0.58 1.00
Oral siiriintii (10) 7 (70) 0.90610.094 0.76 1.00
TOPLAM (100) 75 (75) 0.86840.112 0.58 1.00

(P< 0.05)(x?=0.93, P>0.05)

Tablo 5’de test edilen C.albicans suslanmin kliniklere gore urettikleri fosfolipaz ve
proteinaz enzimlerinin farkli profillerinin dagilim gosterilmigtir. Cahgmada yalmiz idrar
orneklerinden izole edilen C.albicans suglarinin salgiladiklari proteinaz ve fosfolipaz
enzimleri arasindaki korelasyon istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,022 <0,05). Diger

klinik 6rneklerden izole edilen C.albicans suglarinda boyle bir korelasyon saptanmadi.
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Tablo 5. Test edilen Candida albicans suslarmim Kliniklere gore iirettikleri fosfolipaz ve

proteinaz enzimlerinin farkh profillerinin dagilim.

ENZIMLER Kan (10) Oral siiriintii (10)  Vajen (40)  Idrar (40) Toplam
Proteinaz (+) Fosfolipaz (+) 4 3 20 15 42
Proteinaz (+) Fosfolipaz (-) 2 3 7 10 22
Proteinaz (-) Fosfolipaz (+) 3 4 12 14 33
Proteinaz (-) Fosfolipaz (-) 1 0 1 1 3

Slime olusumu agisindan Kongo kirmizili beyin-kalp inflizyon agarda test edilen 100
C.albicans izolatinin 48’1 pozitif bulundu. Izolatlar arasinda en yiiksek slime aktivitesini idrar
ve kan Orneklerinde (sirasiyla %52.5 ve %50) gozlendi (Tablo-6). Slime aktiviteleri yoniinden

klinik numunelerin alindig1 yerler arasinda istatiksel olarak anlamh fark (P>0.05) bulunmad:.

Tablo 6. KKBKI agarda C albicans suglarimin klinik 6rneklere gore slime aktiviteleri

Numune (Adedi) Slime pozitif (%) Slime negatif (%)
Kan (10) 5 (50) 5 (50)
Idrar (40) 21 (52.5) 19 @7,5)
Vajen (40) 18 (45) 22 (55)
Oral siiriintii (10) 4 (40) 6 (60)
TOPLAM (100) 48 (48) 52 (52)
(X’=0,74, P>0.05)
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5. TARTISMA

Son yillarda sistemik mikoz etkenlerinin sayisinin artmasi ile birlikte morbidite ve
mortalitede de bu artigin gozlenmesi dikkatleri bu konu uzerine g¢ekmigtir. Mantar
patogenezini agiklamak igin bir ¢ok in vitro test geligtirilmigtir. Bunun yaninda hayvan
modellerinde infeksiyon olusturularak konagin savunma sistemi ve Candida’ya ait virulans
faktorlerinin Onemi ortaya cikarnimmgtir. Boylece yeni tedavi alternatifleri gelistirilmeye
basglanmugtir. Benzeri ¢aligmalar ve 6zellikle virulans faktorleri ile ilgili galigmalar ¢ogunlukla
C.albicans prototipi tizerinde yogunlagmaktadir. Ciinkii C.albicans hala en sik goriilen ve tibbi

agidan en 6nemli maya tiiradir (15,19,65).

Candida infeksiyonlarinin patogenezinde mantarla ilgili konakgi dokusunda hasarlarin
olusmasinda bu mantarlarin virulans faktorlerinin 6nemi biiytikttir. Mantanin virulans faktéri
sayesinde, konak hiicre membranlarinin bitinligini ve iglevleri bozularak hiicre Sliimii

gergeklesir. Sonug olarak doku hasari ve mantarlarn invazyonu kolaylagir (7).

Candida’larda asit proteinaz varlig: ilk defa 1965 yilinda Staib tarafindan saptanmig ve 3
yil sonra Remold ve Fasold proteinaz enzimini saflastirarak tiplendirmiglerdir (22,66,67).
Hucre dist proteinazlanin patojen Candida’larda doku harabiyetini, mayamn yayilimini
destekledigi, mayanin mukoz membranlarda devamli kalmasini sagladift ve mayayi
organizmanin savunma sistemine kargt koiudugu belirtilmektedir. Ray ve ark.(23) kutanoz
enfeksiyonlara yol agan Candida tiirlerinde daha yiiksek diizeyde asit proteinaz saptamuglar ve
bunun Candida kolonizasyonunda ve deri invazyonunda potansiyel bir virulans faktérii
oldugunu o6ne surmiglerdir. C.albicans suglarinin in vitro proteinaz aktivitesi amonyum
icermeyen fakat nitrojen kaynagi olarak bir protein (6zellikle sifir albumini) igeren
besiyerlerinde gosterilmektedir (21).

Yiicesoy ve ark.(58) SSAA ve yumurta sarili agar (YSA) kullanarak yaptiklan
kargilagtirmal1 galismada YSA’in proteinaz aktivitesini saptamada uygun bir yontem
olmadigim1 bulmuglardir. Ayni c¢aligmada oral kandidiazisli 31 hastadan izole edilen
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C.albicans suglarim, saglikl bireylerden izole edilen 30 susla kargilagtirdiklarinda; hastalarin
3"inde (%9.7) iki pozitif, 16’sinda (%51.6) bir pozitif, kontrollerin ise 10’unda (%33.3) bir
pozitif proteinaz aktivitesi saptamuglardir. Her iki grup arasindaki fark anlamli bulunmustur.

Yapilan diger bir ¢aligmada ise hemoglobin, albumin ve kazein igeren besiyerleri denenmis
ve Ug besiyeri arasinda uyum saptanmugtir (67). Caligmada kullamlan 75 C.albicans susunun
65’inde (42’si bir pozitif, 23’1 iki pozitif) proteinaz aktivitesi tespit etmislerdir (67). Kazein
agar yontemi kullamlarak yapilan bir diger caliymada 51 C.albicans susunun % 49’unda

proteinaz aktivitesi saptanmugtir (68).

Erdeniz ve ark.(65) C.albicans etken oldugu vulvovajinal kandidiyazisli hastalarda
yaptiklart galigmada, 31 susun yedisini bir pozitif ve 24’Gni iki pozitif bulmuglardir.
Aragtiricilar gahgmalarinda proteinaz aktivitesini belirlemede SSAA kullanmuslar, sonuglari

kontrol grubuna goére anlamh oranda yiiksek saptamislardir (65).

Kantarcioglu ve ark(68)’min degisik klinik orneklerden izole edilen Candida tirleriyle
yaptig1 ¢aligmada 60 C.albicans susunun 57’sinde (%95) proteinaz aktivitesi tespit etmiglerdir.
Ener ve ark.(69) ise bu oram %89.2 olarak bulmuslardir. Degisik klinik drnekleri kapsayan bir
diger C.albicans-asit proteinaz ¢aligmasinda Giileng ve ark.(70) 113 C.albicans susunun

%50.4’de proteinaz aktivitesi saptamiglardir.

Akbag ve ark.(71) klinik orneklerden izole ettikleri C.albicans izolatlarini flora iyesi
C.albicans izolatlari ile karsilastirmis ve klinik orneklere ait 73 C.albicans izolatinin
%73.9’unda, 34 flora izolatlarinin ise %29.4’iinde proteinaz aktivitesi gozlemislerdir. Bu fark

istatiksel olarak anlamli bulunmugdur.

Suudi Arabistan kadinlarinda vajinit etkeni Candida’larla yapilan calismada; C.albicans ve
C.parapsilosis izolatlaninin timinin (%100), C.tropicalis tiirlerinin %95’nin asit proteinaz

urettigi bildirilmigtir (72). Yurt disinda yapilan diger ¢aligmalarda ise Riichel ve ark.(73) 103
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C.albicans susunun 74’inde, Chakrabarti ve ark.(74) 227 C.albicans susunun % 60’inda

proteinaz aktivitesi gozlemlemiglerdir.

Bu ¢aligmada proteinaz varliginin gosterilmesi igin, Yiicesoy ve ark.(58) tarafindan altin
standart olarak kabul edilen SAAA’1 kullanildi. Caligmada; 100 C.albicans susunun 64’linde
(%64) proteinaz varlig saptandi. En yiiksek proteinaz aktivitesi (%67.5) vajenden elde edilen
suslarda bulundu, fakat bu sonug istatiksel olarak anlamli degildi. Bu sonuglara gore elde
ettigimiz oranlar dier ¢aligmalarla uyumludur ancak g¢aligilan suglarin hepsinde proteinaz
aktivitesi bir pozitif bulundugundan, bu aktivitenin diigiikk diizeyde oldugu seklinde

degerlendirilmistir.

C.albicans izolatlan igin en 6nemli virulans faktorlerinden biri olan fosfolipaz enzimi,
konak hiicreyi lizise ugratmakta veya hiicrenin yiizey ozelliklerini degistirmektedir. Bu
degisiklikler sonucu mantarin dokuya adezyonuna ve panetrasyonuna yardimct oldugu
dusinilmektedir. Ortaya ¢ikan bu etkiler nedeniyle fosfolipaz enzimi infeksiyonun
patogenezinde onemli bir rol oynamaktadir (44,75). Fosfolipaz enziminin varhg kadar
miktarida 6nem tagimaktadir (43,48).

C.albicans izolatlarinda hicre dist fosfolipaz aktivitesi biyokimyasal ve mikrobiyolojik
yontemlerle saptanabilmektedir (43). Biyokimyasal yontemlerin zaman alic1 olmast nedeniyle,
guvenilir sonuglar veren pratik bir yontem olarak ilk kez Price tarafindan one siirillen daha
sonra modifiye edilen “plak yontemi” kullamilmaktadir. Price tarafindan onerilen 48 saatlik
inkiibasyonun yetersiz kalmasi nedeniyle, bu siire 4 giine ¢ikanlarak Samaranayake tarafindan
modifiye edilmigtir (60). Modifiye Price yontemi ile yapilan g¢aligmalarin giivenilir sonuglar
verdigi gosterilmistir. Bu yontem, fosfolipaz enzimleri arasindan 6zellikle fosfolipaz B

enzimini saptamaktadir (44,76).

Fosfolipaz enzimini tespit etmek igin modifiye Price plak yonteminin kullamldig
calismalarda Arikan va ark.(60) 258 C.albicans sugunun 203’iinde (%78.7), Yiicel ve ark.(61)
54 C.albicans sugunun 51°inde (%94.4), Yicesoy ve ark.(77) 175 C.albicans susunun

39



120’sinde (%68.6), Kantarcioglu ve ark.(68) 60 C.albicans sugunun 56’sinda (%93.3), Ener ve
ark.(69) 28 C.albicans sugunun 16’sinda (%57.1) fosfolipaz aktivitesi bulmuglardir, Aym
yontemi kullandigimiz ¢aligmada, incelenen 100 C.albicans sugunun 75’inde (%75) fosfolipaz
aktivitesi saptandi. Caligmada elde edilen oran, diger ¢aligmalarla uyumludur.

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen C.albicans suglarinda fosfolipaz aktivitesi degisik
oranlarda ifade edilmektedir (60,77,78). Arikan ve ark.(60) idrar, agiz, vajinal akint1 ve kan
orneklerinden izole edilen C.albicans suslarinda sirasiyla %76.4, %77.9, %82,5 ve
%71.4’inde; Yiicesoy ve ark.(77) oral siiriintii, kan, idrar ve vajinal sekresyon izolatlarinda
sirastyla %78.6, %68.4, %66.7 ve %72.7’sinde fosfolipaz aktivitesi saptamuglardir. Yurt
diginda yapilan galigmada ise Price ve ark.(78) kan ve idrar 6rneklerinden soyutlanan sugslarda
sirastyla %55 ve %30’unda fosfolipaz aktivitesi tespit etmiglerdir. Bu ¢aliymada fosfolipaz
aktivitesinin klinik bolgelere gore dagilimi incelendiginde vajinal akinti, idrar, kan ve oral
sirintl 6rneklerinden izole edilen suglanin sirasiyla %80, %72.5, %70 ve %70 oraminda
fosfolipaz aktivitesi gosterdikleri izlendi. Caligmada saptanan oranlar diger gallgmalénn
sonuglar ile paralel dogrultudadir.

Yiicesoy ve ark.(59)’'min oral kandidiyazisli hastalar ile saglikli bireylerin oral siiriintii
orneklerini fosfolipaz aktivitesi yoninden karsilagtirdig1 ¢ahigmada; hastalardan izole edilen
suslarin fosfolipaz aktivitesi (%76.9) saglkli bireylerden izole edilen suglardan (%55.5)
anlamli derecede yiiksek bulunmugtur. Oral siiriintii 6rnekleri ile yapilan c¢aligmalarda
Samaranayake ve ark.(79) 28 oral izolatin %79’u, Williamson ve ark.(80) 100 oral izolatin
%94.1’inde fosfolipaz pozitif bulmuglardir.

Yiicel ve ark.(61) en yiiksek fosfolipaz aktivitesini Urogenital sistem kokenlerinde
(Ort.Pz=0.7840,10) ve en digik aktiviteyi de agiz boslugundan izole edilenlerde
(Ort.Pz=0.8110.14) gozlemlemislerdir. Yiicesoy ve ark.(77) ise fosfolipaz aktivitesini
ortalama olarak 0.702+112 tespit etmiglerdir
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Bu ¢alismada ise klinik émeklere gore degerlendirme yapildiginda; en yiiksek aktivite
vajinal akinti 6rneklerinden (Ort.Pz=0.819+0.12) ve en dagik aktivite oral strintii
orneklerinden (Ort.Pz=0.906+0.094) elde edildi. Tim omekler i¢in ortalama fosfolipaz
aktivitesi 0.868+0.112 bulundu. Yapilan ¢aligmalarda (69,60,77) ve bizim galigmamizda klinik
orneklerin izole edilen C.albicans’larin izole edildikleri bolgelere gore fosfolipaz aktivitesi

agisindan anlamh farkhilik gostermedigi belirlenmistir.

Kthavade ve Panthaki(81) hayvan patojenitesi ile ilgili caligmalarinda C.albicans
izolatlarinin fosfolipaz aktivitesi ve bobrek tutulumu arasinda nemli bir korelasyon oldugunu
bulmuglardir. Aragtiricilara gore yiiksek fosfolipaz aktivitesi gosteren Pz degerleri 0.36-0.45
arasinda bulunan suslarin her iki bébrekte, Pz degeri 0.45-0.60 arasinda olanlarin tek bobrekte
infeksiyon yaptigim1 fakat 0.65-0.80 arasinda aktivite gosterenlerin bobreklerde lezyon
yapmadiklarin1 gozlemlenmistir (81). Mayser ve ark.(82) Pz degeri 1 olan fosfolipaz negatif
tiirlerin uzun siireler boyunca tekrarlanan olgiimlerinde yine bu degeri gosterdigini tespit

etmiglerdir.

Yurt diginda yapilan gok merkezli kargilagtirmali bir ¢aligmada (44); kandan elde edilen
C.albicans izolatlarinin, saglikli bireylerin oral florasindan izole edilen izolatlara oranla ¢ok
daha yiiksek fosfolipaz aktivitesine sahip oldugu bulunmugtur (44). Ayrica bu kan izolatlarinin
dissemine kandidoz olusturma riskleri degerlendirildiinde, yiiksek fosfolipaz aktivitesine

sahip suglarin infekte farede 5.6 kez daha fazla olim relatif riskine yol agti1 saptanmagtir.

Barrett bee ve ark.(43)’min galigmasma gore bukkal epitel hiicrelerine en fazla adhere olan
ve farelerde en patojen olan C.albicans tirlerinin yiiksek fosfolipaz aktivitesine sahip
olduklart gosterilmigtir. Bu ve diger ¢aligmalar gostermektedir ki C.albicans suglarinda bu
kadar yiiksek oranlarda fosfolipaz aktivitesi saptanmasi, bu enzimin patogenezde &nemli
oldugunun delilidir.

Yapilan ¢aligmalarda fosfolipaz B’nin kandidal virulans i¢in gerekli oldugu ve fosfolipaz

enzimlerinin tam anlami ile anlagilmasimin yeni antifungal ilaglarin gelismesinde katkida
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bulunabilecegi bildirilmistir (50). Son zamanlarda fosfolipazlarm amfoterisin B lipid
kompleksinin antifungal aktivitesini artirdiginn Sne siirmiiglerdir (69). Swenson ve ark.(83)
amfoterisin B ile yaptiklar1 ¢alismada; Candida veya baska kaynaktan tretilen fosfolipaz
enziminin, aktif amfoterisin B’nin ortaya ¢ikmasinda amfoterisin B major lipid kompleksini
hidrolize ederek dnemli bir rol oynadigini ifade etmiglerdir. Amfoterisin B’ye duyarh olan
ancak amfoterisin B lipid kompleksine diren¢li olan C.albicans mutantlarmm hiicre dis1
fosfolipaz aktivitesinde defekt oldugunu bildirmislerdir.

Proteinaz ve fosfolipaz enzimleri hiicre digt salgilanan virulans faktérleridir. Shimizu ve
ark.(84) izole ettikleri C.albicans suslarinin %73’niin hyaluronidaz, konroidin siilfataz,
proteinaz ve fosfolipaz iirettiini tespit etmisler ve dort enzimi de bulunduran suglarin fare
deneylerinde %100 mortaliteye neden oldugunu géstermislerdir. Enzimlerin her hangi birinin
eksikliginde virulansin azaldiim ve proteinaz iiretmeyen suglarin fosfolipaz iiretmeyen
suslara gore daha az virulan olduBunu tespit etmislerdir. Aragtiricilar 64 C.albicans susunun
46’smda hem proteinaz hem de fosfolipaz aktivitesi bulmuslardir.

Brezilya’da hastanede yatan gocuklarin kan ve katater 6rneklerinden tiretilen C.albicans ve
C.parapsilosis suslarinda proteinaz aktivitesi arastrilmig ve izole edilen 80 Ornegin
%78.8’inde proteinaz aktivitesi saptanmustir. Aymi suslarin %78.8’i fosfolipaz enzimi
saptanmamigdir (85).

Videtto ve ark.(86)’nin C.albicans k&kenlerinde germ tiip olusturma, fosfolipaz ve
proteinaz aktivitesi ve agiz epitel hiicrelerine adherensi aragtirdiklar1 ¢aligmada fosfolipaz ve
proteinaz {iretimi arasinda korelasyon tespit etmemiglerdir. Aragtiricilar fosfolipaz, proteinaz
tiretimi ve germ tlip arasinda korelasyonu yalnizca tiriner sistemde gézlemlemiglerdir (86).

Bu galismada da yalniz idrar 6rneklerinden izole edilen C.albicans suglarmm salgiladiklar
proteinaz ve fosfolipaz enzimleri arasindaki korelasyon istatiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,022<0,05). Diger klinik orneklerden izole edilen C.albicans suslarinda proteinaz ve
fosfolipaz tiretimi agisindan bdyle bir koreleasyon saptanmadi.
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flk defa 1982°de Christensen tarafindan Staphylococcus epidermidis igin tammlanan slime
faktor; protein, hekzoaminler, notral sekerler, fosforlu bilesikler gibi bir gok maddenin
olusturdugu kangik bir yapidir (63,87). 1990’1 yillarda artan Candida infeksiyonlarinin
epidemiyolojisine paralel Candida’larda slime faktér iligkisi aragtirilmaya baglanmugtir (87).
Slime faktorii saptamada mikrodiliisyon plate, standart tiip, Christensen vé Kongo kirmizilt
agar yontemleri gibi bir ¢gok yontem tammlanmaktadir. Kongo kirmizih agar yontemi ilk kez
1989°da Freeman ve arkadaglar: tarafindan tanf edilmigticr (64). Yapilan ¢ahgmalarda bu
yontemin 6zgilliginin ve duyarlilifinin yiksek oldugu, ayrica diger yontemlerle uyumlu,
tekrarlanabilir, besiyerinde goriilebilir ve giivenilir oldugu saptanmistir (62-64,88).

Yurt disinda yapilan slime aktiviteleri ¢ahigmalart daha ¢ok C.parapsilosis iizerine
yogunlagmigtir (56,89). Fakat Kuhn va ark.(90) yaptiklan calismada C. parapsilosis
biofilmlerinin C.albicans biofilmlerine gére daha az hacim kapladigini tespit etmiglerdir.
Aragtiricilar  C.albicans biofilmlerinin 6zellikle C.parapsilosis basta olmak iizere diger
Candida tirlerine gore kalitatif olarak daha kompleks ve kantitatif olarak daha biyik
biofilmler tirettigini bulmuglardir (90).

Orhon ve ark.(54) izole ettikleri 82 C.albicans susunda tip aderans testi ile slime
pozitifligini kateter orneklerinde %20, vaginal siirintii érneklerinde %10 ve oral siiriintii
orneklerinde %16 oramnda saptammglardir. Aym aragtiricilar antifungal ajanlara direngli

bulunan suglarin slime tiretimiyle anlaml1 bir iligki bulunmadiBini tespit etmiglerdir.

Karaga ve ark.(52) tarafindan kan ve vajen érneklerinden izole edilen C.albicans suglarinda
%778 oraninda slime pozitiflifi saptanmgtir. C.albicans izolatlan ile yapilan diger
¢aligmalarda Yice ve ark(55) %11.1, Kalkanci ve ark.(87) %9.3 slime pozitifligi
bulmuglardir. Yapilan bu ¢aligmalarda da modifiye tiip aderans testi kullamlmigtir (52,55,87).

Hilmioglu ve ark.(53)'nin Candida izolatlarinda slime faktoriinii tespit etmek igin
kullandiklar G¢ farkli yontemin kargilagtirmali ¢aligmasinda; Kongo kirmizili agar yontemini
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daha kolay uygulanabilmesi, cabuk sonu¢ vermesi, ekonomik olmasi ve kolay
degerlendirilebilmesi nedeniyle onermislerdir. Bu yonteme gére kan, vajen, idrar ve oral
stirintiiden elde edilen Candida izolatlarindan sirasiyla %52, %60, %51.1 ve %45 oraninda
slime pozitifligi bulmuslardir (53). Kongo kirmizih agar kullanilan diger bir ¢aligmada Zer ve
ark (91) C.albicans izolatlarinda %53.91 oramnda slime pozitifligi gézlemlemiglerdir.

Bu calismada Kongo kirmizih agar yontemi kullamlarak cahsilan tim C.albicans
suglarinda slime faktor pozitifligi %48 bulundu. Sonuglar Kongo kirmzihi agar yontemi

kullanan aragtirieillarin sonuglari ile uyumludur.



6. SONUC

1. Salgsal aspartik proteinaz enzimi Candida infeksiyonlarinin patogenezinde en ¢nemli
virulans faktorlerinden biridir. Degisik klinik 6meklerden izole ettigimiz 100 C.albicans
susunda aspartik proteinaz varhfim SSAA’da aragtirdik. Calismada C.albicans suglarimn
64’tinde proteinaz aktivitesi bulundu. Klinik orneKler arasinda en yitksek proteiriaz aktivitesi
vajinal akint1 6rneklerinden (%67.5) elde edildi. Ancak numunélerin alindig: yer ile suslarin -
proteinaz Gretimi arasinda istatiksel bir fark gézlenmedi. Proteinaz aktivitesi pozitif suslarin
hepsi bir pozitif olarak saptandi, iki pozitif proteinaz aktivitesi saptanmadi. Bu sonuglara goére
elde ettifimiz oranlar difer galigmalaria uyumludur aneak galigilan sustarin hepsinde proteinaz
aktivitesi bir pozitif bulundugundan, bu aktivitenin diigik diizeyde oldugu geklinde
degerlendirilmistir.

2. C.albicans igin diger bir virulans faktorii de fosfolipaz enzimidir. Fosfolipaz enzimi
hiicre zarinda bulunan fosfolipitlerin yikiminda rol oynar. Caligmada fosfolipaz enzim
aktivitesini tespit etmek i¢in modifiye yumurta sarili plak yontemi kullamldi. Caligmaya alinan
izolattarin %75’inde fosfolipaz aktivitesi saptandi. Klinik 6mneklere gore degerlendirme
yapildifinda; en yitksek aktivite vajinal akint: 6rneklerinde (Ort.Pz=0.819+0.12) ve en disik
aktivite oral siiriintii omeklerinde (Ort.Pz=090610.094) gozlemlendi. Tim ornekler igin
ortalama fosfolipaz aktivitesi 0.868+0.112 bulundu ve klinik &rneklerden izole edilen
C.albicans’larin izole edildikleri bolgelere gore fosfolipaz aktivitesi agisindan anlamli farklilik
gostermedigi belirlenmigtir.

3. C.albicans igin virulans faktéri olan proteinaz enzimi ve fosfolipaz enzimi her ikisi de
hiicre dis1 salinan enzimlerdir. Caligmada bu enzimlerin ortak salinimi ile kliniklerden izole
edilen C.albicgns’lar arasinda korelasyotu sadece idrar drneklerindent izole edilen C.albicans
tiirlerinde anlamh bulundu. Bu sonuca gore idrardan izole C.albicans’lar proteinaz enzimi ile
uyurhlu olarak fosfolipaz enzimi de salgiladiklar diigiiniitmiistiir.
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4. Izole edilen Candida tiirlerinde slime faktor varlig Kongo kirmizily beyin-kalp inflizyon
agar yontemi ile incelendi .Test edilen 100 C.albicans izolatimn 48’inde slime aktivitesi
pozitif bulundu. izolatlar arasinda en yiiksek slime aktivitesini idrar ve kan orneklerinde
(sirastyla %52.5 ve %50) gozlendi. Elde edilen oranlar aym yontemi kullanan aragtiricilarin
sonuclari ile uyumludur. Ayrica galiymada slime aktiviteleri yoniinden klinik numunelerin
alindig: yerler arasinda istatiksel olarak arilamli fark bulunmamugtir.

Patojen Candida’lar arasinda C.albicans en yaygin etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Normal floranin bir ityesi olan C.albicans klinik érneklerden izole edildiginde gergek bir
patojen mi yoksa florammn bir iyesi mi oldufunun ayirt edilmesi her zaman kolay
olmamaktadir. Ayrica bu potansiyel patojen mantarin nasii olup da kolonizasyondan invazyon
asamasmna  gegtii, hangi mekanizmalarla konak hasarma yol a¢tifi yeterince
agiklanamammgtir. Ttim arastinicalar C.albicans’in neden oldugu yiizeyel infeksiyondan yaygin
kandidoza kadar deBisen infeksiyonlarda tek bir virulans faktoriniin etkin olmadig
goriisindedirler. Calismamizda arastirdigimiz ii¢ virulans faktoriinden (proteinaz, fosfolipaz
ve slime) herhangi birinin farkli 6rneklerden izole edilen C.albicans tiirleri igin tek bagina bir
virulans faktérii olmadigi, boylece C.albicans infeksiyon mekanizmasinda bir ¢ok faktoriin rol

oynayabilecegi goriigiiniin gegerli oldugu sonucuna variimgtir.



7. OZET

'Bu ¢aligmada; kan, idrar, vajen akintis1 ve oral siiréintiiden izole edilen 100 C.albicans
kokeni kullamimgtir. Caligmada kandidoz patogenezinde etkili virulans faktorleri arasinda
onem tagtyan proteinaz, fosfolipaz ve slime aktivitelerinin in vitro belirlenmesi, fosfolipaz ve
proteinaz enzimi arasinda bir korelasyonun olup olmadi: ve suslarin izole edildikleri viicut

bolgelerine gore sahip olduklar1 virulans faktorlerinde bir farklilik bulunup bulunmadifi
aragtiriimugtir.

Proteinaz aktivetesi sigir serum albumin agar (SSAA), fosfolipaz aktivitesi modifiye
yumurta sarth agar (YSA) ve slime aktivitesi ise kongo kirmuzili beyin-kalp infiizyon
(KKBKI) agar yontemi ile incelendi. C.albicans suglarimin 64’iinde proteinaz aktivitesi
bulundu ve suglarin hepsi bir pozitif olarak saptands. En fazla proteinaz aktivitesi vajinal akint1
émeklerinden (%67.5) elde edildi. Fosfolipaz aktivitesi degerlendirilirken Pz degeri dikkate
alind1. En yiiksek aktivite vajinal akint1 6rneklerinde (Ort Pz=0.819+0.12) ve en dusiik aktivite
oral siriintii orneklerinde (Ort Pz=0.906+0.094) gozlendi. Tim omekler icin ortaldma
fosfolipaz aktivitesi 0.868+0.112 bulundu. Caligmada C.albicans izolatlarinin 48’inde slime
aktivitesi pozitif bulundu. izolatlar arasinda en yilksek slime aktivitesi idrar (%52.5) ve kan
(%50) orneklerinde saptand:. Hiicre disi virulans faktorlerinden proteinaz ve fosfolipaz
arasindaki korelasyon sadece idrar érneklerinden izole edilen C.albicans suglarinda gorildu,
diger klinik ornekler igin bu korelasyon antamli bulunmadi. Caliglan virulans faktorleri ile
suslarin izole edildikleri viicut bolgeleri arasinda anlamh bir farklillk gozlenmedi. Sonug
olarak ¢alismamizda C.albicans’m neden oldugu infek$iyonun olugum mekanizmasinda

mikroorganizmaya ait bir ¢ok virulans fakt6riiniin rolii oldugu kanisina varilmgtir.

47



8. SUMMARY

IN VITRO INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS (Proteinase, Phospholipase
and Slime) IN CANDIDA ALBICANS ISOLATED FROM CLINICAL SPECIMENS

In this study, 100 C.albicans isolates from blood, urine, vaginal discharge and oral cavity
were used. In this study, in vitro determination of proteinase, phospholipase and slime
activities which were important virulence factors and effective in candidiazis pathology were
examinated and also, whether there was a correlation between phosholipase and proteinase
enzymes and whether there was a difference in the virulence factors of the isolates according

to the parts of body they were isolated from were examined.

The proteinase activities of the isolates were examined with bovine serum albumin agar
(BSAA) method, phospholipase activities with modified egg-yolk agar (EYA) method and
slime with congo red brain-heart infusion agar (CRBHI) method. In the 64 of 100 C.albicans
isolates, proteinase activities were determined as one positive. Maxiumum proteinase activities
(67.5%) were obtained from vaginal discharge samples. In the evaluation of phospholipase
activity, Pz value was taken into consideration. The higher phosholipase activities were
observed in vaginal discharge samples (Avarage Pz=0.819+0.12) and the lower activities in
oral cavity samples (Avarage Pz=0.90610.094). The avarage phospholipase activities in all
samples were determined as 0.86810.112. In this study, slime activities were determined as
positive in 48 of all C.albicans isolates. Among the isolates, the higher slime activities were
determined in urine (52.5%) and blood (50%) samples. The correlation between proteinase
and phospholipase activities which were extracelluler virulence factors were only observed in
C.albicans strains from urine samples and for other clinical samples no correlation was
determined. There was no correlation between the virulence factors and the parts of the body
from which strains were isolated. As a result, it is thought that more than one virulence factor

play role in the infections with C.albicans.
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