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OZET
Klinik Materyallerden izole Edilen Candida albicans Suslarinda SAP
Genlerinin Arastirilmasi
Dr. Muradiye YARAR
Candida tiirleri; normal flora iiyesi olmakla birlikte, firsat¢1 patojenler olarak
cevresel ve bireysel kosullarin konak aleyhine gelistigi durumlarda, hafif yiizeyel
enfeksiyonlardan agir sistemik enfeksiyonlara kadar cesitli Klinik tablolara yol
acabilmektedirler. Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde konak savunma
sisteminin yani sira, patojene ait ¢esitli viriilans faktorleri de rol almaktadir. Candida
tiirlerine ait viriilans faktorleri arasinda; hif olusumu, toksinlerin salinimi, fenotipik
ve genotipik degisim gosterebilmeleri, dimorfizm, adezinler, asit proteinaz gibi
enzimlerin tiretimi ve biyofilm olusturmasi sayilabilir. Candida tiirleri i¢ersinde en
sik izole edilen tiir C. albicans tiirtidiir. Bu c¢alismada laboratuvarimizdaki ¢esitli
klinik Orneklerden izole edilen C. albicans suslarinda, biyofilm olusumu ve
proteinaz aktivitesinin fenotipik yontemlerle arastirilmasi, ayni zamanda genotipik
yontemle SAP genlerinin varligiin ortaya konmasi ve bu viriilans faktorleriyle SAP
genleri arasindaki baglantmin incelenmesi amaglanmistir. Ocak 2012-Ocak 2013
tarihleri arasmda Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik  Arastrma ve
Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilmis ve C. albicans olarak tanimlanmis 140 C. albicans susu ¢alismaya dahil
edilmistir. Suslardaki biyofilm olusumunun arastirilmasinda modifiye tiip aderans,
Kongo kirmizili beyin kalp infiizyon agar (KKBKI) ve modifiye mikroplate yontemi
kullanilmistir. Candida suslarinim salgisal asit proteinaz aktivitelerini saptamak igin
%1°1lik sigir serum albumin agar (SSAA) kullanilmistir. SAP1-10 genlerinin varligi
PCR yontemi kullanilarak arastirilmistir. Calismaya alman 140 C. albicans susunda,
KKBKI agar yontemiyle %51.4 oraninda, modifiye tiip aderans yontemiyle %63.6
oraninda ve modifiye mikroplate yontemiyle %87.9 oraninda biyofilm varligi
saptanmistir.  SSAA ile suslarin %92.9’unda asit proteinaz aktivitesi varligi
saptanmistir. C. albicans suglarinda PCR yontemiyle ise %65 oraninda SAP1, %82.9
oraninda SAP2, %77.9 oraninda SAP3, %79.3 oraninda SAP4, %13.6 oraninda SAP5,
%381.4 oraninda SAP6, %82.9 oraninda SAP7, %40 oraninda SAP8, %38.6 oraninda
SAP9 ve %36.4 oraninda SAP10 varlig1 saptanmistir. Toplam 4 susta (%2.8) tim



SAP genlerinin varligi ayni anda izlenmistir. 10 susta ise (%7.1) higbir SAP genine
rastlanmamistir. Bu ¢alismada en sik SAP1,2,3,4,6 ve SAP7 genlerine rastlanmustir.
Candida suslarinin viriilans faktorlerinin ve ilgili viriilans genlerinin belirlenmesinin,
Candida tiirleri ile olusan enfeksiyonlarin patogenezini agiklamada 6nemli katkilar

saglayacagi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: C. albicans, SAP, biyofilm, asit proteinaz



SUMMARY
Investigation of SAP genes in Candida albicans strains isolated from clinical
materials
Dr. Muradiye Yarar
Although Candida species are a member of the normal flora, they may lead to
various clinical conditions as mild superficial infections, and severe systemic
infections as opportunistic pathogens when environmental and individual conditions
hinder the host. Various virulence factors of the pathogen also play a role in the
pathogenesis of Candida infections beside the defense system of the host. The
virulence factors of Candida species include hypha formation, toxin release, display
of phenotypical and genotypical changes, dimorphism, adesines, production of
enzymes like acid proteinase and biofilm formation. C. albicans is the most
frequently isolated Candida species. In this study, it was aimed to investigate biofilm
formation and proteinase activity using phenotypical methods in C. albicans strains
isolated from various clinical samples in our laboratory, in addition to demonstrating
the presence of SAP genes using genotypical methods, and to investigate the
correlation between these virulence factors and SAP genes. A total of 140 C. albicans
strains, which were isolated from various clinical samples in the Microbiology
Laboratory of Pamukkale University Medical School Research and Training Center
between January 2012 and January 2013, were included in the study. The modified
tube adherence, the Congo red brain heart infusion agar (CRBHI) and the modified
microplate method were used for the investigation of biofilm formation. 1% bovine
serum albumin agar (BSAA) was used to investigate the secretory acid proteinase
activities of Candida strains. The presence of SAP1-10 genes was investigated using
the PCR method. In 140 C. albicans strains included in the study, the presence of
biofilm was detected at a rate of 51.4% with the CRBHI agar method, at a rate of
63.6% with the modified tube adherence method and 87.9% with the modified
microplate method. Acid proteinase was detected in 92.9% of the strains with BSAA.
SAP1 was detected at a rate of 65%, SAP 2 at a rate of %82.9, SAP3 at a rate of
%77.9, SAP4 at a rate of %79.3, SAP5 at a rate of %13.6, SAP6 at a rate of %81.4,
SAP7 at a rate of %82.9, SAPS at a rate of %40, SAP9 at a rate of %38.6, and SAP10

at a rate of %36.4 in C. albicans strains using the PCR method. The presence of all
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SAP genes was observed concurrently in a total of 4 strains (2.8%). In this study,
SAP1, 2, 3, 4, 6 and 7 genes were detected most frequently. We consider that
determination of the virulence factors and related virulence genes in Candida species

will significantly contribute to explaining the pathogenesis of the infections
developing with Candida species.

Key words: C.albicans, SAP, biofilm, acid proteinase
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GIRIS

Candida tiirleri; cansiz ylizeylerde, bir¢ok hayvan ve insanin deri ve
mukozasinda yasayan firsat¢i patojenler olup oOzellikle hastanede yatan immun
sistemi zayif hastalarda yiizeyel ve derin mikozlara yol acarlar. Normal flora elemani1
olan mantarlar, birgok klinik 6rnekte iiremeleri nedeniyle, zaman zaman gereksiz
tedavilere yol agmaktadirlar (1).

Yenidogan ve yetiskin yogun bakim iinitelerinde genel durumu bozuk olan
hastalarin daha fazla izlenmesi, genis spektrumlu ve ¢oklu antibiyotik kullaniminin
artmasi, biiylik cerrahi girisimlerin ve yapay protez kullammminin yaygimlasmasi
sonucu fungal enfeksiyonlarda artig goriilmiis ve firsat¢it patojenler arasinda en
onemli yeri mantarlar almistir (2).

Immiinsupresiflerde en sik ve en dnemli fungal patojenlerin mayalar oldugu;
bunlar arasinda da en sik Candida cinsine rastlanildig: bilinmektedir (3). Son yillarda
hastane kaynakli dolagsim sistemi enfeksiyonlar1 arasinda kandidemi insidansinin bes
kat arttigi ve Candida tiirlerinin en sik saptanan dordiincii etken oldugu
belirtilmektedir (3, 4).

Genellikle konakta, Candida enfeksiyonlarina karsi dogal direng
goriilmektedir. Konak hiicre hasarmi1 Candida tiirlerinin viriilans faktorleri ve
savunma mekanizmalar1 araciligiyla verilen konak immun yanit1 belirlemektedir (5).
Bagisikligi yenmek i¢in tiire ve kokene bagli bazi faktorler birlikte rol
oynamaktadirlar. Patojenite kriterleri denilen bu faktorler Candida tiirlerinin
viriilansimi belirlemektedir (6, 7).

Yapilan arastirmalarda Candida enfeksiyonlarinda proteaz, esteraz, fosfolipaz
ve slime dretimi gibi viriilans faktorleri aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (8).
Bunlardan en dnemlilerinin, konak hiicre ile yapay yiizeylere adezyon igin gerekli
olan slime faktor ve epitelyum hiicrelerine girerek derin dokulara ilerlemede rol
oynayan proteinaz enzimleri oldugu ileri siiriilmektedir (9).

Enfeksiyonlarin patogenezini agiklamak i¢in bir¢cok invitro test gelistirilmis
ve hayvan modellerinde olusturulan enfeksiyonlar ile viriilans faktorlerinin dnemi

ortaya konmustur. Boylece tedavi i¢in yeni alternatifler gelistirilmeye baslanmistir
(20).



Bu calismada laboratuvarimizdaki cesitli klinik O6rneklerden izole edilen
Candida albicans suslarinda, slime faktor ve proteinaz aktivitesinin fenotipik
yontemlerle arastirilmasi, pozitif bulunan suslarda SAP genlerinin varhiginin ortaya
konmas1 ve bu viriilans faktorleriyle SAP genleri arasindaki baglantinin incelenmesi

amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

CANDIDA TURLERI

Tarihce

Agizdaki pamukguk lezyonlar1 M.O. dérdiincii yiizyildan beri bilinmektedir
ve bu lezyonlarmm akcigerlerde invaziv olarak yerlesebildigini de Rosen von
Rosenstein 1771°de gostermistir. Almanya’da Bernhard Rudolph Conrad von
Langenbeck, 1800’li yillarin basinda tifo nedeniyle 6len bir hastanin 6zefagus
mukozasindan soyutladigi organizmayi parazit olarak tanimlamis ve bu etkenin tifo
ile iligkili oldugunu disiinmistiir. Emil Berg ise 1841’de pamuk¢ugun mantarlara
bagli olarak meydana geldigini ortaya koymustur. Gruby bir y1l sonra Langenbeck’in
soyutladig1 bu organizmanin Sporotrichum tiirii oldugunu bildirmis, 1842°de de Berg
tarafindan deneysel olarak oral aft modeli olusturularak bu konudaki ilk ve en 6nemli
adim atilmistir. Robin 1847 yilinda mantar1 Oidium albicans olarak adlandirmus,
ardindan Frank ve Wilkinson, agizdaki lezyonun genital organlarda da
bulunabilecegini ortaya koymustur. Hansen bu mantar1 Monilia olarak 1888’de
smiflandirmistir. Bundan iki y1l sonra Zopf Monilia albicans adin1 vermistir. Roth
Berkhout 1920°li yillarin basinda pamukguk etkeni olan bu mikroorganizmanin bir
Monilia tiirii olmadigini bildirerek jenerik ismi olarak Candida’yr Onermistir.
Antibiyotiklerin 1940’11 yillardan itibaren kullaniminin yayginlasmasi ile Candida
enfeksiyonlarmin sikligmin arttigi goriilmiis ve konuyla ilgili ¢alismalara agirhik
verilmistir (11, 12).

Genel Ozellikler

Okaryot, klorofilsiz, absorbsiyonla beslenen mikroorganizmalar olan
mantarlar genellikle yuvarlak ya da oval sekillidirler. Sert hiicre duvarlar1 kitin ve
seliiloz igerir. Tek ya da c¢ok hiicreli olup genellikle birden fazla nukleuslar1 bulunur.
Tomurcuklanarak tirerler ve ¢ekirdekleri mayozla boliiniir. Morfolojileri maya veya
kiif formundadir (13).

Berlin’de 1987’de 14. Ulusal Botanik Kongresi’nde, Dixon ve Fromling
tarafindan yapilan mantar smiflamasina gére Candida tiirleri, Deuteromyces simnifi

icindeki ii¢ takimdan birisi olan Cryptococcales takiminda yer almistir. Bu takimda



Candida ile birlikte Cryptococcus, Trichosporum ve Pitryrosporum cinsleri de
bulunmaktadir (13).

Candida tiirleri ince duvarli, oval, kapsiilsiiz, hareketsiz, Gram-pozitif, 1-3 x
4-6 um boyutlarinda, lateral tomurcuklanma (blastospor) ile asekstiel olarak {ireyen
fakiiltatif anaerob mayalardir. Maya formu disinda, kiiltiir ve dokularda yalanci hif
veya gercek hif olusturabilirler. Yalanci hifler tomurcuklanma sirasinda meydana
gelen uzantinin ana hiicreden ayrilmamasi sonucu geligir. Yeni hiicre ana hiicreye
bagli kalarak uzar ve flamentdz bir yapt olusturur. Gergek hifler ise maya
hiicresinden veya hifin bir dalindan olusabilir; bogumlanma gostermez, apikal uzanti
tarzinda, bolmeli ve diizgiin kenarhidir (13, 14). Tiirlerin ¢ogu yalanci hif olusturur.
Candida albicans ve ¢ok seyrek izole edilen Candida dubliniensis ve Candida
norvegensis tiirleri gercek hif olusturma 6zelligine sahiptir (14, 15).

Candida tiirleri ¢evresel saprofit olarak bulunan 150’den fazla tiirii
mevcuttur. Bunlarin %65’inden fazlasi1 37°C’de iireyememektedir. Bu nedenle
Candida’larin gok az bir kismi insanlarda kommensal olarak bulunup enfeksiyona
neden olmaktadir. Candida albicans en sik soyutlanan tiir olmakla birlikte Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida
guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida kefyr, Candida dubliniensis siklikla
saptanan tiirlerdir. Nadiren soyutlananlar ise Candida famata, Candida utilis,
Candida inconspicua, Candida lipolytica, Candida rugosa, Candida viswanathi,
Candida haemulonii, Candida norvegensis, Candida catenulata, Candida
intermedia, Candida lambica ve Candida zeylanoides’tir (14).

Candida tiirleri Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve kanli agarda, oda 1sisinda
(22-26°C’de) ve 37°C’de kolayca ireyebilirler. Kiiltiir icin alman o6rnekler hem
26°C’de hem de 37°C’de ayr1 ayr1 inkiibe edildiginde 37°C’de iirememe saprofitligi
ortaya koyan bir ozelliktir. Patojen Candida tiirlerinin ¢ogu hem 26 °C hem de
37°C’de iirerler. Uretildikleri ortamda neme ihtiyag duyarlar (%30-40).
Ureyebilmeleri icin en iyi pH 4.5-5 arasinda olmakla birlikte pH 3-7.5 arahginda da
ureyebilirler. Oda 1sisinda ve SDA besiyerinde 24-48 saatte krem renkli, opak,
diizgiin yiizeyli, 1-2 mm capta, tipik maya kokusu olan, S tipi koloniler olustururlar.
Candida kolonileri, S formundan R formuna kendiliginden doniisebilir. R tipi

kolonilerin olusumu daha ¢ok migellerin miktarmin artmasi ile ilgilidir. C. albicans



bazen ilk izolasyonda SDA’da burusuk koloniler olusturabilir. Bunlar alt kiiltiirlerde
S tipi kolonilere doniisebilmektedir. C. albicans kanli agarda kenarlarinda yildizsi
uzantilar1 olan koloniler olusturur (12, 13).

Okaryotik yapida olan Candida tiirleri; hiicre duvari, sitoplazmik membran,
sitoplazma, mitokondri, 80S yapisinda ribozom, endoplazmik retikulum, golgi
cisimcigi ve membran ile gevrili niikleustan olugur. Bu yapmin énemli bir bileseni
olan c¢ok kath hiicre duvari, degisen ozmotik basinca karst hiicrenin seklini
korumasmi saglayan konak hiicreleriyle iliskide bulunan dinamik bir yap1 olup;
hiicre kuru agirliginin %30’unu olusturmaktadir. Candida tiirlerinin hiicre duvari,
karbonhidratlar (%80-90), proteinler (%5-15) ve lipidler (%2-5) den olusur.
Karbonhidratlarin %20-35’ ini mannoproteinler, %50-65 ini B glukan ve %0.6-10’
unu kitin olusturur. En dista konak hiicreye adezyonu saglayan protein tabakasi
bulunur. Bu tabaka N-asetil glukozaminidaz ve asit fosfataz gibi enzimler igerir.
Mannoproteinlerdeki farklhiliklar Candida tiirlerinin ayrilmasinda kullanilir. Ancak,
aralarinda ¢apraz reaksiyon goriilebilmektedir. Hiicre membrani, hiicrenin ¢evreyle
kimyasal madde degisimini saglar. Candida tiirlerinin hiicre duvarinda bulunan
lipitler sterol esterleri (zimosterol), serbest sterol (ergosterol), trigliseritler ve
fosfolipitlerden olusmaktadir (15, 16). Hiicre yapisindaki mitokondrileri diger
Okaryot hiicrelere benzemekle birlikte hiicre basina diisen mitokondri miktar1
respiratuvar  aktiviteye bagli  olarak  degismektedir. Candida tiirlerinin
sitoplazmasinda, igerisinde hidrolitik enzimlerin, iyonlarm ve metabolitlerin

bulundugu vakuoller yer alir (15).

Epidemiyoloji

Candida tiirlerinden biri olan C. albicans insanda agiz, bogaz, gastrointestinal
sistem gibi mukoza normal florasinda bulunmakla birlikte patojen olarak tim viicut
bolgelerinden izole edilebilmektedir. C. albicans dogada memelilerden bagka
bitkilerde, toprak ve suda da bulunabilirler. Diger tiirlerden C. parapsilosis insan
derisinin normal florasinda, memelilerde, ayrica zeytin, ¢ay, bira, salatalik, meyve
sular1 ve su gibi insan dis1 ¢esitli kaynaklarda; C. tropicalis, memelilerde, su, meyve,
ekmek mayasi, organik maddelerce zengin topraklarda; C. glabrata su ve toprakta;

C. guilliermondii ve C. krusei bitkiler, su ve toprakta bulunabilmektedir (17).



Candida tiirlerinin bazilar1 insan viicudunun belirli bolgelerinde yerlesme egilimi
gosterirler; Ornegin C. parapsilosis’in deri ve dis kulakta; C. tropicalis’in agiz
cevresi, tirnak, bagirsak, deri ve dis kulakta; C. glabrata nin agiz ve bagirsakta; C.
guilliermondii 'nin deride daha sik izole edildigi bildirilmistir (18).

Nozokomiyal mantar infeksiyonlar1 siralamasinda fungemiler ikinci sirada
yer almaktadir (19). italya’da yapilan bir calismada, kandidemili olgulardan %40
oraninda C. albicans, %23 oraninda C. parapsilosis, %8 oraninda C. tropicalis, %15
oraninda C. glabrata, %13 oraninda diger tiirler izole edilmistir (20).

Son yillarda kandidemi igin risk faktorleri siklikla arastirilmistir. Bazi
arastiricilar yiliksek oranda santral vendz kateter (SVK) kullanimini risk faktori
olarak bildirirken, bazilar1 ise ¢ok yonlii analizler ile yas ve yogun bakim iinitesinde
kalig stiresini 6nemli risk faktorleri olarak saptamustir (21, 22). Tayvan’da yapilan
baska bir ¢aligmada, kandidemi olgularinda altta yatan hastaliklar arasinda en sik
kanser ve diyabetes mellitus saptanmis, risk faktorleri genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, SVK kullanimi ve Candida kolonizasyonu olarak belirlenmistir (23).
Amerika, Avrupa, Kanada ve Latin Amerika’da 1997-1999 yillar1 arasinda, 71 tip
merkezi kapsaminda yapilan ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida
tirlerinin %55’ini C. albicans, %15’ini C. parapsilosis, %25’ini C. glabrata,
%9’unu C. tropicalis, %6’sm1 diger Candida tiirlerinin olusturdugu bildirilmistir
(24). Avrupa’da yapilan diger bir ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida
tirleri %53 C. albicans, %21 C. parapsilosis, %12 C. glabrata, %6 C. tropicalis, %2

C. famata, %1 C. krusei ve %1 C. inconspicua olarak saptanmustir (25).

Klinik Onemi

Candida tiirleri hafif yiizeyel enfeksiyondan, agir sistemik enfeksiyona kadar
cesitli klinik tablolara yol acarlar. Normal flora igeren bolgelerde fizyolojik
kosullarin degismesi, hormonal dengenin bozulmasi, immun sistemi baskilayan
ilaglarm kullanilmasi, kanser veya AIDS gibi immun yetmezlige yol acan hastaliklar
Candida enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikigini kolaylagtirmaktadirlar (26, 27).

Cilt florasinda 6zellikle nemli kat yerlerinde daha ¢ok C. parapsilosis, C.

guilliermondii ve daha az siklikta C. tropicalis ve C. krusei’ye ve ender olarak C.



albicans’a rastlanir. Sik1 giyinmek ve lokal antibiyotik kullanimi kolonizasyonu
arttirrr (26, 27).

Gastrointestinal sistem florasindaki Candida tiirleri tizerine diyet, bakteri
floras1 ve laktik asitin denetleyici etkisi vardir. Saghkli kisilerde agizda %30,
jejenum ve ileumda %55 ve gaitada %65 oraninda kolonizasyona rastlanir (28). Agiz
florasinda %75 C. albicans, %8 C. tropicalis, %6 C. krusei ve %2-6 C. glabrata
goriilir. Bozulmus agiz hijyeni, dis protezi uygulanmasi, sigara i¢ilmesi gibi
durumlarda ve diabetiklerde sayilarinda artis goriilir. Genis spektrumlu
antibiyotiklerin uzun siire kullanilmasi da gastrointestinal kolonizasyonu
arttrmaktadir. Anorektal ve digki florasinda Candida tiirlerinin %50’si C. albicans,
%20’si ise C. tropicalis ve C. glabrata’dir. (26-28).

Saglikli kadinlarin %5-30’unda vajinal flora iiyesi olarak Candida tiirlerine
rastlanir, fakat gebelik ve oral kontraseptif kullanimi gibi faktorler ile bu oran degisir
(26). Vajinitlerin iicte birinde etken olup, eriskin kadnlarin %75’inin yasamlari
boyunca en az bir kere vajinal Candida enfeksiyonu gegirdigi bilinmektedir (29).

AIDS hastalarinda Candida enfeksiyonlar1 morbidite ve mortalitenin 6nemli
bir nedenidir. Prototipik belirtisi mukokutanoz kandidiazistir. Bu grupta, Candida
tiirlerine bagli %41.8 oraninda orofarinjit ve %9.4 6zefajit goriilmektedir. Ayrica
Candida vajiniti de onemli bir problemdir. Invaziv veya hematojen dissemine
kandidiazis nadir olmakla birlikte nétropeni ve/veya intravendz kateter varhiginda
ortaya cikabilir (1). Immiin yetmezligi olanlarda topikal mikozlarin kullanimi
sonucunda genellikle hematojen enfeksiyonlar gelismektedir. Nozokomiyal sepsis
olgularinda hematojen kandidoz sikhigi yaklasik %6-15°dir (30, 31). Risk
faktorlerinin 1980°1i yillarda degismesiyle hematojen kandidoz siklig1 belirgin olarak
artmistir. Yetigkinlerde C. albicans damar i¢i ya da peritoneal kateterle, C. tropicalis
bunlara ek olarak genitoiiriner sistem kaynakli enfeksiyonla, C. parapsilosis ise
hiperalimentasyon sivilar1 ve damar i¢i basing monitdrleriyle salginlara neden

olmaktadir (32).

Patogenez ve Viriilans Faktorleri
Floradaki mantarlar genellikle dnce sayilar1 artarak kolonizasyon ve daha

sonra buna bagli olarak enfeksiyon meydana getirirler. Yiizeyel mikozlarda, deri



veya mukozanin biitlinliigliniin bozuldugu yerlerden yalanci hifleri ile doku icine
giren Candida tomurcuklanarak olusturdugu blastokonidyumlariyla dokuya yayailir.
Derin veya sistemik mikozlarda ise genellikle Once gastrointestinal sistem
kolonizasyonu meydana gelir, sonra mukozay1 gegerek kana ulasir. Fagositik etkinlik
yetersizse hemen hemen her organ ve sisteme yerlesebilir (33).

Dermis ya da kan dolasimina gegen Candida tiirlerine karsi polimorfoniikleer
l6kositler savunmaya katilirlar. Monosit ve eozinofiller fagositozda rol alirlar. Ayrica
doku makrofajlar1 ve retikiiloendotelyal hiicreler de Candida tiirlerini 6ldiirebilirler
(27). Fagositlerin  Candida tiirlerini 6ldiirmelerindeki baslica mekanizmalar;
myeloperoksidaz, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon sistemleri olup kimotripsin
benzeri katyonik proteinler iiretip membran gegirgenligini arttirarak da etki ederler.
Istya duyarli ve direngli opsoninler de Candida tiirlerinin fagositozunu
kolaylastirirlar (27, 34).

Floradaki bakteriler, besin maddelerini hizla tiiketip toksik maddeler iireterek
Candida tiirlerinin ¢ogalmasmi engellerler (26). Candida tiirlerine kars1 humoral ve
hiicresel bagisiklik gelisir, fakat hiicresel bagisikligin rolii daha fazladir. Yiizeyel
deri enfeksiyonlarinda hiicresel bagisikligin, sistemik enfeksiyonlarda ise dogal
direncin yaninda humoral bagisikligin 6ne ¢iktig1 sdylenebilir (27, 35).

Candida enfeksiyonlarinin patogenezindeki major virulans faktorleri konak
epitel ve endotel hiicrelerine adezyon, germ tiip olusumu ve proteinaz iiretimidir.
Ayrica fosfolipaz sekresyonu, toksin liretimi, fenotip degisimi, hiicre duvar1 ve yilizey

degisimi, hidrofobisite gibi faktorler de virulans ve patogenezde rol almaktadir (1, 9).

Adezyon (konak hiicre yiizeyine tutunma)

Hiicre duvari, mannan ve protein komponentleri ile epitele yapisma
invazyonda onemlidir (36). Diger ylizey karbonhidrat yapilar1 olan beta glukan ve
kitine karsilik; konakta bunlarin baglanabilecegi fukoz, N- asetilglukozamin ve
siyalik asit bulunur (5). C. albicans aderansi en fazla olan tiirdiir (7). Karbon kaynag1
olarak yiiksek konsantrasyonda seker (6zellikle galaktoz) i¢eren ortamda tireyen C.
albicans kokenlerinin epitelyuma daha iyi baglandigi ve daha virulan oldugu

gosterilmistir (37).



Hiicre duvanri, yiizey degisimi ve hidrofobisite

Maya hiicre duvarinin viriilanstaki en 6nemli rolii, adezyon basamaginda
olmaktadir (10). Yapilan molekiiler calismalarda, epitelyum ve endotele baglanmada
rol alan ligandn C. albicans’in yiizeyindeki hiicre duvari molekiillerinden
mannoprotein oldugu anlagilmistir (38). Antijen olarak konaga sunulan mannoprotein
immunomodiilator etkilidir. C. albicans’in germ tiip olusumu doneminde hiicre
yiizey hidrofobisitesi degisir, plastik yiizeylere ve epitelyuma baglanma yetenegi
artar (9). C. albicans yiizey 6zelliklerine gore iki gruba ayrilir. Birinci grup, yiiksek
seker konsantrasyonuyla ylizey kompozisyonunu degistirebilir ve karbonhidrattan
zengin diyetle beslenenlerde oral kandidoz gelismesi bu sekilde agiklanabilir. Tkinci
grup, ylizeyini degistirme ozelligini kaybetmistir ve patojenik potansiyelleri ¢ok

diisiiktiir (34).

Germ tiip - hif olusumu (dimorfizm)

Candida tiirlerinde aktif semptomatik enfeksiyon, hif sekilleri ile iliskilidir
(39). Miselyum (kiif) iireterek ¢ogalabildigi bilinen tek tiir C. albicans’tir (39). Hifler
uzarken ortamdaki topografik degisikliklere gore yon degistirebilmektedir.
Tigmotropizm adi verilen bu olay, in vitro kosullarda C. albicans’in yapay
membranlarda iiremesi sirasinda gozlenmistir. Membranda mindr bir aciklik veya
por olustugunda hif, uzadigi yonii degistirerek bu porlara yOnelmektedir.
Tigmotropizmin, hifin lokal yaralara invazyonunda rol alan bir faktor olabilecegi
diistiniilmektedir (40). Hif seklinin maya sekline gore dokuya elli kez daha fazla
yapismast ve plastik ylizeylere tutunmayi saglayan fibriler bir tabaka olusturmasi
Candida tiirlerinin patogenez ve virulanstaki roliinii gostermektedir. Tomurcuklu
hiicreden germ tiipe gegiste hiicre yiizey bilesiminde degisiklikler meydana gelir ve
cesitli adezinler olusur (1, 39). Notrofiller C. albicans blastosporlarint germ tiip ve
uzun hiflere gore daha iyi fagosite eder (5). Bazi arastirmacilar, enfeksiyon
gelistirebilme agisindan iki seklin de patojenite de Onemli oldugunu
vurgulamiglardir. Dimorfizmin biyofilm olusumundaki 6nemini incelemek icin
yapilan bir ¢aligmada, maya formunun (i¢ tabaka) yiizeye yapismada onemli oldugu,

hif formunun (dis tabaka) da kalinlik sagladig: bildirilmistir (7).



Toksinler

C. albicans maya fazinda, hemolizin ve endotoksin benzeri maddeler iiretir.
Glikoprotein yapidaki toksinler ve kanditoksin yiiksek molekiil agirliklidir.
Glikoprotein yapidaki toksinler; glikoz, mannoz gibi karbonhidratlar ve protein
icerir. Iwata ve arkadaslar1 tarafindan virulan bir C. albicans kokeninden izole edilen
kanditoksinin hiicre oldiiriicii ve enfeksiyon arttirict etkisinin oldugu gosterilmistir.
Ayrica kanditoksin iireten bir C. albicans kokeninde diisiik molekiil agirlikli

toksinler saptanmis bunlarmn da alt1 ¢esidinin oldugu gosterilmistir (10).

Fenotipik degisim

C. albicans suslarindan bazilar1 fenotipik degisimle 6zgiil sentetik besiyerinde
farkli goriinimde koloniler meydana getirirler. Yapilan bir ¢alismada invaziv
enfeksiyona sebep olanlarin, kommensal kdkenlere gére daha sik fenotipik degisiklik

yaptig1 ve invazyon i¢in optimal fenotipi se¢tigi sonucuna varilmstir (42).

Slime faktor ve biyofilm olusturma

Slime faktor ilk kez 1982°de Christensen tarafindan tanimlanmistir (43).
Candida tiirleri tarafindan da olusturulan slime; viskOz, ekstraselliiler bir madde
olup, mikroorganizmanin plastik yilizeylere yapismasi ve prostetik materyallere
kolonizasyonunda gorevlidir (44). Tibbi gereglerin implantasyonunu takiben
oncelikle; tikrikk, mukus, serum veya kan gibi viicut sivilarindaki g¢esitli
makromolekiiller (fibrinojen, fibronektin, kollajen ve laminin gibi) yiizey {izerinde
birikerek hazirlayici bir film tabaka olustururlar. Mikroorganizmalar genellikle bu
film tabakasina tutunurlar. ilk adezyon geri doniisiimlii ve gevsek olup ekzopolimer
dretimi ile sik1 bir tutunmaya doniisiir. Ekzopolimerler, makromolekiillerin
olusturdugu katmani saran slime (glikokaliks) tabakasini olusturur. Slime tabakasi
icinde ¢ogalan mikroorganizmalar ekstraseliiler matriks salgilamaya devam ederek
kalin bir biyofilm tabakasina yol agarlar (41). Olgun biyofilmin yaklasik %151
hiicrelerden ve %85’i matriks materyalinden olusur (46). Matriks yapisinda;
karbonhidrat, protein, heksozamin, fosfor ve uronik asit bulunur ve oranlari tiire gére
degisir (47). Nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda Candida tiirlerinin siklig1

artmaktadir ve ¢ogunlukla bu enfeksiyonlardan, implante geregler sorumlu olup
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gerecin yiizeyinde biyofilm saptanmaktadir (45). Farkli Candida tiirlerinin, hatta
farkli C. albicans suslariin biyofilm olusturma kapasiteleri de farklidir. Ortamdaki
artmig glukoz miktar1 biyofilm olusumunu hizlandirmaktadir. Hafif akimin oldugu
ortamlarda (dolagim ve iiriner sistem gibi) statik ortamlara goére biyofilm olusumu
daha fazladir. Yiizeyin kimyasal yapisi da biyofilm olusum hizin1 etkilemektedir ve
polivinilkloriire oranla lateks yiizeylerde daha fazla goriiliirken, poliiiretan ve %100
silikonda ise azalmisg olarak saptanmistir (45). Biyofilm, mikroorganizmanin
implante gereglere yapisip ¢ogalarak, siirekli bir enfeksiyon kaynagi olmasina sebep
olur. Biyofilm tabakasinin mikroorganizmay1 opsonizasyon, fagositoz ve kemotaksis
gibi viicudun savunma mekanizmalarindan korudugu bildirilmistir (48). En 6nemli

ozelliklerinden biri de antifungal ajanlara direng gelisimine sebep olmasidir (45).

Aglutinin Like Sequence (ALS) Ailesi Proteinleri

C.albicans gen ailesi i¢inde enzimatik aktivitesi olmayan tek gen ailesi ALS
ailesidir. immunohistokimyasal boyamalar ALS proteinlerinin C. albicans’m hiicre
duvarinda lokalize oldugunu gostermistir. ALS genleri ilk olarak C. albicans’da
tamimlanmistir ve bu gen ailesinde 9 gen oldugu gosterilmistir; fakat ALS3 ve
ALS8’in ayn1 gen oldugu daha sonra yapilan ¢alismalarda gosterildiginden ALS8 bu
gen ailesinden c¢ikarilmistir. ALS1,ALS2,ALS4,ALS5 ve ALS9 kromozom 6’da
bulunurken; ALS6 ve ALS7 kromozom 3’de, ALS3 kromozom R’de bulunur (49).

C. albicans’da hem ALS1p hem de ALS5p (ALAlp) proteinlerinin adezin
islevinin oldugu gosterilmistir. Bu genler tarafindan kodlanan proteinlerin ikisi,
ALSS5p ve ALS1p, Saccharomyces cerevisiae nin insan hiicrelerine ve ekstraselliiler
matriks komponentlerine adezyonuna araci olabilmektedir. ALS5p, ekstraselliiler
matriks proteinleriyle kaplanmis substratlara ve insanda bukkal epitelyum
hiicrelerine ve hiicrelerin biraraya toplanmasinda adezyonun baglangicina yardimci
olur (50).

ALS1, adezyon igin 6nemli oldugu kadar hif gelisimi i¢in de 6nemlidir. In
vitro ALS1 ekspresyonu kiiltiir ortaminin igerigi tarafindan diizenlenir ve ALS3 hif
spesifiktir. Ancak Zaho ve ark. (50) ALS1/ALS1 ve ALS3/ALS3 mutant suslarin
dogrudan karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda ALS3p’nin daha gii¢lii bir adezin oldugu

sonucuna varmislardir.
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ALS genleri igerisinde ALS6 ve ALS7 aile i¢indeki diger genlerle benzerligi en
az olanlardir, bunlardan da ALS7 en az benzeyenidir. ALS1 benzeri tekrarlayan
dizileri kodlayan genler ise ALS1, ALS2, ALS3 ve ALS4’diir (51).

Salgisal Asit Proteinaz Enzimi (SAP)

Salgisal Asit Proteinaz (SAP) tiretimi ilk kez Staib tarafindan 1965 yilinda C.
albicans kokenlerinde saptanmistir. Kromotografik yontemlerle saflastirilan enzim
cok sayida aspartik asit rezidiileri icerdigi i¢in 1993 yilinda American Society for
Microbiology tarafindan salgisal aspartik proteinaz adi ile kabul edilmistir (52).
Ayrica pepstatin A ile inhibe oldugu i¢in karboksil proteinaz, asit pH’da (pH:2,4-4)
aktivasyon gostermeleri nedeniyle asit proteinaz adi ile de anilmaktadir (52, 53). C.
albicans’in yan1 sira C. tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. rugosa, C.
lusitaniae, C. lipolytica gibi diger bazi Candida tiirlerinin amonyum igermeyen, azot
kaynagi olarak sadece protein igeren besiyerlerinde iiretildiklerinde proteinaz enzimi
salgiladiklarini saptanmistir (54).

C. albicans suslarinda, 1991 yilindan itibaren SAP ailesini kodlayan birgok
gen tanimlanmustir (55, 56). SAP enziminin; molekiil agirliklar1 42-49 kDa arasinda
degisen, primer dizilimleri, izoelektrik noktalar1 ve biyokimyasal 6zellikleri farkli
izoenzimlere sahip oldugu anlasilmistir (9). Salgisal asit proteinaz enzimi
glikoprotein yapisinda olup, amino (N) ucunda triptofan, karboksil (C) ucunda 16sin
bulunan ve ¢ok miktarda aspartik asit rezidiileri igeren bir polipeptid zincirine
sahiptir (57).

Giinlimiizde, C. albicans tiiriinde 10 farkli SAP geni (SAP1-10) saptanmustir.
Diger Candida tiirlerinde de homolog genler tanimlanmistir (53, 58, 59). C.
dubliniensis’de 7 SAP geni tanimlanmis ve bu genlerin C. albicans’la yakin gen
benzerligi bulundugu belirlenmistir. C. dubliniensis’in sebep oldugu mukozal
enfeksiyonlarda SAP’in 6nemli oldugu bildirilmistir (60). C. tropicalis tiiriinde ise 4
farkli SAP geni (SAP1-4) tanimlanmistir ve Saptlp enzimi in vitro olarak en g¢ok
tiretilen enzimdir, diger enzimler ise sadece Reverse Transkriptase-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) ile saptanabilmis ve ¢ok diisiik miktarda bulunmustur
(58). C. parapsilosis tarafindan da salgilanan iki aspartil proteinaz izole edilmistir
(58, 61).
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SAP geninin maya-hif dimorfizmi ve fenotipik degisim ile ilgili oldugu ortaya
konulmustur. Ornegin; SAP1, SAP2, SAP3 izoformlar1 sadece maya formunda, SAP4,
SAP5, SAP6'nin notral pH’da hifal formda, SAP9, SAP10’nun her iki formda
bagimsiz bulundugu; SAP1’in C. albicans’in opak fenotipinde, SAP2 ve 3’lin ise hem
opak hem de beyaz fenotipte iiretildigi belirtilmistir (6). SAP genleri ile ilgili
calismalarda en ¢ok SAP2 geni iizerinde durulmustur. insan epidermis modelinde
SAP1 ve 2’nin iretiminin invazyonda, SAP8’in penetrasyonda, SAP6’nin hifal
uzamada gerekli oldugu saptanmustir (53).

Aspartik proteinaz in-vitro pepstatin A ile inhibe edilmektedir. Bununla
birlikte, C. albicans tiiriinde HIV-1 proteazi1 peptidomimetiklerin de SAP iiretimi ve
SAP genlerinin indiiklenmesinde kayba yol agtigi gosterilmistir (62).

Yapilan deneyler salgisal proteinazin hiicre icinde biriktirilmedigini,
sentezlendikten hemen sonra salindigini gdstermistir. Enzim sekresyonu, besiyeri
azot kaynagi olarak sadece protein i¢erdiginde yiiksek; amino asit veya amonyum
tuzlar1 igerdiginde ise dustiktiir (57).

SAP genlerinin ekspresyonu sicaklikla da iliskili bulunmustur. SAP7
ekspresyonuna laboratuvar standartlarinda rastlanmazken, SAP8 25°C’de, SAP2
tiriinleri 30-37°C’de tanimlayici besiyerinde saptanmustir. Enzimin 45°C’de denatiire
oldugu goriilmiistiir (60, 63).

Salgisal asit proteinazin genis bir substrat Ozgiilliigiine sahip oldugu
gosterilmistir. Candida proteinazi, keratin, albumin, hemoglobin, kazein ve kollajeni
parcalama yetenegindedir. Candida proteinazlarinin insan IgGl, 1gAl, IgA2 ve
mukoz membranlarin major Ig'i olan salgisal IgA'y1 par¢alama yetene§inde oldugu
ve bu parcalanmanin genellikle agir zincirde olustugu gosterilmistir. Bunun yani sira
muhtemel hedefler arasinda ®2 makroglobulin, koagiilasyon faktor X ve

anjiotensinojen de yer almaktadir (53, 60).

SAP Enziminin Viriilanstaki Rolii

SAP aktivitesinin asidik pH ile sinirlanmasi, bu enzimin viriilanstaki roliinde
kusku yaratmustir. Vajina ortamu SAP’in indiiklenmesi ve ekspresyonu i¢in c¢ok
uygundur. Enzim izoformlarinin notral pH’da da aktif olmasi lokal asidik ortamin

gerekliligi fikrini ortadan kaldirmistir (6, 9).
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Salgisal asit proteinazin viriilans faktor olarak degerlendirildigi ¢alismalar
genellikle C. albicans kokenleri kullanilarak yapilmis ve yapilan ¢esitli galismalarda
proteinaz enzimi Uretmeyen kokenlerin lretenlere oranla viriilanslarinin diisiik
oldugu, zayif patojen olduklar1 ya da patojen olmadiklar1 gosterilmistir (64).

Bununla birlikte, yapilan birgok ¢alisma C. albicans kokenlerinin proteinaz
aktivitesiyle, deneysel sistemik hayvan enfeksiyonlarinda 6ldiiriicti etkisi arasindaki
baglantiy1 agiklamayi amaglamistir. Genetik agidan akraba olmayan C. albicans
kokenlerini kullanarak yapilan bir ¢alismada, proteolitik olan ve proteolitik olmayan
kokenlerin farelerdeki 6ldiiriicii etkileri arasindaki fark incelenmis ve proteolitik olan
kokenlerin digerlerine oranla daha oldiiriicii oldugu gosterilmistir (65). Yapilan
baska bir ¢alismada, proteinaz iireten C. albicans C9 kokeninin enjekte edildigi
farelerin 21 giine kadar %100 iniin 6ldiigii, bununla beraber nitréz asit ile mutant
hale doniistiiriilen proteinaz tiretmeyen COM1 kokeni ile enjekte edilen farelerde 22
giine kadar 6liim olmadigi, 23-30. giinler arasinda 1 farenin 6ldiiglinii saptanmistir
(66). Baska bir ¢alismada, C. tropicalis Saptlp geninin de fare 6liim oraninda bir
rolii oldugu gosterilmistir (58).

Edison ve ark (67), diisiik seviyede ekstraselliiler proteinaz tireten MY 1049
kokeni ile wild tip MY1044°i karsilastirmis, MY 1049 kokeninin kiiltiir ortaminda
daha yavag iiredigini ve toplam proteinaz aktivitesinin daha diisiik oldugunu
gostermislerdir. Inhibitdrlerin her iki kokene etkileri arasinda ise dnemli bir farklilik
bulunmamustir.

Candida albicans tiirlerinde, proteinaz iiretimi ile konak dokuya adhere
olabilme yetenegi arasindaki korelasyon birgok calismada gosterilmistir. Ornegin;
Ghannoum ve Elteen (68) yaptiklar1 bir ¢aliymada, yiiksek proteolitik aktivite
gosteren C. albicans kokenlerinin insan yanak epitel hiicrelerine kolayca adhere
olabildiklerini, C. albicans kokenleri ile yaptiklar1 diger bir ¢aligmalarinda ise;
yliksek proteolitik aktivite gdsteren kokenlerin yiiksek adherans degerlerine sahip
oldugunu goéstermislerdir.

Candida enfeksiyonu boyunca, hastalarin serumlarinda Anti-SAP antikorlar1
yiksek titrelerde saptanmaktadir. Ayrica vajinitli farelerde ve kandidiyazli murin
modellerinde, Anti-SAP antikorlarinin koruyucu etkisi gosterilmistir. SAP1-6’ya kars1

spesifik antikorlar ile yapilan bir ¢calismada, enfeksiyonun devam ettigi siirece SAP
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enzimi pozitif saptanmistir. Sistemik C. albicans enfeksiyonu sebebiyle 6lmiis
immiinkompromize hastalarm organlarinda da SAP antijeninin varlig1 gosterilmistir.
Benzer sekilde, insan ve deney hayvanlarindaki sistemik Candida enfeksiyonlarina
bagli lezyonlarda immiinohistokimyasal yontemlerle SAP antijeni saptanmustir (64).

Cesitli klinik ve deneysel bulgular, proteinaz enziminin Candida vajinitinin
patogenezinde onemli bir viriilans faktorii oldugunu desteklemektedir. Kiling ve ark
(69) yaptiklar1 bir calismada, vulvovajinal kandidozlu hastalarin tiimiinde florometrik
yontem ile proteinaz aktivitesi Saptamuslardir. SAP-2 izoenziminin vajinitlerde
onemli rol oynadig1 agikca gosterilmistir. Yapilan birgok caligmada, aktif vajinitli
hastalardan izole edilen C. albicans kokenlerinin aspartil proteinaz aktivitesi
tastyicilardan daha yiiksek bulunmustur (70, 71).

Deri ve kandan izole edilen C. parapsilosis kokenlerinin viriilansmnin
karsilastirildig1 bir ¢alismada, kutan6z izolatlarin hepsinin kan izolatlarmin ise bir
kismmin salgisal aspartil proteinaz aktivitesi gosterdigi, ayni zamanda deri
izolatlarmin enzim aktivitesinin kan izolatlarindan 4 kat daha yiiksek oldugu
saptanmugtir. Ayni ¢alismada deri izolatlarinin fare vajinit modelinde kan izolatlarina
oranla daha yiiksek vajinopatik oldugu gosterilmistir (72).

Yapilan galismalar ¢ogunlukla C.albicans’a yonelik olmakla birlikte, C.
albicans dis1 Candida tiirlerinin de artisina paralel olarak C. parapsilosis, C.
dubliniensis ve C. tropicalis tiirlerini igeren arastrmalar yapilmis ve patojenik
Candida tiirlerinin SAP geni tasidig1 ve hiicre dis1 proteinaz tirettigi belirlenmistir. C.
kefyr, C. krusei, C. glabrata ve C. guilliermondii ise nadiren SAP enzimi
uretmektedir. Candida SAP enzimleri ile yapilan genis kapsamli genom
calismalarinda bu enzimin Candida viriilansindaki 6nemli roliiniin detaylh bir sekilde

degerlendirilmesine imkan saglayacagi belirtilmistir (58).

Laboratuvar Tanisi

Candida tiirlerinin tanisinda ilk basamak klinik 6rneklerden hazirlanan direkt
preparatlarin incelenmesidir. Direkt incelemede boyasiz hazirlanan nativ preparat
yaninda Potasyum Hidroksit (KOH), Gram, Metilen Mavisi, Wright, Giemsa,
Kalkoflor Beyazi, Periyodik Asit-Schiff (PAS) ve Methenamin Giimiis Boyasi ile

15



hazirlanan preparatlar incelenebilir. Candida tiirleri dokuda en iyi PAS ve
Methenamin Giimiis Boyasi ile gosterilebilmektedir (15, 73, 74).
Hazirlanan direkt preparatlarda tomurcuklanan maya hiicreleri, yalanci ve
gercek hiflerin goriilmesi enfeksiyon belirteci olarak degerlendirilir (15, 33).
Candida tiirlerinin geleneksel tanimlanmasi morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri temel alinarak yapilir. Bu temel morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler:
. Kolonilerin ilk iiretilme besiyerindeki goriinimii ve rengi
. Hiicrelerin biiyiikligii ve sekli
. Hif ve/veya yalanci hif olusumu

. Germ tiip olusturma yetenegi

1
2
3
4
5. Klamidospor olusturma yetenegi
6. Karbonhidrat kullanim1

7. Nitrat kullanimi

8. Seker fermentasyonudur (73).

Klinik 6rneklerden primer izolasyon i¢in en sik kullanilan besiyeri Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA)’dir. Primer izolasyon besiyerlerinin bilesimine bakteri ve hizli
ureyen kiifleri baskilayarak segicilik saglamak i¢in ¢esitli antimikrobikler
(sikloheksimid, gentamisin, kloramfenikol vb.) eklenebilir. Uygun besiyerine ekim
sonrasi plaklar 26°C’de ve 37°C’de inkiibe edilirler. Patojen Candida tiirlerinin gogu
26°C ve 37°C’de birkag giinde iirerken 37°C’de iireyememe saprofitligi ortaya koyan
bir 6zelliktir. Genellikle 24 saatte olusan koloniler 48 saatte daha da belirginlesir;
SDA’da beyaz-krem renkli, diizgiin yiizeyli, 1-2 mm c¢apinda, karakteristik maya
kokusu olan koloniler gozlenir. C. albicans koyun kanl agarda yildiz seklinde
sacakl1 kenarlar1 olan koloniler olusturur (13).

Kiiltiirde tireyen maya kolonilerini tanimlamada ilk yontem germ tiip testidir.
Hizli sonug¢ veren, uygulamasi kolay ve ucuz olan bu test C. albicans’in diger
Candida tiirlerinden ayrimini saglayan basit ama ¢ok degerli bir testtir. Germ tiip
yapimi igin insan, koyun veya dana serumunda 35-37°C’de ii¢ saatlik inkiibasyon
gereklidir. Germ tiip, blastospordan orjin alan, baslangic noktasinda daralma
olmayan ve uzunlugu boyunca hi¢ kabariklik yapmayan paralel uzantilar olarak
gozlenir. C. tropicalis’de hif baslangiglar1 yapabilir fakat blastokonidyalar1 daha

genistir ve ana hiicreden ¢ikis noktasinda darlik bulunmaktadir. Germ tiip testi,
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antifungal tedavi alan ve immun yetmezlikli hastalarda %35 oraninda yanls negatif
sonu¢ vermektedir. C. albicans disinda C. stellatoidea ve C. dubliniensis’de de germ
tiip pozitiftir (13, 15, 75).

Misirunu-tween 80 agar gibi besince fakir ortamlarda maya hiicreleri iyi
yedek besin depolayan klamidosporlar olusturur. Bunlar olusurken hif veya yalanci
hifin bir yerinde sitoplazma yogunlasir, siser ve duvari kalinlasir. Hiflerin iginde,
kenarinda veya ucunda gelisebilen, biiyiik, yuvarlak ve kalin duvarli bu yapilar,
achiga ve diger degisik sartlara karsi Candida tiirlerinin canliligini korumasmi
saglarlar (76). Misrrunu-tween 80 agarda mayalarin olusturdugu blastokonidya,
gercek ve yalanci hif, klamidosporlarin yap1 ve organizasyonlarina gore tiir
diizeyinde taniya gidilmektedir (13). C. albicans izolatlarmin biiyiikk ¢ogunlugu
(>%90) musirunu-tween 80 agara ekilip 25°C’de 72 saat inkiibe edildikleri zaman
yalanc1 ve gercgek hif ile kiimeler halinde yuvarlak blastokonidya olusturur, hiflerin
ucunda da tiire 6zgili karakteristik kalin duvarli "terminal klamidospor” bulunur. C.
tropicalis, uzun yalanci hifleri boyunca tek tek wveya kiigiik kiimeler yapmis
blastokonidyalar olusturur. C. glabrata’da ise kiigiik oval blastokonidyalar bulunur
ancak yalanci hif olusumu goriilmez. C. krusei, ¢apraz kibrit ¢opleri seklinde, agag
benzeri goOriiniim veren uzun blastokonidyalar ile yalancit hif olusturur. C.
parapsilosis’de kisa yalanci hiflerin gevresinde tek tek veya kiigiik kiimeler yapan
blastokonidyalar goriiliir. Tire 06zgii Ozelligi, "dev hiicre" denilen iri hiflerin
bulunmasidir (15, 33, 75, 76).

Candida tiirlerini, kromojenik substratlar kullanarak olusan farkli renk ve
morfolojiler ile hizli ve basit sekilde tanimlamay1 saglayan CHROMagar Candida,
BIGGY agar, Candida ID ve albicans ID agar gibi besiyerleri bulunmaktadir (77,
78).

Candida tiirlerinin  tanimlanmasinda  kullanilabilecek — diger testler
karbonhidrat asimilasyon ve fermantasyon testleridir. Asimilasyon, mayalarin
oksijen varliginda karbon kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrat: kullanma
yeteneklerini ortaya c¢ikarir. Fermantasyon ise karbonhidratlarin CO, ve etanol
tiretimiyle sonuglanan anaerobik kullanimidir (15, 76). Maya tanimlamasi igin
Wickerham ve Burton’un gelistirdigi klasik asimilasyon ve fermantasyon testleri

uzun zaman almaktadir. Daha hizli sonu¢ veren "Microscan Yeast Identification
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Panel”, "Uni-Yeast Tek", "Micro Drop", "Vitek", "APl 20 C AUX" gibi hazir ticari
sistemler bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin kullanilan1 karbonhidrat asimilasyon
yontemiyle 48-72 saatte sonu¢ veren ve geleneksel yontemlerle %95 benzerlik
gosteren "API 20 C AUX" sistemidir (13, 15, 76).

Son yillarda hasta serumu ve viicut sivilarinda Candida tiirlerine 6zgiil
antikor ve antijenler, metabolitleri ve hiicre duvari bilesenlerini saptamaya yonelik
testler gelistirilmistir. Bu testler 0Ozel hasta gruplarinda kandideminin
dogrulanmasida yardimcidir (15, 73). Kandidoz olgularinda antijen 6lgtimii antikor
Olgtimiine gore daha yararhidir (79). Serolojik agidan antikor tarama testleri
kolonizasyon-enfeksiyon ayrimini yapamamasi, gozlenen capraz reaksiyonlar ve
ozellikle immun yetmezlikli hasta grubunda yeterli antikor yaniti olugsmamasi gibi
nedenlerle basarisizdir. Antijen testleri ile mannan, galaktomannan, asit proteaz,
enolaz, C. albicans’in 1siya duyarli antijenleri gibi sitoplazmik antijenler
aranmaktadir. Yeterli duyarliikta olmayan bu testlerin diger tan1 yontemleriyle
birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir (33, 74, 78-80).

Cok kisa siirede hayat1 tehdit eden klinik tablolara neden olabilen fungal
enfeksiyonlarda patojenin en kisa siirede tanimlanip uygun tedaviye baglanmasi
onemlidir. Daha ¢ok biyokimyasal ve morfolojik fenotipin saptanmasina dayanan
tanisal yaklasimlarm en Onemli dezavantaji deneyimli personel ve zaman
gerektirmeleridir. Erken spesifik tan1 ve tedavi gereksinimlerine bagli olarak 6n
plana ¢ikan molekiiler tan1 yontemleri etyolojik tanida hiz, duyarhlik ve bazi
durumlarda da 6zgiilliik artisina neden olmaktadir (81, 82).

Molekiiler tan1 yontemleri; klinik ornekte Candida varliginin ve tiirliniin
saptanmasinda, epidemiyolojik tiplendirmede, virulans faktorlerinin belirlenmesinde,
antifungal  diren¢  genlerinin  arastirilmasinda, mutasyon incelemelerinde,
smiflandirma ve filogenetik analizlerde kullanilmaktadir. Bu amagla hibridizasyon
yontemleri, niikleik asit ¢ogaltma yontemleri ve restriksiyon enzim analizi gibi
molekiiler testler kullanilabilmektedir (83).

Yapilan ilk molekiiler tanimlama c¢aligmalar1 olan ribozomal DNA tekrar
bolgesinin Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analizi ile Candida
tiirlerinin farkli biiyiikliikte bantlar olusturdugu gosterilmistir. Isaretlenmis DNA
problarinin kullanildigi Southern Blot yontemi ile RFLP’nin duyarlhilig: arttirtlmistir.
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1990’larm basindan itibaren Polymerase Chain Reaction (PCR) teknigi ile ¢ok az
miktardaki DNA c¢ogaltilip agaroz jelde goriintiilenebilmektedir. Bu yontemle tiire
Ozgilil DNA f{iriinlerinin ¢ogaltilmasi ve birbirine ¢ok yakin tiirlerin ayrilabilmesi
saglanmistir. 2000°li yillarin basindan itibaren gelistirilen real time (es-zamanli)
cihazlarin kullanimiyla 10 pg/ml DNA gosterilebilmekte ve ornekteki fungal yiik
miktart belirlenebilmektedir (84).

Candida tiirlerinin tanisinda kullanilan PCR testi i¢in hedef bdlgeler; 6n
cogaltma ve ileri tamimlama igin kullanilanlar olarak iki gruba ayrilabilir. On
cogaltmada tiim mantarlar i¢in ortak, ¢ok tekrarli ve ileri derecede korunmus 18S,
5.8S ve 28S rDNA alt iiniteleri veya mitokondri DNA’s1 (mDNA) kullanilir. Tleri
tamimlamada Internal Transcribed Spacer (ITS1,ITS2), sitokrom p-450 lanosterol
alfa-demetilaz, aspartik proteinaz, aktin, kitin sentetaz ve 1s1 sok proteini kodlayan
gen bolgeleri hedef olarak kullanilmaktadir. Tiir tanisinda duyarliligi arttrmak igin;
nested PCR ve multipleks PCR teknikleri kullanilmaktadir. PCR ile ¢ogaltilan
riinler restriksiyon enzim analizi (RFLP), PCR-hibridizasyon ve baz dizi analizi

teknikleri kullanilarak tiir ayrimina gidilmektedir (83, 85).
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GEREC VE YONTEM

CANDIDA ALBICANS SUSLARI

Ocak 2012-Ocak 2013 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi (PAU) Saglhk
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda cesitli klinik
orneklerden izole edilmis ve C. albicans olarak tanimlanmis 140 sus ¢alismaya dahil
edilmistir. Ayn1 hastadan alinan birden fazla 6rnekte iireyen izolatlar ¢alisma dist
birakilmistir. Suslar ¢aligma yapilincaya kadar %15°1ik gliserollii buyyon iginde -
20°C’de saklanmustir.

SUSLARIN TANIMLANMASI

Laboratuvara gelen klinik 6rnekler rutin olarak kullanilan %5 koyun kanli
agar ve Eosine-Methylen Blue (EMB) agara ekilmistir. 37°C’de, 24-48 saatlik
inkiibasyondan sonra kanli agarda iireyen koloniler, Gram boyamasi yapilarak, Gram
(+) maya hiicresi saptanan kiiltiirler SDA besiyerine pasaj yapilmistir. Calismanin
diger asamalar1 i¢in, kullanilacak suslar saf olarak %15 gliserollii buyyon igeren
eppendorflara ekim yapilarak -20°C’de saklanmustir.

Rutin koyun kanli agarda iireyen kolonilerden C. albicans tanimlanmasi,
suglarm germ tiip olusturmalarma ve muswrunu-tween 80 agarda klamidospor
olusturmalarma gore yapilmistir. Bu yOntemlerle tanimlanamayan C.albicans
suslarmin tanimlanmasi i¢in Vitek2 (bioMerieux, France) ve Phoenix 100 (BD,
ABD) cihazlarindan yararlanilmistir. Tiim suslar PCR’da 5.8S rDNA primerleri

kullanilarak kontrol edilmistir.

Germ Tiip Testi

Test edilecek maya kolonisinden 6ze ile bir miktar alinarak 1 ml plazma
icerisinde siispansiyon yapilmistir ve 37°C’de 2,5-3 saat inkiibe edildikten sonra bir
damla alinarak lam-lamel arasi preparat hazirlanip 1s1k mikroskobunda 40x objektifle
incelenmistir. Maya hiicresinden ¢ikan, maya hiicresinin yaris1 kadar genislikte, 3-4
kat1 uzunlukta olup, baslangi¢c noktasinda bogumlanma bulunmayan ve uzunlugu

boyunca belirgin kabariklik gostermeyen filament seklindeki uzantilar germ tiip
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olarak degerlendirilmistir. Germ tiip olusturan maya suslar1 ise C. albicans olarak

tanimlanmistir (86).

Klamidospor olusumunun incelenmesi

Misirunu-tween 80 agar plaklarina Dalmau teknigine uygun olarak ekim
yapilmistir. Bunun i¢in saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze ile bir miktar alinarak
birbirine paralel olarak besiyerini yirtmadan ve 6zeyi dibe kadar batirmadan ¢izgi
ekim yapilmistir. Ekim ¢izgilerinin {izerine lamel kapatilarak 26°C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda ekimler 131tk mikroskobunda diyafram kapali
olarak 10x, 20x ve 40x biiyiitmede incelenmistir. Pseudohiflerin uglarinda ve yan
dallarinda goriilen biiyiik, kalin duvarl, yuvarlak klamidosporlar ile hif birlesim
yerlerindeki blastospor kiimeleri goriilmesi C. albicans lehine degerlendirilmistir
(Sekil 1). Calismaya dahil edilen kdkenler, ¢alisma anma kadar %15 gliserollu beyin
kalp inflizyon buyyon i¢erisinde — 20°C’de saklanmistir (87).

7

Sekil 1. C.albicans suslarindaki klamidospor olusumu goriintiisii
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Biyofilm deneyi
C. albicans suslarinda biyofilm arastirilmasmnda 3 farkli yontem
kullanilmustir:
[J Modifiye tiip aderans yontemi
[0 Kongo kirmizili beyin-kalp inflizyon agar yontemi

[J Modifiye mikroplak yontemi

Modifiye Tiip Aderans Yéntemi

Kanli besiyerinde canlandirdigimiz C. albicans suslarinin, SDA’da 24-48 saat
inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak, son glukoz
konsantrasyonu %8 olan Sabouraud buyyon (SB) i¢eren 10 ml’lik cam tiiplere
inokiile edilmis ve 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: tiiplerin
icerikleri bosaltilarak iki kez distile su ile yikanmus, ardindan %1’lik safranin eklenip
boyama yapildiktan sonra bosaltilmistir. Tiipler havada kurutulduktan sonra i¢
ceperde bulunan renkli bir film tabakasinin varligi biyofilm pozitif olarak
degerlendirilmistir. Olusan tabakanin kalinligina gore biyofilm pozitifligi, zayif
pozitif (+), orta pozitif (++) ve kuvvetli pozitif (+++) olarak degerlendirilmistir (88)
(Sekil 2).

Sekil 2. Tiip aderans yontemi ile biyofilm arastirilmasi. 1. Biyofilm (-) negatif

2. Biyofilm (+) pozitif 3. Biyofilm (++) pozitif 4. Biyofilm (+++) pozitif
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Kongo Kirmizili Beyin-Kalp Infiizyon Agar Yontemi

Slime faktor varligi Kongo kirmizili beyin kalp infizyon (KKBKI) agar
yontemi ile incelenmistir. Besiyeri litrede 80 g glikoz ve 0.8 g Kongo kirmizisi
olacak sekilde hazirlanmistir. Otoklavda steril edildikten sonra, 9 cm’lik petrilere
dokiilmuistir (89). Sabouraud dekstroz agardaki test edilecek C. albicans
kokenlerinden bir plakta en fazla dort koken olacak sekilde pasajlart yapilmistir.
Pasajlar 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Kongo kirmizili beyin kalp infizyon agar
yonteminde slime varligi degerlendirilmistir. Kongo kirmizili beyin kalp infiizyon

agarda inkiibasyon siiresi sonunda koyu kirmizi-siyah koloni olusturan C.

albicans’lar biyofilm pozitif, pembe koloni olusturanlar ise negatif olarak
degerlendirilmistir (89, 90) (Sekil 3).

Pozitif

Negatif

Sekil 3. Kongo kirmizili beyin kalp infiizyon agardaki biyofilm pozitif ve negatif C.

albicans suslarinin goriintiisii (75 nolu sus negatif; 72, 73,74 nolu suslar pozitif)
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Modifiye Mikroplak Yontemi

C. albicans suslart SDA’ya pasajlanmis ve 24-48 saatlik inkiibasyon sonrasi
tiretilip elde edilen kolonilerden bir 6ze dolusu alinmistir. Daha sonra, son glukoz
konsantrasyonu %8 olacak sekilde hazirlanmis olan Sabouraud buyyondan (SB) 10
ml iceren tiiplere inokule edilmistir. 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra tiipler 5
saniye vortekslenmis ve SB ile 1/100 oraninda sulandirilmistir. Hazirlanan
stispansiyonlardan 200 pl almarak 96’lik U tabanli mikroplaklara konulmustur (her
koken i¢in 3 kuyucuk kullanilmistir). Her plakta kontrol amaciyla 6 kuyucuga steril
besiyeri konulmustur. Plaklar buharlasmay1 engellemek igin parafilmle sarilmis ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarin icerigi
otomatik pipetle aspire edilmistir. Daha sonra her kuyucuk 4 kez fosfat tampon
solisyonu (PBS, ph 7.2 ) ile yikanmistir. Bu basamagmn ardindan her kuyucuga
%1’lik kristal violet eklenmistir. Kuyucuklar 15 dk boyunca boyanmis, ardindan
kristal violet dokiilip, 200 pl etanol aseton (80:20,v/v) eklenmis ve boya
¢ozdiiriilmiistiir.. Daha sonra kuyucuklar mikro-ELISA (ELISA Reader, Pasteur
Diagnostic, France) otomatik okuyucuda 595 nm dalga boyunda okunmustur. Bu
islemler her bir kuyucuk i¢in 3 kez tekrarlanmistir. Biyofilm olusumu da su sekilde
degerlendirilmistir: ODsgs5<1; biyofilm olusturmadi, 1< ODses < 2; zayif biyofilm
Olusturdu, 2< ODsg5 < 3; orta derece biyofilm olusturdu, ODses > 3; gii¢lii biyofilm
olusturdu (91) (Sekil 4).
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Sekil 4. Modifiye mikroplate yontemiyle biyofilm goriintiisii. (1 nolu sus: (-) negatif;
2, 3, 6, 11, 16 nolu suslar: (+) pozitif; 4, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 19, 21, 22 nolu suslar:
(++) pozitif; 5, 10, 15, 17, 18, 20, 23, 24, 25 nolu suslar: (+++) pozitif)

Asit Proteinaz Deneyi

Candida suslarmin salgisal asit proteinaz aktivitelerini saptamak igin %1°lik
sigir serum albumin besiyeri kullanilmistir. 2 gr dekstroz, 0,1 gr KH,PO,4 0,05 gr
MgSO,47H,0, 2 gr agar ve 100 ml distile su ile hazirlanan temel besiyeri otoklavda
110°C’de 15 dk steril edilip, sitrik asit ¢ozeltisi ile pH 5’e ayarlanip 50°C’lik su
banyosuna konulmustur. 100 ml distile su ve 1 gr sigir serum albuminden olusan
karigim manyetik karistiricida ¢oziildiikten sonra, 0,2 um’lik membran filtrelerden
gecirilip sterilize edilmistir. Hazirlanan protein ¢ozeltisi, temel besiyerine % 20
oraninda eklenmis ve 90 mm ¢apl1 petri kaplarmna 10’ar ml dokiilmiistiir.

37°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasit SDA’da tireyen maya kolonilerinden

Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) buyyona pasaj yapilip, 30°C’de 4 saat
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bulaniklik 0,5 McFarland’a ayarlanip, sigr
serum albiimin besiyerine kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak direkt damlatilmistir.

30°C’de 6 giin inkiibasyon sonrasinda, lireme zonunun cevresinde olusan,
besiyerindeki proteinin pargalandigini  gosteren erime zonlarmin genislikleri
Olciilmiis, proteolitik aktivitenin diizeyi belirlenmistir (Sekil 5).

Erime zonu olmayan kdkenler asit proteinaz aktivitesi yoniinden negatif (-),
erime zonu diskin en fazla 1-2 mm agigindaki alana yayilmis olan kdkenler zayif
pozitif (+), 3-5 mm ag¢igindaki alana yayilmis olan kokenler ise kuvvetli pozitif (++)
olarak degerlendirilmistir (57, 92).

Sekil 5. Asit proteinaz pozitif ve negatif kokenlerin sigir serum albiiminli agardaki

goriintiisi. (76, 79 nolu suslar: (-) negatif; 77 nolu sus: (+) pozitif, 78 nolu sus: (++)
pozitif)
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C. ALBICANS SUSLARINDA MOLEKULER YONTEMLERLE SAP
GENLERININ ARASTIRILMASI

DNA Ekstraksiyonu
Maya DNA’sin1 elde etmek icin pratik, etkili ve ucuz olan kaynatma yontemi
kullanilmistir (93).

71 Calisma Oncesinde ilk olarak gliserollii brain heart infiizyon broth’da —
20°C’de saklanan stoklar ¢oziilerek canlandirma pasaj1 yapilmistir.

'] Molekiiler analizler yapilmadan 6nce tiim kdkenler iki kez SDA plaklarina
pasajlanmustir.

"1 SDA plaklarinda saf olarak iiretilen C. albicans kolonilerinden bir 6ze
dolusu alimarak (10-20 mg) 2 cc Sabouraud dekstroz broth (SDB)’da bir gece
37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

'] Bu silispansiyondan steril bir Eppendorf tiipiine 1 cc almmarak 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

(] Ust kistmdaki s1v1 disariya atildiktan sonra iizerine 200 ul steril distile su
eklenerek 15-20 dakika kaynatilmistir.

] Sonrasinda 13000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmistir.

[ Igerisinde DNA’nin bulundugu iist kisimdan 150 pl yeni bir steril

Eppendorf tiipiine alinmistir. Kullanilacagi zamana kadar -20 °C’de saklanmustir.

SAP Genlerinin Saptanmasi

Suslarda, SAP genlerinin varligi PCR ile arastirilmistir. PCR i¢in kullanilan
primerler Tablo 1°de gosterilmistir. PCR iglemi, termal dongii cihazinda (BIO-RAD
MyCycler thermal cycler, ABD) kullanilan primerlere uygun reaksiyon kosullarinda
gerceklestirilmistir. Calismamizda SAPL, 2, 3, 4, 6, 7 ve 5.8S r DNA i¢in Costa ve
arkadaglarmm (94), SAP5 i¢in Sikora ve arkadaslarmin (95), SAP8, 9 ve 10 genleri
icin ise Schaller ve arkadaglarmin (96) kullandig1 primer dizilimleri kullanilmuastir.
Calismada kullanilan SAP1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10 primeri Alfagen (ABD), SAP6
primerleri Heliks (Almanya) firmasi tarafindan sentez edilmistir. 5.85 r DNA

primerleri ise Alfagen (ABD) firmasi tarafindan sentez edilmistir.
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Tablo 1. PCR’ da kullanilan 6zgiil primerler (94, 95, 96)

Primer Dizi (5'-3") Uriin
(bo)

SAP1 F TCAATC AAT TTACTCTTCCATTTC TAACA 161(10)

SAP1 R CCAGTAGCATTAACAGGAGTTTAATGACA

SAP2 F AAC AAC AAC CCACTAGAC ATC ACC 178(10)

SAP2 R TGACCATTAGTA ACT GGG AAT GCT TTAGGA

SAP3 F CCTTCTCTAAAATTATGG ATT GGA AC 231(10)

SAP3 R TTGATTTCACCT TGG GGACCAGTAACATTT

SAP4 F CATTCATTCCTTTAATACCGACTATC 156(10)

SAP4 R GGT AACAAACCCTGT AGATCTTTT AA

SAPSF  GCT CTT GCT ATT GCT TAA TAA 578(11)

SAP5 R ACC TAA AAT ACCCTT ACG AG

SAP6 F AAA CCA ACG AAG CTA CCA GAA 605(10)

SAP6 R TAACTT GAGCCATGG AGATTTTC

SAPT F GAA ATG CAAAGAGTATTAGAGTTATTAC 866(10)

SAP7 R GAATGATTT GGT TTACAT CAT CTT CAACTG

SAP8 F CTGTTATTIGTTGACACAGGTTC 903(12)

SAP8 R GTA GAA ATACTT GAAGAAGTAGTG

SAP9 F CAC CAT AAG CAACGT GACTG 898(12)

SAP9 R GCG AAA GCA ACAACCCATAC

SAP10 F ACG TCAGAAGACTTTTCCATTG 938(12)

SAP10 R ATATGG CGATCC ATG AACGTG

585 IDNAF  TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 534(10)

5.85S rDNAR TCCTCC GCT TAT TGATAT GC
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Kullanilan PCR karigimlar1 ve uygun dongii kosullari;

5.8S r DNA primerleri:

PCR karisimi;

10x PCR buffer Sul

2.5 mM MgCl 3ul

0.2 mM dNTP lul

0.5 u Tag DNA Polimeraz 0.5ul

Ozgiil primer 1 (10 pmol) lul

Ozgiil primer 2 (10 pmol) lul

Hedef DNA 2ul

Niikleaz free distile su 11.5ul

toplamda 25 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

5.8S r DNA primerleri:
PCR dongii kosullari;
94 °C’ de 3 dakika (6n denatiirasyon): 1 dongii
94 °C’ de 30 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)
56 °C’ de 45 saniye (primer baglanmasi) 30 dongti
72 °C’ de 1 dakika (primer uzamasi)
72 °C’ de 5 dakika (son uzama): 1 dongii

SAP 1-5 geni varhig: arastirdmasi:

PCR karisimi;

10x PCR buffer Sul
2.5 mM MgCl 3ul
0.2 mM dNTP lul
0.5 u Tag DNA Polimeraz 0.5ul
Ozgiil primer 1 (10 pmol) lul
Ozgiil primer 2 (10 pmol) 1ul
Hedef DNA 2ul
Niikleaz free distile su 11.5pl

toplamda 25 pl olacak sekilde hazirlanmustir.
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PCR dingii kosullari;

95 °C’ de 5 dakika (6n denatiirasyon): 1 dongii

95 °C’ de 30 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)

58 °C’ de 45 saniye (primer baglanmasi) 30 dongii
72 °C’ de 1 dakika (primer uzamasi)

72 °C’ de 5 dakika (son uzama): 1 dongii

SAP 6-10 geni varlig1 arastirilmasi:

PCR karisimi,
10x PCR buffer Sul
2.5 mM MgCl 3ul
0.2 mM dNTP Tul
0.5 u Tag DNA Polimeraz 0.5ul
Ozgiil primer 1 (10 pmol) 1ul
Ozgiil primer 2 (10 pmol) 1ul
Hedef DNA 2ul
Niikleaz free distile su 11.5ul

toplamda 25 pl olacak sekilde hazirlanmustir.

PCR dongii kosullari;

95 °C’ de 5 dakika (6n denatiirasyon): 1 dongii

95 °C’ de 30 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)

62 °C’ de 45 saniye (primer baglanmasi) 30 dongii
72 °C’ de 1 dakika (primer uzamasi)

72 °C’ de 5 dakika (son uzama): 1 dongii

PCR Uriinlerinin Saptanmasi

Agaroz jel, agar konsantrasyonu %1 olacak sekilde 10X TBE tamponu ile
hazirlanmistir ve agaroz igerigine 2.5 pl etidyum bromiir eklenmistir. 10 pl
amplifikasyon iiriinii ile 2 pl 6X yiikleme tamponu karistirilip 10 pl alinarak agaroz
jele yiiklenmistir ve elektroforez cihazinda (BIO-RAD, ABD) 150 voltta 30 dk.
yiriitiilmiistiir. Daha sonra "Gel Logic 2200 Kodak Imaging System" (Kodak, ABD)

kullanilarak  elde edilen DNA bandlar1 goriintiilenmistir ve amplifiye edilen
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DNA’nin molekiil agirligi 50b¢ ve 100b¢ DNA marker (GeneON-Germany) ile

karsilagtirmali olarak incelenmis ve goriintiiler kaydedilmistir.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS Version 18.0 kullanilarak yapilmistir.
Gruplar aras1 degiskenleri test etme amaciyla ki-kare testi kullanilmustir. Istatistiksel
hata pay1 0.05 olarak alinmistir. Yapilan testlerin uyumluluklarmi karsilastirmak i¢in

kappa analizi kullanilmistir.
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BULGULAR

Ocak 2012-Ocak 2013 tarihleri arasmnda Pamukkale Universitesi (PAU)
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 140 C. albicans izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir. Ayni

hastadan alinan birden fazla 6rnekte iireyen izolatlar calisma dis1 birakilmistir.

C. albicans Suslarimin Dagihm

Susglarin 15 (%10.7)’1 poliklinik hastalarina, 125 (%89.3)’i yatan hastalara ait
orneklerden izole edilmistir. Klinik 6rneklerin 63 (%45)’t kadin ve 77 (%55)’si
erkek hastalara aitti. Kadin ve erkek hastalar arasindaki bu fark istatistiksel olarak
anlaml degildi (p>0.05). Suslarin % 55.7’si1 idrar, %]15.7°si balgam, %10’u yara,
%8.6’s1 kan, %7.9’u trakeal aspirat ve %2.1°1 vajinal siirlintii 6rneklerinden izole
edilmistir. Suslarmn izole edildikleri orneklere gore dagilimlar1 Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. C. albicans suslarmin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi

Ornek Say1 (%)
[drar 78 (55.7)
Balgam 22 (15.7)
Yara 14 (10)
Kan 12 (8.6)
Trakeal aspirat 11 (7.9)
Vajinal siirtintii 3(2.1)
Toplam 140 (100.0)

Caligmaya dahil edilen C. albicans suslar1 en sik Anestezi Yogun Bakim
Unitesi’ne (%22.1) ait 6rneklerden izole edildi. Ayrica siklik sirasma gore suslarmn
%10’u Pediatri Bolimii’ne, %9.3’1 Uroloji Servisi’ne, %9.3’1i Nefroloji Servisi’ne,
%8.6’s1 GOgiis Hastaliklar1 Servisi’ne, %6.4’li Pediatri Yogun Bakim Unitesi’ne,
%5.7°si Kalp Damar Yogun Bakim Unitesi’ne, %5.7’si Enfeksiyon Hastaliklar

Servisi’ne ve %22.9°u diger servislere ait klinik &rneklerden izole edildi. izole edilen
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suslarin  servislere gore dagilimmdaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). Bu suslarin izole edildikleri kliniklere gore dagilimlar:
Tablo 3’ te gosterilmistir.

Tablo 3. C. albicans suslarmnmn izole edildikleri kliniklere gére dagilimi

Klinik Say1 (%0)
Anestezi Yogun Bakim 31 (22.1)
Pediatri 14 (10.0)
Uroloji 13 (9.3)
Nefroloji 13 (9.3)
Gogiis Hastaliklari 12 (8.6)
Pediatri Yogun Bakim 9(6.4)
Kalp Damar Yogun Bakim 8 (5.7)
Enfeksiyon Hastaliklar1 8 (5.7)
Beyin Cerrahi 4 (2.9)
Cocuk Cerrahi 3(2.1)
Fizik Tedavi Rehabilitasyon 3(2.1)
Kardiyoloji 3(2.1)
Hematoloji 3(2.1)
Kadm Dogum 2 (1.4)
Plastik Cerrahi 2 (1.4)
Noroloji 2(1.4)
Onkoloji 2 (1.9
Yeni Dogan Yogun Bakim 1(0.7)
Cocuk Acil 1(0.7)
Ortopedi 1(0.7)
Organ Nakli 1(0.7)
Dermatoloji 1(0.7)
KBB 1(0.7)
Gogiis Cerrahisi 1(0.7)
Endokrinoloji 1(0.7)
Toplam 140 (100.0)
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C. albicans Suslarinin Viriilans Faktorleri Ile Tlgili Bulgular

Biyofilm Aktivitesi

Calismaya dahil edilen 140 C. albicans susu, Kongo Kirmizili Beyin Kalp
Inflizyon Agar, Mikroplate ve Modifiye Tiip Aderans yontemleriyle biyofilm varlig
acisindan degerlendirilmistir. Her {ic yontemde de biyofilm varligi pozitif olan 49

(%35) sus saptanmustir.

Mikroplate Yontemiyle Biyofilm Aktivitesi Arastirilmast

Calismaya dahil edilen suslarin biyofilm aktivitelerinin mikroplate
yontemiyle tespitinde incelenen 140 susun 123 (%87.9)’linde biyofilm aktivitesi
pozitif, 17 (%12.1)’sinde negatif bulunmustur. Pozitif bulunan 123 susun 93
(%66.4)1 (+) pozitif, 17 (%12.1)’si (++) pozitif, 13 (%9.3)’i (+++) pozitif biyofilm
aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Mikroplate yontemi ile idrar 6rneklerinin 72
(%92.3)’sinde, balgam 6rneklerinin 19 (%86.4)’unda, trakeal aspirat 6rneklerinin 10
(%90.9)’unda, yara Orneklerinin 12 (%85.7)’sinde, kan kiiltiiri 6rneklerinin 9
(%75.0)’unda ve vajinal siiriintii 6rneklerinin 1 (%33.3)’inde biyofilm pozitifligi

saptanmustir (Tablo 4).
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Tablo 4. C. albicans suslarinda viriilans faktorlerinin pozitifligine gore drneklerin

dagilim1
Ornekler | Idrar | Balgam | Yara | Kan | Trakeal | Vajinal | Toplam
sayl1 sayl1 sayl1 say1 Aspirat | Siiriintii say1
(%) (%) (%) | (%) | say1 (%) | say1 (%) | (%)
72 19 12 9 10 1 123
Mikroplate | (923) (86.4) (85.7) | (75.0) (90.9) (33.3) (87.9)
Modifiye 53 15 6 6 8 1 89
Tiip (67.9) (68.2) (42.9) | (50.0) (72.7) (33.3) (63.6)
Aderans
39 13 9 5 4 2 72
KKBKI (50.0) (59.1) (64.3) | (41.7) (36.4) (66.7) (51.4)
Agar
Asit 73 18 14 12 10 3 130
Proteinaz | (93:6) (81.8) (100.0) | (100.0) (90.9) (100.0) (92.9)
46 17 10 9 6 3 91
SAP1 (59.0) (77.3) (71.4) | (75.0) (54.5) (100.0) (65.0)
62 20 13 10 8 3 116
SAP? (79.5) (90.9) (92.9) | (83.3) (72.7) (100.0) (82.9)
58 16 13 11 8 3 109
SAP3 (74.4) (72.7) (92.9) | (91.7) (72.7) (100.0) (77.9)
59 18 13 9 9 3 111
SAP4 (75.6) (81.8) (92.9) | (75.0) (81.8) (100.0) (79.3)
12 2 2 3 0 0 19
SAP5 (15.4) (9.1) (14.3) | (25.0) (0.0) (0.0) (13.6)
59 20 14 10 8 3 114
SAP6 (75.6) (90.9) (100.0) | (83.3) (72.7) (100.0) (81.4)
62 19 14 10 8 3 116
SAP7 (79.5) (86.4) (100.0) | (83.3) (72.7) (100.0) (82.9)
29 7 9 6 3 2 56
SAPS (37.2) (31.8) (64.3) | (50.0) (27.3) (66.7) (40.0)
30 6 6 5 5 2 54
SAPY (38.5) (27.3) (42.9) | (41.7) (45.5) (66.7) (38.6)
34 4 4 4 3 2 51
SAP10 (43.6) (18.2) (28.6) | (33.3) (27.3) (66.7) (36.4)
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Mikroplate yontemiyle biyofilm aktivitesi pozitif bulunan suslar en fazla idrar
orneklerinden (%92.3), en az olarak da vajen 6rneklerinden (%33,3) izole edilmis
olup, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.037). Ancak idrar
orneklerimiz vajinal siiriintli 6rneklerimizden sayica fazla oldugu i¢in bu anlamliligin
sayisal farktan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. C. albicans suslarmin, mikroplate

yontemiyle biyofilm aktivitesi sonuglar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. C. albicans suslarinda mikroplate yontemi ile biyofilm aktivitesi sonuglari

Biyofilm Aktivitesi Say1 (%)
(+) pozitif 93 (66.4)
(++) pozitif 17 (12.1)
(+++) pozitif 13 (9.3)
(-) negatif 17 (12.1)
Toplam 140 (100.0)

Modifiye Tiip Aderans Yéntemiyle Biyofilm Aktivitesi Arastirilmast

Calismaya dahil edilen suslarin biyofilm aktivitelerinin modifiye tiip aderans
yontemiyle tespitinde incelenen 140 susun 89 (%63.6)’unde biyofilm aktivitesi
pozitif, 51 (%36.4)’inde negatif bulunmustur. Pozitif bulunan 89 susun 40 (%28.6)’1
(+) pozitif, 31 (%22.1)’i (++) pozitif, 18 (%12.9)’i (+++) pozitif biyofilm aktivitesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Modifiye tiip aderans yontemi ile idrar 6rneklerinin 53
(%67.9)linde, balgam orneklerinin 15 (%68.2)’inde, trakeal aspirat orneklerinin 8
(%72.7)’inde, yara Orneklerinin 6 (%42.9)’sinda, kan kiiltiirii Orneklerinin 6
(%50.0)’sinda ve vajinal siiriintii 6rneklerinin 1 (%33.3)’inde biyofilm pozitifligi
saptanmistir (Tablo 4). Ornekler arasinda modifiye tiip aderans yontemiyle biyofilm
aktiviteleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). C. albicans suslarinin, modifiye tiip aderans yontemiyle biyofilm aktivitesi

sonuglar1 Tablo 6°te verilmistir.
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Tablo 6. C. albicans suslarinda modifiye tiip aderans yontemi ile biyofilm aktivitesi

sonuglari
Biyofilm Aktivitesi Say1 (%)
(+) pozitif 40 (28.6)
(++) pozitif 31 (22.1)
(+++) pozitif 18 (12.9)
(-) negatif 51 (36.4)
Toplam 140 (100.0)

Kongo Kirnuzili Beyin Kalp Infiizyon (KKBKI) Agar Yéontemiyle Biyofilm
Aktivitesi Arastirilmast

Kongo Kirmizili Beyin Kalp Inflizyon (KKBKI) Agar yontemiyle biyofilm
aktiviteleri incelenen 140 C. albicans susunun 72 (%51.4)’sinde biyofilm aktivitesi
pozitif, 68 (%48.6)’inde negatif bulunmustur. KKBKI Agar yontemi ile idrar
orneklerinin 39 (%50.0)’unda, balgam 6rneklerinin 13 (%59.1)’tinde, trakeal aspirat
orneklerinin 4 (%36.4)’linde, yara Orneklerinin 9 (%64.3)’unda, kan kiiltiirii
orneklerinin 5 (%41.7)’inde ve vajinal siiriintii 6rneklerinin 2 (%66.7)’inde biyofilm
pozitifligi saptanmustir (Tablo 4). Ornekler arasinda KKBKI ydntemiyle biyofilm
aktiviteleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). C. albicans suslarinn, KKBKI Agar yontemiyle biyofilm aktivitesi

sonuglar1 Tablo 7°da verilmistir.

Tablo 7. C. albicans suslarida Kongo Kirmizili Beyin Kalp Infiizyon (KKBKI)

Agar yontemi ile biyofilm aktivitesi sonuglari

Biyofilm Aktivitesi Say1 (%)
Pozitif 72 (51.4)
Negatif 68 (48.6)
Toplam 140 (100.0)

Biyofilm varligini saptama orani agisindan her ii¢ yontem karsilastirildiginda
en yiiksek oran modifiye mikroplate yonteminde bulunmustur, ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Her {i¢ yontemin birbirleriyle
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uyumu kappa analizi ile degerlendirilmis ve zayif da olsa her ii¢ yOontemin

birbirleriyle uyumlu olduklar1 saptanmistir (kappa<20).

Asit Proteinaz Aktivitesinin Arastirilmast

Asit proteinaz aktivitesi yoniinden incelenen 140 C. albicans susun 130
(%92.9)’unda asit proteinaz aktivitesi pozitif, 10 (%7.1)’unda negatif bulunmustur.
Pozitif bulunan 130 sustan 114 (%81.4)’i (+) pozitif, 16 (%11.4)’s1 (++) pozitif asit
proteinaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Asit proteinaz aktivitesi, idrar
orneklerinin 73 (%93.6)’linde, balgam 6rneklerinin 18 (%81.8)’inde, trakeal aspirat
orneklerinin 10 (%90.9)’unda, yara oOrneklerinin 14 (%100.0)’linde, kan kiiltiiri
orneklerinin 12 (%100.0)’sinde ve vajinal siiriintii 6rneklerinin 3 (%2100.0)’linde
pozitif saptanmistir (Tablo 4). Calismamizda, yara, kan kiiltiirii ve vajinal siiriinti
orneklerinin tamaminda asit proteinaz aktivitesi saptanmustir. Ornekler arasinda asit
proteinaz aktiviteleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05). Orneklerde biyofilm pozitifligi ile asit proteinaz birlikteligi
%90 ve lizerinde saptanmistir, ancak bu oran istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). C. albicans suslarinin, asit proteinaz aktivitesi sonuglari

Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. C. albicans suslarmnin asit proteinaz aktivite sonuglari

Asit Proteinaz Aktivitesi Say1 (%)
(+) pozitif 114 (81.4)
(++) pozitif 16 (11.4)
() negatif 10 (7.1)
Toplam 140 (100.0)
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SAP1-10 Genlerinin Varliginin Arastirdmast

izole edilen 140 C. albicans susunda genotipik olarak SAP1-10 genlerinin
varligi PCR yontemiyle arastirilmistir. C. albicans suslarmin 91 (%65)’inde SAP1,
116 (%82.9)’sinda SAP2, 109 (%77.9)’unda SAP3, 111 (%79,3)’inde SAP4, 19
(%13.6)’unda SAP5, 114 (%81.4)’iinde SAP6, 116 (%82.9)’sinda SAP7, 56
(%40)’sinda SAP8, 54 (%38.6)’tinde SAP9 ve 51 (%36.4)’inde SAP10 gen pozitifligi
saptanmustir. SAP  genlerinin Orneklere gore varhgmna baktigimizda; idrar
orneklerinin 46 (%59.0)’sinda SAP1, 62 (%79.5)’sinde SAP2, 58 (%74.4)’inde SAP3,
59 (%75.6)’unda SAP4, 12 (%15.4)’sinde SAP5, 59 (%75.6)’'unda SAP6, 62
(%79.5)’sinde  SAP7, 29 (%37.2)’unda SAP8, 30 (%38,5)’'unda SAP9 ve 34
(%43.6)’tinde SAP10 saptanmustir. Balgam 6rneklerinin 17 (%77.3)’sinde SAP1, 20
(%90.9)’sinde SAP2, 16 (%72.7)’sinda SAP3, 18 (%81.8)’inde SAP4, 2 (%9.1)’sinde
SAP5, 20 (%90.9)’sinde SAP6, 19 (%86.4)’'unda SAP7, 7 (%31.8)’sinde SAP8, 6
(%27.3)’sinda SAP9 ve 4 (%18.2)’linde SAP10 saptannustir. Idrar ve balgam
orneklerinde c¢ogunlukla SAP1, SAP2, SAP3, SAP4, SAP6 ve SAP7 birlikteligi
saptanmustir. Trakeal aspirat 6rneklerinin 6 (%54.5)’sinda SAP1, 8 (%72.7)’sinde
SAP2, 8 (%72.7)’inde SAP3, 9 (%81.8)’'unda SAP4, 8 (%72.7)’inde SAP6, 8
(%72.7)’inde SAP7, 3 (%27.3)’iinde SAP8, 5 (%45.5)’inde SAP9 ve 3 (%27.3)’linde
SAP10 saptanmustir. Hicbir trakeal aspirat 6rneginde SAP5 geni saptanmamistir.
Yara orneklerinin 10 (%71.4)’unda SAP1, 13 (%92.9)’sinde SAP2, 13 (%92.9)’iinde
SAP3, 13 (%92.9)’tinde SAP4, 2 (%14.3)’sinde SAP5, 14 (%100.0)’tinde SAP6, 14
(%100.0)’tinde SAP7, 9 (%64.3)’unda SAP8, 6 (%42.9)’sinda SAP9 ve 4
(%28.6)tinde SAP10 saptanmustir. Tiim yara 6rneklerinde SAP6 ve SAP7 genlerinin
varligr tespit edilmistir. Kan kiiltlirti orneklerinin 9 (%75.0)’'unda SAP1, 10
(%83.3)’unda SAP2, 11 (%91.7)’inde SAP3, 9 (%75.0)’unda SAP4, 3 (%25.0)linde
SAP5, 10 (%83.3)’'unda SAP6, 10 (%83.3)’unda SAP7, 6 (%50.0)’sinda SAPS8, 5
(%41.7)’inde SAP9 ve 4 (%33.3)’tinde SAP10 saptanmistir. Kan kiiltiirli 6rneklerinde
cogunlukla SAP2, SAP3, SAP6 ve SAP7 birlikteligi saptanmistir. Vajinal siiriintii
orneklerinin 3 (%100.0)’tinde SAP1, 3 (%100.0)’tinde SAP2, 3 (%100.0)’iinde SAP3,
3 (%100.0)’tinde SAP4, 3 (%100.0)’tinde SAP6, 3 (%100.0)’tinde SAP7, 2
(%66.7)’sinde SAPS8, 2 (%66.7)’sinde SAP9 ve 2 (%66.7)’sinde SAP10 saptanmigtir
(Tablo 4). Vajinal siiriintii 6rneklerinin hi¢birinde SAP5 geni saptanmazken, SAP1,

39



SAP2, SAP3, SAP4, SAP6 ve SAP7 genleri tim vajinal siirlintii 6rneklerinde
saptanmistir. Calisgmamizda SAP1-10 genlerinin varligi ile klinik 6rneklerin dagilimi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Tim SAP
genlerinin varligi 4 susta saptanmistir. Bunlarin tamami idrar 6rnekleridir. Toplam
10 6rnekte hicbir SAP genine rastlanmamistir. SAP geni saptanmayan bu 10 6rnekten
7 tanesi idrar, 1 tanesi balgam, 2 tanesi de yara 6rnekleri idi. Ancak higbir SAP geni
rastlanmayan bu 10 6rnekte asit proteinaz ve biyofilm varlig1 pozitif bulunmustur.
SAP5 geni hi¢bir trakeal aspirat ve vajinal siiriintii 6rneginde saptanmamustir.

SAP1-5 genleri pozitif olan suslarin PCR jel goriintiileri Sekil 6’da ve SAP6-

10 genleri pozitif olan suglarin PCR jel goriintiileri Sekil 7°de gdsterilmistir.

Sekil 6. C. albicans suslarinda, SAP 1-5 gen bolgelerine ait PCR jel goriintiileri
(M: 50 b¢ DNA ladder, 1: 5.85 rDNA (534 bg), 2: SAP 1 geni pozitif sus (161 bg), 3: SAP 2 geni
pozitif sus (178 bg), 4: SAP 3 geni pozitif sus (231 bg), 5: SAP 4 geni pozitif sus (156 bg), 6: SAP 5
geni pozitif sus (578 be), 7: Negatif kontrol).
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Sekil 7. C. albicans suslarinda, SAP 6-10 gen bélgelerine ait PCR jel goriintiileri

(M: 100 bg DNA ladder, 1: SAP 6 geni pozitif sus (314 bg), 2: SAP 7 geni pozitif sus (196 bg), 3: SAP 8

geni pozitif sus (903 bg), 4: SAP 9 geni pozitif sus (898 bg), 5: SAP 10 geni pozitif sus (938 bg), 6:
Negatif kontrol).

SAP genleri ile asit proteinazin ayni anda varhigi karsilastirildiginda; asit
proteinaz pozitif olan suslarda, SAP1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10 genlerinin varlhigi, bu
genleri tasimayan asit proteinaz pozitif suslara gore daha yiiksek oranlarda saptanmis
olup, bu oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 9). P degerleri
sirastyla; 0.033, <0.001, 0.001, 0.001, 0.003, <0.001, 0.05, 0.007 ve 0.014 olarak
bulunmustur. SAP5 geni icinse istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p=0.358).

SAP genleri varlig1 ile asit proteinaz birlikteligine bakildiginda, SAP5 geni
pozitif 19 (%100.0) susun, SAP9 geni pozitif 54 (%100.0) susun ve SAP10 geni
pozitif 51 (%100.0) susun tamaminda asit proteinaz aktivitesi varlig1 saptanmistir.
Bu da proteinaz aktivitesi ile SAP genlerinin korelasyonunu gdstermis olup,

viriilanstaki rollerini agiklamaktadir (Tablo 9).
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Tablo 9. C. albicans suslarinda biyofilm ve asit proteinaz aktivitesi varliginin SAP

genlerinin varlig1 ile karsilastirilmasi

Biofilm (Mikroplate)

Asit Proteinaz Pozitifligi

Pozitifligi say1 (%)
say1 (%)
78 88
SAP1 (85.7) (96.7)
100 114
SAP2 (86.2) (98.3)
94 106
SAP3 (86.2) (97.2)
97 108
SAP4 (87.4) (97.3)
16 19
SAP5 (84.2) (100.0)
99 110
SAP6 (86.8) (96.5)
100 114
SAP7 (86.2) (98.3)
48 55
SAP8 (85.7) (98.2)
42 54
SAP9 (77.8) (100.0)
42 51
SAP10 (82.4) (100.0)

Asit proteinaz enzimi negatif olan 10 susun 5 tanesi idrar 6rneklerinden ve

diger 5 tanesi balgam 6rneklerinden olusmaktadir. Bu enzimi tagimayan suslar, SAP

genleri agisindan incelendiginde 6 tanesinin hi¢gbir SAP geni tasimadig1 saptanmustur.

Orneklerde SAP genlerinin varligi ile biyofilm birlikteligi karsilastirildiginda

(Tablo 10); biyofilm pozitif olan suslarda SAP4 geninin varlig: istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p=0.019). Diger SAP genleri ile biyofilm birlikteligi arasindaki

iligki istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir (p>0.05). Biyofilm ydntemlerinden

olan mikroplate yontemiyle pozitif bulunan suslardaki SAP9 gen birlikteligi

istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (p=0.009).
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Tablo 10. Her ii¢ yontem ile biyofilm pozitif bulunan suslarda, SAP4 geninin

varligmin karsilastirilmasi

Her Uc Biyofilm Testi Pozitif Olan

Suslar Toplam
Pozitif n (%) Negatif n (%0)
Var 44 (39.6) 67 (60.4) 111 (100.0)
SAP4 Yok 5(17.2) 24 (82.8) 29 (100.0)
Toplam 49 (35.0) 91 (65.0) 140 (100.0)
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TARTISMA

Candida tiirleri hafif yiizeyel enfeksiyondan agir sistemik enfeksiyona kadar
cesitli klinik tablolara yol agmaktadirlar. Florali bolgelerde fizyolojik kosullarin
degismesi, hormonal dengenin bozulmasi, immun sistemi baskilayan ilaglarin
kullanilmasi, kanser veya AIDS gibi immun yetmezlige yol acan hastaliklar Candida
enfeksiyonlarmi kolaylastirir (26, 27).

Candida enfeksiyonlariin patogenezindeki major virulans faktorleri; konak
epitel ve endotel hiicrelerine adezyon, germ tiip olusumu, asit proteinaz ve SAP gibi
enzimlerin iretimidir. Ayrica fosfolipaz, toksinler, slime tiretimi gibi fenotipik
degisimler, hiicre duvari ve ylizey degisimi, hidrofobisite gibi faktorler de virulans ve
patogenezde rol alir (1, 9).

Candida tiirleri normal floranin bir {iyesi olarak da bulunabildiklerinden
laboratuvarlarda karsilasilan en biiylik sorunlardan birisi klinik 6rneklerde iiretilen
Candida tiirlerinin klinik 6nemi olup olmadiginin belirlenip rapor edilip
edilmeyecegine Kkarar verilmesidir. Bu asamada verilerin dogru yorumlanabilmesi
i¢in iyi bir klinik laboratuvar isbirligine gereksinim vardir (74).

Aynali (1) yaptig1 ¢alismada, klinik Orneklerden izole ederek etken kabul
ettikleri 100 Candida susunun 48’inde C. albicans suslarini saptamustir. Bu suslarin
klinik O6rneklere gore dagilimina bakildiginda, en fazla idrar 6rneklerinden, en az
siklikta ise vajen, yara ve kateter orneklerinden izole edildigini bildirmistir.

Arslan ve ark. (10) 100 C. albicans susu ile yaptiklar1 ¢aligmada, suslarin
klinik 6rneklere gore dagilimina baktiklarinda, en sik idrar ve vajen drneklerinden en
az siklikta ise kan ve agizdan alinan 6rneklerden izole ettiklerini bildirmislerdir.

Yildirim ve ark. (97) 132 candida susuyla yaptiklar1 ¢alisgmada, 92 susta C.
albicans saptamiglardir. Bu ¢alismada en sik idrar ve kan kiiltiirlerinden, en az
siklikta ise vajen, abse ve mayi orneklerinden izole edildigini bildirmislerdir.

Calismamiza, 78 (%55.7) idrar, 22 (%15.7) balgam, 14 (%10) yara, 12 (%8.6)
kan, 11 (%7.9) trakeal aspirat ve 3 (%2.1) vajinal siiriintii olmak {izere toplam 140 C.
albicans susu dahil edilmistir. Bu suslar, en sik idrar ve balgam 6rneklerinden, en az
siklikta ise vajen Orneklerinden izole edilmistir. Bu da diger calismalarla uyumlu

bulunmustur.
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Bizim yaptigimiz ¢alismada ve iilkemizde yapilan diger ¢aligmalarda, C.
albicans suslar1 6zellikle idrar orneklerinden izole edilmekle beraber birgok farkli
klinik 6rnekten de izole edilebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

Onemli nozokomiyal enfeksiyonlar arasinda sayilan kateter enfeksiyonlar,
mikroorganizmalarin katerterlere yapisma ve kolonizasyonu sonucu olusmaktadir.
Bu yapisma ve kolonizasyon i¢in slime faktoriin gerekli oldugu bildirilmektedir.
Kateterlerde ortaya c¢ikan biyofilmlerde hem mikrobiyal hem de konak faktorleri
gorev almaktadir. Mikrobiyal faktor olarak slime, konak faktorii olarak ise fibrin ve
fibronektin rol oynamaktadir (98).

Yiicesoy ve ark. (99) yaptiklar1 ¢alismada, ¢esitli candida kokenlerinin
biyofilm tiretimi toplam 156 Candida kokeni igerisinde arastirilmus tiip aderans testi
ile izolatlarm 43’niin (%27,6), mikroplate yontemiyle ise 26’sinin (%16.7) biyofilm
irettigi belirlenmis ve iki yontem arasinda %65 tutarlilik saptanmistir. Bu ¢alismada
candidalar icerisinde antifungal duyarlilik oranlarinda o©nemli bir farklilik
gdzlenmemesine ragmen, biyofilm iiretiminin potansiyel bir virulans faktorii oldugu
sonucuna ulagilmustir.

Cevahir ve ark. (100) yaptiklar1 ¢alismada, 126 Candida susunda biyofilm
tretimini ti¢ farkli yontem kullanarak arastirmiglardir. Slime faktér yapimi KKBI
Agar ile %44,4, Glikozlu Triptik Soy Buyyon ile %39.6 ve Glikozlu S1vi Sabouraud
besiyeri ile %33.3 oraninda saptanmistir. Yontemler biyofilm iiretimi acisindan
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig: halde en fazla
KKBI agar yontemi ile pozitiflik saptandigi goriilmiistiir.

Gokg¢e RG’nin (18) yaptigi ¢alismada, modifiye tiip aderans metodu ve
modifiye mikroplate metoduyla biyofilm olusumunu arastirmis, 68 C. albicans
kokeninin 8 tanesinde (%11.8) biyofilm pozitif olarak tespit edilmis. Modifiye tiip
aderans metoduyla tespit edilen 8 kdkenin 6’s1, modifiye mikroplate metoduyla 8
kokenin 5°1 kuvvetli pozitif olarak belirlenmistir.

Yiicesoy ve ark. (99) yaptiklari ¢alismada, modifiye tiip aderans metoduyla
94 C. albicans kokeninin 23 tanesinde (%25), modifiye mikroplate metoduyla
yapilan ¢aliymada ise 11 tanesinde (%12) biyofilm varhigmi pozitif olarak tespit

edilmistir.
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Yiicesoy ve ark. (18), 94 Candida kokeni ile yaptiklari baska bir ¢aligmada
her iki yontemle %91.49 oraninda ayni sonuclari elde etmisler, sonuglarinda
mikroplate yonteminin daha objektif olmasi nedeniyle tercih edilebilecegine
deginmislerdir.

Calismamizda, KKBI Agar, modifiye tiip aderans ve modifiye mikroplate
metoduyla biyofilm varligi arastirilmigtir. Caligmaya dahil edilen suslarin slime
aktivitelerinin mikroplate yOntemiyle tespitinde incelenen 140 susun 123
(%87.9)tinde biyofilm aktivitesi pozitif, 17 (%12.1)’sinde negatif bulunmustur.
Pozitif bulunan 123 susun 93 (%66.4)’tniin (+) pozitif, 17 (%12.1)’sinin (++)
pozitif, 13 (%9.3)’liniin (+++) pozitif biyofilm aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
Calismamizdaki suslarm biyofilm aktivitelerinin modifiye tiip aderans yontemiyle
tespitinde incelenen 140 susun 89 (%63.6)’'unda biyofilm aktivitesi pozitif, 51
(%36.4)’inde negatif bulunmustur. Pozitif bulunan 89 susun 40 (%28.6)’mm (+)
pozitif, 31 (%2.1)’inin (++) pozitif, 18 (%12.9)’inin (+++) pozitif biyofilm
aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. KKBI Agar yontemiyle biyofilm aktiviteleri
incelenen 140 C. albicans susunun 72 (%51.4)’sinde biyofilm aktivitesi pozitif, 68
(%48.6)’inde negatif bulunmustur. 140 C. albicans susunun 49 (%35)’unda her ii¢
yontemle de biyofilm varlig1 pozitif olarak saptanmistir.

Bizim ¢alismamizda biyofilm varligmi saptama orani, modifiye mikroplate
yonteminde diger iki yonteme gore oldukea yiiksek bulunmustur (%87.9). Ancak bu
fark istatististiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05). Bu sonug Yiicesoy ve ark.
(18)’nin yaptiklar1 ¢alisma ile uyumludur. Sonu¢ olarak mikroplate yonteminin,
yogun emek ve yiiksek maliyetine ragmen daha objektif olmasi nedeniyle tercih
edilebilecegi diisiiniilmiistiir.

Caligmamizda, biyofilm {iretimini saptayan 3 yontem arasindaki uyum kappa
testi ile karsilastirilmis olup, 3 test arasinda zayif bir uyum oldugu saptanmistir
(kappa<20).

Asit proteinaz ilk olarak 1965 yilinda Staib tarafindan saptanmis ve ii¢ yil
sonra Remold ve Fasold, enzimi saflastirarak tiplendirmistir. Asit proteinaz, patojen
Candida tiirleri tarafindan salgilanmakta, non-patojen tiirlerde bulunmamaktadir
(34). Patojen Candida tiirlerinin salgiladigr hiicre dis1 proteinazlarin doku

harabiyetine bagli olarak mayanin yayilimmi destekledigi, mayanmm mukozalarda
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devamli olarak kalmasini sagladigi ve mayay1 organizmanin savunma sistemine karsi
korudugu belirtilmektedir (101).

Yiicesoy ve ark. (102), Sigir Serum Albumin Agar (SSAA) ile yaptiklari
caligmada, oral kandidozlu hastalardan izole edilen 31 C. albicans susunun 3’iinde
(%9.7) iki pozitif, 16’sinda (%51.6) bir pozitif proteinaz aktivitesi saptamiglardir.

Yapilan diger ¢alismalarda ise; Cerikcioglu ve Alagam (57) 75 C. albicans
susunun 65’inde (42’si bir pozitif, 23’t iki pozitif), Erdeniz ve Giirler (103) C.
albicans’in etken oldugu vulvavajinal kandidozlu hastalarda izole ettikleri 31 susun
tiimiinde (7’s1 bir pozitif, 24’1 iki pozitif) proteinaz aktivitesi bulmuslardir.

Kantarcioglu ve Yiicel (104) degisik klinik 6rneklerden izole edilen Candida
tiirleri ile yaptiklar1 ¢alismada, 60 C. albicans susunun 57’sinde (%95) proteinaz
aktivitesi saptamiglardir. Ener ve ark. (105) ise bu oran1 %89.2 olarak bulmuslardir.

Degisik klinik Ornekleri kapsayan diger C. albicans asit proteinaz
caligmalarinda; Giileng ve ark. (106) 113 C. albicans susunun %50.4’tinde, Ergil ve
Kustimur (107) 51 C. albicans susunun %49’unda, Akbas ve ark. (108) ise 73 C.
albicans susunun %73.9’unda asit proteinaz aktivitesi saptamiglardir.

Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢alismada, vajinit etkeni Candida tiirlerinde
asit proteinaz varhgi arastirilmis ve C. albicans ve C. parapsilosis izolatlarinin
tiimiiniin (%100), C. tropicalis tiirlerinin %95 nin asit proteinaz iirettigi bildirilmistir
(109).

Yurtdisinda yapilan diger ¢calismalarda ise; Riichel ve ark. (110) gesitli klinik
orneklerden izole ettikleri 103 C. albicans susunun 74’tinde, Chakrabarti ve ark.
(111) 227 C. albicans susunun %60’inda proteinaz aktivitesi gozlemlemislerdir.

Yaptigimiz caligmada, asit proteinaz aktivitesi yoniinden incelenen 140 C.
albicans susun 130 (%92.9)’unda asit proteinaz aktivitesi pozitif, 10 (%7.1)’unda
negatif bulunmustur. Pozitif bulunan 130 sustan 114 (%81.4)’liniin (+) pozitif, 16
(%11.4)’sinin (++) pozitif asit proteinaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Asit
proteinaz aktivitesi negatif olarak saptanan 10 susun, 5 tanesi idrar ve diger 5 tanesi
balgam Orneklerinden izole edilmistir. Calismamizda, yara (%100.0), kan (%2100.0)
ve vajinal siirlintii Orneklerinin (%100.0) tamaminda asit proteinaz aktivitesi
saptanmistir. Diger ¢alismalarda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da C. albicans

suslarinda asit proteinaz varligi oldukca yiiksek saptanmistir.
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Sonug olarak klinik 6rneklerden izole edilen C. albicans suslarmin ¢ogunun
biiyiik oranda patojen oldugu gézoniinde bulundurulmalidir.

Salgisal Asit Proteinaz (SAP) tiretimi ilk kez Staib tarafindan 1965 yilinda C.
albicans kokenlerinde saptanmistir. Kromotografik yontemlerle saflastirilan enzim
cok sayida aspartik asit rezidiileri i¢erdigi i¢in 1993 yilinda American Society for
Microbiology tarafindan Salgisal Aspartik Proteinaz ad1 ile kabul edilmistir (52).

C. albicans suslarinda 1991 yilindan itibaren SAP ailesini kodlayan birgok
gen tanimlanmistir (55, 56).

Giiniimiizde, C. albicans tiiriinde 10 farkli SAP geni (SAP1-10) ve diger
Candida tiirlerinde de homolog genler tanimlanmustir (53, 58, 59). C. dubliniensis’de
7 SAP geni tanimlanmis ve bu genlerin C. albicans’la yakin gen benzerligi
bulundugu belirlenmis, C. dubliniensis’in sebep oldugu mukozal enfeksiyonlarda
SAP n 6nemi bildirilmistir (60).

Salgisal Asit Proteinaz’in viriilans faktor olarak degerlendirildigi ¢alismalar
genellikle C. albicans kokenleri kullanilarak yapilmis ve yapilan ¢esitli galismalarda
proteinaz enzimi Uretmeyen kokenlerin {iretenlere oranla viriilanslarmin diisiik
oldugu, zayif patojen olduklar1 ya da patojen olmadiklar1 gésterilmistir (64).

Bununla birlikte, yapilan birgok ¢alisma C. albicans koékenlerinin proteinaz
aktivitesiyle, deneysel sistemik hayvan enfeksiyonlarinda ¢ldiiriicti etkisi arasindaki
baglantiy1 agiklamayi amaglamistir. Genetik agidan akraba olmayan C. albicans
kokenlerini kullanarak yapilan bir ¢alismada, proteolitik olan ve proteolitik olmayan
kokenlerin farelerdeki 6ldiiriicii etkileri arasindaki fark incelenmis ve proteolitik olan
kokenlerin digerlerine oranla daha 6ldiiriicii oldugu gosterilmistir (65).

Cesitli klinik ve deneysel bulgular, proteinaz enziminin Candida vajinitinin
patogenezinde 6nemli bir viriilans faktorii oldugunu desteklemektedir.

Kiling ve ark. (69) yaptiklar1 bir g¢alismada, vulvovajinal kandidozlu
hastalarin timiinde florometrik yontem ile proteinaz aktivitesi saptamislardir. Bu
calismada SAP2 izoenziminin vajinitlerde 6nemli rol oynadig1 ag¢ik¢a gosterilmistir.

Bizim ¢aligmamizda, tiim trakeal aspirat ve vajinal siirlintii Orneklerinde
SAP5 geni haricindeki diger SAP genlerinin varhigi saptanmistir. Ozellikle asit
proteinaz aktivitesi, SAP1 (%100.0), SAP2 (%100.0), SAP3 (%100.0), SAP4
(%100.0), SAP6 (%100.0) ve SAP7 (%100.0) genleri, vajinal siiriintii 6rneklerimizin
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tamaminda saptanmistir. Bu sonuglarimiz Kiling ve ark.’nin ¢aligmalariyla uyumlu
bulunmustur.

Calismamizda SAP genleri varligi ile asit proteinaz birlikteligine
bakildiginda, SAP5 geni pozitif 19 (%100.0) susun, SAP9 geni pozitif 54 (%100.0)
susun ve SAP10 geni pozitif 51 (%100.0) susun tamaminda asit proteinaz aktivitesi
varligi saptanmistir. Bu da proteinaz aktivitesi ile SAP genlerinin korelasyonunu
gostermis olup, viriilanstaki rollerini agiklamaktadir.

Yapilan birgok ¢alismada, aktif vajinitli hastalardan izole edilen C. albicans
kokenlerinin aspartil proteinaz aktivitesi, tasiyicilardan daha yiiksek bulunmustur
(70, 71).

Costa ve ark. (94) yaptiklar1 ¢alismada, flukonazol ve vorikanozole
duyarliliklar1 bilinen 31 C. albicans susunda SAP1’den SAP7’ye kadar olan gen
varliklar1 ile proteinaz aktivitelerini karsilagtirmiglardir. Bu ¢alismada 6zellikle oral
kaviteden izole edilen flukonazol ve vorikanozole direngli veya duyarhi C. albicans
suslarinda SAP1’den SAP7’ye kadar olan genlerin varlig1 acisindan benzer paternler
saptamiglardir.

Kalkanci ve ark. (112) kan kiltiirii ve vajinal siiriintii 6rneklerinden izole
ettikleri toplam 80 C. albicans susunda PCR yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada, SAP
genlerinin varligini arastirmiglardir. Kan kiiltiirtinden izole ettikleri 40 C. albicans
susunda, SAP1, SAP2 ve SAP3’i 13 (%32.5) izolatta, SAP4’i 38 (%95) izolatta,
SAP5’i 30 (%75) izolatta ve SAP6’y1 da 23 (%57.5) izolatta saptamiglardir. Vaginal
stirtintii kiiltiirinden izole ettikleri 40 C. albicans susunda, SAP1, SAP2 ve SAP3’u
37 (%92.5) izolatta, SAP4’li 3 (%7.5) izolatta, SAP5’i 3 (%7.5) izolatta ve SAP6’y1
da 5 (%12.5) izolatta saptamislardir. Yapilan bu ¢alismada SAP1, SAP2 ve SAP3
izoenzimlerinin vajinopatik C. albicans’larla, SAP4, SAP5 ve SAP6 izoenzimlerinin
ise sistemik enfeksiyonlara neden olan C. albicans’larla iliskili oldugunu
bulmuslardir.

Caligmamizda, tiim Ornekler bazinda bakildiginda en az SAP5 genine
rastlanilmis olup, trakeal aspirat ve vajinal siiriintii 6rneklerimizin hi¢gbirinde SAP5
genine saptanmamigtir. Yaptigimiz caliymada vajinal siiriintii  6rneklerimizin
tamaminda SAP1 (%100.0), SAP2 (%2100.0), SAP3 (%100.0), SAP4 (%100.0), SAP6
(%100.0) ve SAP7 (%100.0) varligi saptanmistir. Yine ¢alismamizda, kan kiiltiirii
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orneklerimizden izole ettigimiz suslarda SAP6 (%83.3) ve SAP7 (%83.3) genlerinin
varlig1 yiikksek oranda saptanmis olup bu sonu¢ Kalkanci ve ark.’nin ¢aligmalariyla
uyumlu bulunmustur.

Sikora ve ark. (113) total parenteral nutrisyon alan hastalardan izole edilen 13
C. albicans susu ile yaptiklar1 ¢alismada, suslarin tamaminda SAP1-3 gen varligini
pozitif olarak saptamuslardir. Ayrica 11 susta SAP4 gen varligii, 6 susta SAP5 gen
varligin1 ve 11 susta da SAP6 gen varhigini pozitif olarak saptamislardir. Yapilan bu
calismada C. albicans suslarinda SAP gen varligi ile proteolitik aktivitenin diizeyi
arasinda korelasyon oldugunu ortaya koymuslardir.

Felk ve ark. (114) yaptiklar1 calismada, C. albicans’lardaki SAP genlerinin
sekans analizinde SAP1-3 genlerinin %75 oraninda, SAP4-6 genlerinin ise %90
oraninda benzerlik gosterdigini saptamislardir. Ayrica bu c¢aligmada SAP1-3
enzimlerinin  mukozal enfeksiyonlarda, SAP4-6 enzimlerinin ise sistemik
enfeksiyonlarda oldukca 6nemli bir role sahip oldugunu gdstermislerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, ¢esitli klinik orneklerden izole edilen 140 C.
albicans susundan 81 (%57.8)’inde (6zellikle vajinal siirintii 6rneklerinde) SAPL,
SAP2 ve SAP3 birlikteligi ve 96 (%68.5) izolatta da (0zellikle kan kiiltiirti
orneklerinde) SAP4, SAP5 ve SAPG6 birlikteligi saptanmis olup, bu sonug¢ Felk ve
ark.’nin ¢alismalariyla uyumlu bulunmustur.

Joo ve ark. (115) 35’i kan kiiltiirii ve 28’1 diger 6rneklerden izole edilen
biyofilm varlig1 pozitif olan toplam 63 C. albicans susunda, SAP5 ve SAP9
genlerinin biyofilm iizerine etkisini arastirmislardir. Yapilan bu g¢aligmada, kan
kiiltiirlerinden izole edilen C. albicans suslarinda SAP5 ve SAP9 genlerinin biyofilm
iretimini artirdigini ilk kez ortaya koymuslardir. Ayrica yine bu g¢aligmada kan
kiiltiirlerinden izole edilen ve biyofilm iireten C. albicans suslarinin; diger
bolgelerden izole edilen C. albicans suslaria gére SAP9 ekspresyonunun daha fazla
oldugunu bildirmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda ise biyofilm pozitif olan suslarda SAP4 geninin varligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.019). Diger SAP genleri ile biyofilm
birlikteligi arasindaki iliski ise istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir (p>0.05).

Bizim yaptigimiz ¢aligmada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 140 C.
albicans susunda genotipik olarak SAP1-10 genlerinin varligt PCR yOntemiyle
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arastirtlmigtir. C. albicans suslarinin 91 (%65)’inde SAP1, 116 (%82.9)’sinda SAP2,
109 (%77.9)’unda SAP3, 111 (%79,3)’inde SAP4, 19 (%13.6)’'unda SAP5, 114
(%81.4)’tinde SAP6, 116 (%82.9)’sinda SAP7, 56 (%40)’sinda SAP8, 54
(%38.6)’tinde SAP9 ve 51 (%36.4)’inde SAP10 gen pozitifligi saptanmustir. Ayrica
calismamizda 4 idrar Orneginde SAP1-10 genlerinin tamammin birlikte varligi
saptanmistir. Toplam 10 oOrnekte hicbir SAP genine rastlanmamistir. SAP geni
saptanmayan bu 10 Ornekten 7 tanesi idrar, 1 tanesi balgam, 2 tanesi de yara
ornekleri idi. SAP genlerinin saptanmadig1 bu 6rneklerden izole edilen C. albicans
suslarinda, biyofilm ve asit proteinaz aktiviteleri pozitif saptanmistir. SAP5 geni
hicbir trakea ve vajen 6rneginde saptanmamistir.

Calismamizda SAP1-10 genlerinin varligi ile klinik Orneklerin dagilimi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

SAP genleri ile biyofilm saptama yontemleri karsilagtirildiginda her ii¢
biyofilm yontemi ile slime faktor pozitif bulunan suslarda, SAP4 geninin varligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p: 0.019).

Yaptigimiz c¢alismada, SAP genleri ile asit proteinazin ayni anda varligi
karsilastirildiginda; asit proteinaz pozitif olan suslarda, SAP1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10
genlerinin varligi, bu genleri tasimayan asit proteinaz pozitif suslara gore daha
yiiksek oranlarda saptanmis olup, bu oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
P degerleri sirastyla; 0.033, <0.001, 0.001, 0.001, 0.003, <0.001, 0.05, 0.007 ve
0.014 olarak bulunmustur. SAPS geni pozitif olup asit proteinaz aktivitesi olan suslar,
SAP5 genine sahip olup asit proteinaz aktivitesi olmayan suslardan daha fazla
bulunmustur. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir (p>0.05). Bu
sonuclarimiz Sikora ve ark. (113) yaptiklar1 ¢alisma ile uyumludur. Fenotipik
yontemlerle asit proteinaz varhigmi pozitif buldugumuz C. albicans suslarinda
yiksek olasilikla SAP  genlerinin de pozitif olabilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir.

Sonug olarak, yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla C. albicans’a yonelik olmakla
birlikte, C. albicans dis1 Candida tiirlerinin de artigina paralel olarak C. parapsilosis,
C. dubliniensis ve C. tropicalis tiirlerini iceren arastirmalar yapilmis ve patojenik
Candida tiirlerinin SAP geni tagidig1 ve hiicre dis1 proteinaz iirettigi belirlenmistir. C.

kefyr, C. krusei, C. glabrata ve C. guilliermondii ise nadiren SAP enzimi
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uretmektedir. Candida SAP enzimleri ile yapilan genis kapsamli genom
caligmalarinda bu enzimin Candida viriilansindaki 6nemli roliiniin detayli bir sekilde
degerlendirilmesine imkan saglayacagi belirtilmistir. (58).

Bizim ¢alismamizda Candida tiirlerinin virtilans faktorlerinden biyofilm ve
asit proteinaz olusumu ile SAP genlerinin varlig1 arastirilmistir. Candida tiirlerindeki
bu viriilans faktorlerinin ve genlerinin belirlenmesinin, Candida enfeksiyonlarinin

patogenezini agiklamada oldukg¢a yararl olacag kanisindayiz.
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SONUCLAR

1- Toplam 140 C. albicans susu g¢alismaya alindi. Suslarm 15 (%10.7)’1
poliklinik hastalarina, 125 (%89.3)’i yatan hastalara ait 6rneklerden izole edildi.
Klinik 6rneklerin 63 (%45)’t kadm ve 77 (%55)’si erkek hastalara aitti. Suslarm %
55.7’si idrar, %15.7°si balgam, %10’u yara, %8.6’s1 kan, %7.9’u trakeal aspirat ve
%2.1°1 vajinal siiriintii 6rneklerinden izole edildi.

2- Calismaya dahil edilen C. albicans suslar1 en stk Anestezi Yogun Bakim
Unitesi’ne (%22.1) ait drneklerden izole edildi. Ayrica siklik sirasma gére suslarm
%10’u Pediatri Boliimii’ne, %9.3’ii Uroloji Servisi’ne, %9.3’ii Nefroloji Servisi’ne,
%8.6’s1 Gogiis Hastaliklar1 Servisi’ne, %6.4’ii Pediatri Yogun Bakim Unitesi’ne,
%35.7’si Kalp Damar Yogun Bakim Unitesi’ne, %5.7’si Enfeksiyon Hastaliklari
Servisi’ne ve %22.9’u diger servislere ait klinik 6rneklerden izole edildi.

3- Calismaya dahil edilen 140 C. albicans susu, Kongo Kirmizili Beyin Kalp
Infiizyon Agar, Mikroplate ve Modifiye Tiip Aderans yontemleriyle biyofilm varlig
acisindan degerlendirildi. Her {i¢ yontemde de biyofilm varligi pozitif olan 49 (%35)
sus saptandi.

4- Calismaya dahil edilen suslarin biyofilm aktivitelerinin mikroplate
yontemiyle tespitinde incelenen 140 susun 123 (%87.9)’linde biyofilm aktivitesi
pozitif, 17 (%12.1)’sinde negatif bulundu. Pozitif bulunan 123 susun 93 (%66.4)’i
(+) pozitif, 17 (%12.1)’si (++) pozitif, 13 (%9.3)’i (+++) pozitif biyofilm
aktivitesine sahip oldugu goriildii.

5- Calismaya dahil edilen suslarin biyofilm aktivitelerinin modifiye tiip
aderans yOntemiyle tespitinde incelenen 140 susun 89 (%63.6)’'unde biyofilm
aktivitesi pozitif, 51 (%36.4)’inde negatif bulundu. Pozitif bulunan 89 susun 40
(%28.6)’1 (+) pozitif, 31 (%22.1)’i (++) pozitif, 18 (%12.9)’i (+++) pozitif biyofilm
aktivitesine sahip oldugu goriildii.

6- Kongo Kirmizili Beyin Kalp Infiizyon (KKBKI) Agar yontemiyle biyofilm
aktiviteleri incelenen 140 C. albicans susunun 72 (%51.4)’sinde biyofilm aktivitesi
pozitif, 68 (%48.6)’inde negatif bulundu.

7- Asit proteinaz aktivitesi yoniinden incelenen 140 C. albicans susun 130

(%92.9)’'unda asit proteinaz aktivitesi pozitif, 10 (%7.1)’unda negatif bulundu.
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Pozitif bulunan 130 sustan 114 (%81.4)’i (+) pozitif, 16 (%11.4)’s1 (++) pozitif asit
proteinaz aktivitesine sahip oldugu goriildii.

8- Izole edilen 140 C. albicans susunda genotipik olarak SAP1-10 genlerinin
varligi PCR yontemiyle arastirildi. C. albicans suslarmin 91 (%65)’inde SAP1, 116
(%82.9)’sinda  SAP2, 109 (%77.9)’unda SAP3, 111 (%79,3)’inde SAP4, 19
(%13.6)’unda SAP5, 114 (%81.4)’iinde SAP6, 116 (%82.9)’sinda SAP7, 56
(%40)’sinda SAP8, 54 (%38.6)’tinde SAP9 ve 51 (%36.4)’inde SAP10 gen pozitifligi
saptandi.

9- Tim SAP genlerinin varligi 4 susta saptandi. Bunlarin tamami idrar
ornekleri idi.

10- Toplam 10 oOrnekte higbir SAP genine rastlanmamistir. SAP geni
saptanmayan bu 10 Ornekten 7 tanesi idrar, 1 tanesi balgam, 2 tanesi de yara
ornekleri idi.

11- Calismamizda SAP1-10 genleri, asit proteinaz, KKBI agar ve modifiye tiip
aderans yontemleri ile klinik 6rneklerin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi (p>0.05). Ancak modifiye mikroplate yontemiyle klinik 6rnek
dagilimma bakildiginda; en fazla idrar Orneklerinde, en az oranda ise vajen
orneklerinde biyofilm pozitifligi tespit edildi ve bu oranlar da istatistiksel olarak
anlamli saptandi (p=0.037).

12- SAP genleri ile biyofilm birlikteligi karsilastirildiginda her ii¢ biyofilm
yontemi ile pozitif bulunan suslarda, SAP4 geninin varligi istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.019).

13- SAP genleri ile asit proteinazin ayni anda varlhigi karsilastirildiginda; asit
proteinaz pozitif olan suslarda, SAP1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10 genlerinin varligi, bu
genleri tagimayan asit proteinaz pozitif suslara gore daha yiiksek oranlarda saptandi
ve bu oranlar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05)

14- Caliymamizda ayrica asit proteinaz varligi ile her ii¢ biyofilm saptama
yontemi karsilastirildiginda oranlar arasinda herhangi bir istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (p>0.05).
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