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OZET

KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN CANDIDA TURLERININ
VIRULANS FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

Giilsen CETIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
T1bbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2023
Danigman: Prof. Dr. Asuman BIRINCI

Candida tiirleri, deri ve mukoza florasinin normal iiyesi olan ancak cilt ve
mukoza biitiinliigliniin bozulmasiyla yiizeyel ve invaziv enfeksiyonlara neden olabilen
firsatc1 fungal patojenlerdir. Candida tiirlerinin en 6énemli virtilans faktorleri arasinda
hif olusumu, dimorfizm, hidrolitik enzimler ve biyofilm olusumu gibi faktorlerin
oldugu goriilmektedir. Calismamizda kan kiiltiirii drneklerinden izole edilen Candida
izolatlariin asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz aktiviteleri ve biyofilm olusumlarinin
arastirilmas1 amaglanmaktadir.

Calismaya ¢esitli servislerden gonderilen kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen
90 Candida izolati dahil edilmistir. Izolatlarin identifikasyonu konvansiyonel
yontemler ve otomatize sistemler kullanilarak gerceklestirilmistir. Caligmaya dahil
edilen izolatlarin asit proteinaz aktiviteleri %1°lik sigir serum albiimin ¢ozeltili agar
besiyeri, fosfolipaz aktiviteleri yumurta sarili agar besiyeri, esteraz aktiviteleri Tween
80’li agar besiyeri kullanilarak plaka yontemiyle ¢alisilmis ve her bir izolat pozitif
standart susu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Izolatlarin biyofilm olusturma
yetenekleri ise mikrotitrasyon plak yontemiyle ¢alisilmis ve elde edilen absorbans
degerleri, standart suslarin absorbans degerleri ile karsilastirilarak kantitatif olarak
derecelendirilmistir.

Calisilan izolatlarin 35 (%38,8)’i C. albicans, 29 (%32,2)’u C. parapsilosis, 17
(%18,9)’si C. glabrata, 6 (%6,7)’s1 C. krusei, 3 (%3,4)’i C. tropicalis olarak
tanimlanmustir.

Enzimatik aktivitesi arastirilan 35 C. albicans izolatinin 35 (%100)’inin
proteinaz, 29 (%82,8)’unun fosfolipaz, 33 (%94,2)linlin esteraz aktivitesi oldugu
gozlemlenmistir. Non-albicans izolatlarinin (n:55) ise 54 (%98)’iniin proteinaz, 8
(%14,5)’inin  esteraz aktivitesinin oldugu, fosfolipaz aktivitesinin olmadig
belirlenmistir.

Biyofilm olusturma yetenekleri arastirilan 35 C. albicans izolatinin 4
(%11,4)linlin zayif, 1 (%2,8)’inin orta derece biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir.
Non-albicans izolatlarmin (n:55) ise 7 (%12,7)’sinin zayif, 2 (%3,6)’sinin orta, 16
(%29)’smin giiclii derece biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir.

Sonug olarak ¢aligmamiza dahil ettigimiz C. albicans izolatlariin fosfolipaz ve
esteraz aktivitesinin non-albicans’lara oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Non-
albicans izolatlarinin ise C. albicans’lara gore yiiksek derece biyofilm olusturdugu
saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Candida tiirleri, Proteinaz, Fosfolipaz, Esteraz, Biyofilm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF VIRULANCE FACTORS OF CANDIDA SPECIES FROM
THE BLOOD CULTURES

Giilsen CETIN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Master, February/2023
Supervisor: Prof. Dr. Asuman BIRINCI

Candida species are opportunistic fungal pathogens that are normal members of
the skin and mucosal flora, but can cause superficial and invasive infections with
disruption of skin and mucosal integrity. It is seen that the most important virulence
factors of Candida species are hyphae formation, dimorphism, hydrolytic enzymes and
biofilm formation. In our study, it is aimed to investigate acid proteinase,
phospholipase, esterase activities and biofilm formation of Candida isolates isolated
from blood culture samples.

In the study were included 90 Candida isolates isolated from blood culture
samples sent from various services. Identification of the isolates was carried out using
conventional methods and automated systems. The acid proteinase groups of the
isolates included in the study were studied using 1% bovine serum albumin thawed
agar medium, phospholipase weights were studied on egg yolk agar medium, esterase
operations were studied using the plate method using Tween 80 agar medium and each
isolate was evaluated by comparing it with a positive standard strain. The biofilm
forming abilities of the isolates were studied with the microtitration plate method and
the absorbance values obtained were quantitatively graded by comparing the
absorbance values of the standard strains.

Of the studied isolates, 35 (38.8%) were C. albicans, 29 (32.2%) were C.
parapsilosis, 17 (18.9%) were C. glabrata, 6 (6.7%) were C. krusei and 3 (3.4%) were
identified as C. tropicalis.

It was observed that 35 (100%) of the 35 C. albicans isolates whose enzymatic
activities were investigated had proteinase activity, 29 (82.8%) had phospholipase
activity, and 33 (94.2%) had esterase activity. It was determined that 54 (98%) of the
non-albicans isolates (n:55) had proteinase activity, 8 (14.5%) had esterase activity
and had no phospholipase activity.

It was observed that 4 (11.4%) of 35 C. albicans isolates, whose biofilm forming
abilities were investigated, formed a weak biofilm and 1 (2.8%) formed a moderate
biofilm. It was observed that 7 (12.7%) of the non-albicans isolates (n:55) formed
weak biofilms, 2 (3.6%) moderate biofilms, and 16 (29%) strong biofilms.

As a result, it was observed that the phospholipase and esterase activities of
C.albicans isolates included in our study were higher than non-albicans. It was
determined that non-albicans isolates formed a higher degree of biofilm compared to
C. albicans.

Keywords: Candida species, Proteinase, Phospholipase, Esterase, Biofilm
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1. GIRIS

Candida tiirleri, yiizeyel ve invaziv enfeksiyonlara neden olabilen firsatg1 fungal
patojenlerdir. Bu organizmalar dogumdan kisa bir siire sonra yenidoganin normal deri
ve mukoza florasindaki yerlerini almaktadirlar (Pappas et al., 2018; Limon et al.,
2017). Ayrica su, toprak ve havada da yaygin olarak bulunmaktadirlar. Konak defansi
zayiflamis risk altinda olan kisiler Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlara
duyarhdirlar. Yiiksek risk altindaki gruplar; kan, kemik iligi ve solid organ
transplantasyonu yapilan hastalar, biiyiik cerrahi islem gecirenler, kazanilmis immiin
yetmezlik sendromu (AIDS) olanlar, antineoplastik kemoterapi goren hastalar, Immiin
stipresiftedavi uygulananlar, ileri yastakiler ve prematiire doganlardir (Cui et al., 2013;

Ustagelebi, 1999).

Candida tiirleri deri, mukoz membranlar ve gastrointestinal sistemin normal
mikrobik flora iiyesi olarak bulunduklarindan enfeksiyonlarin g¢ogu endojen
kaynaklidir. Genellikle enfeksiyondan 6nce kolonize olan organizma sayisi artig
gostererek, kolonizasyonu enfeksiyon izlemektedir (Pappas et al., 2018; Limon et al.,
2017).

Kandidiyazis, yiizeyel ve derin enfeksiyonlar seklinde klinik olarak
adlandirilmaktadir. Yiizeyel kandidiyaz olgularinda organizma yalanci hiflerle deri ve
mukozadan doku igine girerek blastokonidyumlar ile dokuya yayilir (Nobile and
Johnson, 2015). Derin veya sistemik kandidiyazlarda ise genellikle gastrointestinal
kolonizasyonun ardinda mukozay1 gecerek kana ulagan organizma, fagositik etkinligi
yetersiz olan konagin organ veya sistemlerinde yayilim gostermektedir (Strickland and
Shi, 2021). Hematolojik kanserli hastalarda kronik yayilmis kandidiyaz ve kemikler,
kaslar, eklemler gibi diger organlar veya bolgelerde yayilim gosteren enfeksiyonlarin
genellikle teshis edilememis veya teshisi gecikmis bir kan dolasimi enfeksiyonundan

kaynaklandig1 vurgulanmaktadir (McCarty et al., 2021).

Kandidiyaz olgularinda C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. guilliermondii ve C. dubliniensis en sik izole edilen tiirlerdendir (Limon et al., 2017;
Sriphannam et al., 2019). Non-albicans Candida enfeksiyonlarinin artisindaki en
onemli sebep profilaktik tedavide antifungallerin sik kullanilmasi ve 6zellikle azol
tiirevi ilaglarin kullaniminin yayginlasmasi oldugu belirtilmektedir. Tedavi siirecinde

flukonazoliin yaygin kullanilmas1 C. krusei ve C. lusitaniae gibi direngli suslarin



ortaya ¢iktigi bildirilmektedir (Wingard, 1994). Epidemiyolojideki degisiklikler ve
hem triazollere hem de ekinokandinlere karsi direngli suslarin goriilmesi tedavi
stirecinin zorlasmasina neden olmaktadir (Kullberg and Arendrup, 2015; Pristov and
Ghannoum, 2019). Son zamanlarda antifungal ila¢ seg¢eneklerindeki artisa ragmen
mortalite oranlarinin %33-75 arasinda oldugu belirtilmektedir (Uzun and Anaissie,
2000). Retrospektif olarak yapilan bir ¢alismada, invaziv kandidiyazl hastalarda erken
tan1 ve antifungal tedavinin mortalite azalmasinda yardimci olacagi ifade edilmektedir

(McCarty et al., 2021; Kullberg and Arendrup, 2015).

Son zamanlarda fungal enfeksiyonlardan sik izole edilen Candida tiirlerinin
patogenezini anlamak amaciyla, tiirlerin patojenitesinde rol oynadigi diisliniilen
viriilans faktorlerinin arastirildigi calismalara ihtiya¢ duyulmustur. Yapilan calismalar
enfeksiyonlarda bir¢ok viriilans faktoriiniin rol oynadigini gostermektedir (Kullberg
and Arendrup, 2015). Candida tiirlerinin viriilansinda dimorfizm gostermesi, adezin,
toksin, hidrolitik enzimler salgilamasi ayrica biyofilm ve hif olusturmasi gibi 6zellikler

onemli rol oynamaktadir (Ramage et al., 2005; Atalay vd., 2015).

Calismamizda ¢esitli servislerden gonderilen kan kiiltiirii 6rneklerinden izole
edilen Candida izolatlarinin asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz enzimatik aktiviteleri ve
biyofilm olusturma yeteneklerinin fenotipik olarak belirlenmesi, belirlenen viriilans

faktorlerinin tiir diizeyinde istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri
2.1.1. Tarihge

Mantarlara ait ilk kayitlar M.O.4. yiizyillda Hippocrates ve Gallen’e kadar
uzanmaktadir. Bu donemde agizdaki pamukguk lezyonlarinin Candida tiirlerine bagh
gelistigi Hippocrates ve Gallen tarafindan bilinmemektedir. 1839°da Bernhard
Rudolph Conrad von Langenbeck tifo sebebiyle 6len hastanin agiz lezyonlarindan
izole edilen mantar hiicrelerini parazit olarak tanimlayarak tifiis etkeni oldugunu
diistinmiistiir. 1841°de Emil Berg tarafindan agizdaki pamukguk lezyonlarinin mantar
sebebiyle gelistigi tespit edilmistir. Maya taksonomisi ‘’Algler, Mantarlar ve Bitkiler
i¢cin Uluslararas1 Adlandirma Kodu (International Code of Nomenclature for Algae,
Fungi and Plants-ICN)’’ kurallarina gore diizenlenmektedir. Candida cinsinin

taksonomisi Tablo 2.1’de gosterilmektedir (Timbay, 2021).

Tablo 2.1. Candida cinsinin taksonomisi

Alem: Fungi

Sube: Ascomycota

Simif: Hemiascomycetes

Takim: Saccharomycetales

Aile: Saccharomycetaceae

Cins: Candida

2.1.2. Candida Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Candida tiirleri yuvarlak veya oval, tomurcuklanarak (blastokonidiyum veya

blastosporlar) ¢ogalan 2.0-7.0 x 3.0-8.5 pm boyutlarinda maya formunda funguslardir.

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Kanli Agar, Eosin Metilen-Blue (EMB) agar,
Patates Dekstroz Agar (PDA), Mueller-Hinton Agar gibi rutin besiyerlerinde (pH:6.9)
25-37°C’de, 24-48 saatte, genellikle krem rengi, yumusak kivamli, mat veya parlak 2-
3 mm ¢apli koloniler olusturmaktadirlar. Kiiltiirlerinde bazi tiirler fenotipik degisime

ugrar, yalanci hif (psddohif) ve/veya gercek hiflerden olusan tiiylii gériintimde farkli



morfotipler de sergileyebilirler (Silva et al., 2012; Jawetz et al., 2010). Misir unu-
Tween 80°li agarda 25°C’de 72 saat inkiibasyonun ardindan gozlenen
blastokonidyumlarmin 6zelliklerine ve dizilimlerine goére degisen morfolojileri,

tiirlerin tanimlanmasinda yardimci olmaktadir (Ustagelebi, 1999).

Candida tiirleri dogum sirasinda veya dogumdan kisa siire sonra yenidoganin
deri ve mukoza florasinda yerlerini almaktadirlar (Ustagelebi, 1999; Silva et al., 2012).
Saglikli bireylerde Candida tiirlerinin gastrointestinal sistemde, deride ve kadinlarda
genitotiriner sistemde asemptomatik olarak kolonizasyonu goriilmektedir. Patojen
Candida tiirleri agiz, vajina gibi dokular ve dis protezleri, vendz kataterler, idrar
sondalar1 gibi kalici inert yiizeylerde kolonize olmaktadir (Limon et al., 2017,
Schofield et al., 2005; Murray et al., 2016).

2.1.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Candida tiirleri, aerop ortamda, pH: 2-8 ve 20-40°C’de iirerler. Yiiksek CO2’li
ortamda zayif lireme gosterirler. Biitiin tiirler nitrati asimile etmez ve glukozu fermente
ederler. Kiiltiirlerinde laktik asit, propionik asit, piriivik asit, asetik asit ve etanol gibi
son turiinler olustururlar (Ustagelebi, 1999). Baz1 Candida tiirlerinin biyokimyasal

ozellikleri Tablo 2.2°de gosterilmektedir (Ustagelebi, 1999).

Tablo 2.2. Bazi Candida tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri

N N S > S
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C.albicans + + + + + + - - - — — _
C.parapsilosis + + + + + — + - - — _ _
C.glabrata + - - + - - - - — _ _ _ _
C.krusei + - - - — — - - + - - + —
C.tropicalis + + + + + + + - — _ _ _ _

2.1.4. Hiicre yapisi
2.1.4.1. Hiicre iskeleti

Hiicre iskeleti, turgor basincina karsi koymaktadir. Iskelet yapisindaki aktin,

sitoplazmik akiskanligl; miyozin ise organellerin hareketini saglamaktadir.
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Hiicre yapisindaki Ca, Mg ve H iyonlarmin yogunlugu ve hiicre igine giris
cikislari, organel hareketinde ve hif uzamasinda 6nemlidir. Ayrica iyonlar mayoz ve
mitoz bolinmede, tomurcuklanmada, septum olusumunda, bazi enzimlerin

diizenlenmesinde de 6nemlidir (Willke Topgu vd., 2017).
2.1.4.2, Hiicre Duvari ve Antijenik Yapi

Hiicre duvarmin hiicreye sekil vermesi, ozmotik basinca karsi hiicreyi korumast,
madde aligveris kontroliinii saglamasi, farkl yilizeylere tutunmada (adezyon) dogrudan
gorev almasit ve yapisindaki immiinolojik determinantlar viriilans1 arttiran
ozelliklerdir. Hiicre duvar1 yapisint %90 karbonhidratlar, %5-15 protein ve %2-5
lipidler olusturmaktadir. Karbonhidratlar ise %20-30 mannoprotein (sekere bagl
proteinler), %50-60 glukan (fibriler ag olusumu), %0.6-9 kitin (hiicre duvar
sertliginden gorevli) yapisini olusturmaktadir. C. albicans’in glukan ve mannan igerigi
benzer olan maya ve hif formlarinda, kitin miktarinin hifal hiicrelerde ii¢ kat fazla

oldugu saptanmistir (Willke Topgu vd., 2017).
2.1.4.3. Hiicre Membram

Hiicre membrani, tasidigi ozmoenzimler araciligiyla molekiillerin i¢ ve dis
ortama kontrollii bir sekilde ge¢isini saglamaktadir. Hiicre membrani yapisinda
bulunan kitin sentetaz gibi enzimler ise hiicre duvari komponentlerinin sentezinde
gorev almaktadir. Ayrica C. albicans’m maya-hif dimorfizmi ve hif olusturma gibi
morfolojik degisikliklerinde gorev alan fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteinaz gibi
enzimler hiicre membraninda bulunmaktadirlar. Diger mantarlarda oldugu gibi,
Candida tiirlerinin hiicre membran1 yapisinda da bulunan sterol, membran lipidlerinin
%20’sini olusturmaktadir. Sterol yapisinin %95’ini olusturan ergosterol ise antifungal
ilaclar i¢in 6nemli bir hedef durumundadir. Membran yarisinda bulunan fosfolipidler
ise fosfatidil etanolamin, fosfatidil kolin, fosfatidil inozitol, fosfatidil serin’dir (Willke
Topeu vd., 2017).

2.2. Viriillans Faktorleri

Candida tiirlerinin patojenitesi, konak hiicre yiizeyine tutunma, proteazlar,
fosfolipazlar, esterazlar, hemolizin gibi dokuya zarar veren enzimlerin iiretimi ve

biyofilm olusumu gibi viriilans faktorlerine baghdir (Silva et al., 2011).



2.2.1. Konak Hiicre Yiizeyine Adezyon

Mikroorganizma ile konak iliskisinde ilk adim mikroorganizmanin adeziv
ozelligiyle gergeklesmektedir. Adeziv 6zelligi en yiiksek tiir C. albicans olup, ayni tiir
icinde adezyon yetenegi farkli olan kokenler de bulunmaktadir. Maya hiicresinin
konak hiicre yiizeyine tutunmasinda konaga ait olan immiinolojik faktorler ve
hormonal durumlarin yaninda, mantar hiicresinin morfolojik yapisi, yiizey 6zellikleri,

ortam pH ve 1s1s1 da 6nemlidir (Willke Topgu vd., 2017).

Hiicre yiizeyinin hidrofobik ozelligi

Mikroorganizmalar insan hiicreleri gibi negatif yilizey potansiyeline sahiptir.
Ayni ylizey potansiyeline sahip olan iki hiicrenin birbirini ¢ekmeleri, hidrofobik
molekiillerin araciligiyla miimkiindiir. Boylelikle mikroorganizma yilizeyinde bulunan
ligandlar, konak mukoza hiicresi yiizeyinde bulunan reseptorlere geri doniisiimsiiz
olarak baglanmaktadir. Ornegin, hidrofobik molekiiller olan hidrokarbonlar ve polar
Olmayan fenilalanin, metiyonin gibi organik maddeler, adezinlerle hiicre yiizeyine
tutunmay1 desteklemektedir. Ayrica yiiksek galaktoz konsantrasyonunda lireyen maya
ve hifal formlar, 25°C’de iireyenlere kiyasla hidrofobik ozellikleri daha fazladir
(Willke Topgu vd., 2017).

Yiizey adezinleri
Yiizey adezinleri, mantarlarin hiicre duvar ile baglantili olup, konak epitel ve

endotel hiicrelerine tutunmada gérevli molekiillerdir.

1C3b reseptorii: Maya hiicre ylizeyinde bulunarak ve mayanin nétrofiller

tarafindan fagositozunu engellemektedir.
C3d reseptorii: Plastik yiizeylere tutunmada gorevlidir.
Ostrojen reseptdrii: Vajinal kolonizasyonu kolaylastirmaktadr.

Mannoprotein reseptorleri:  Yiiksek galaktoz konsantrasyonunda artis
gostermekte olup, konak epitel hiicre yiizeyindeki fukozil veya glukozamil glikozidler
ile baglant1 kurmaktadirlar. Konak agiz ve vajen epiteline tutunarak sonraki evrelerde

oral ve vajinal kandidiyazise sebep olmaktadirlar.

Laminin reseptorii: C. albicans’in germ tiip ve hif yapisinda saptanmistir. Aortik

ve mikrovaskiiler endotelyal hiicre ligandlarina tutunmaktadir.



Fibrinojen baglayan proteinler: C. albicans’m germ tiip ve hif yapisinda

saptanmistir. Bobrek ve iiretal epitellere tutunmaktadir.

ALS, HWP1 ve INT-1 proteinleri: Maya hiicresinin agiz mukozasina
tutunmasinda rol almaktadirlar (Willke Topgu vd., 2017; Richardson et al., 2019; Soll,
2008).

2.2.2. Maya-Hif Dimorfizmi

Ozellikle C. albicans kokenlerinde goriilen maya-hif doniisiimii kromozomal
degisikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Maya-hif doniisiim stireci CO2, pH (7.5-8.0), 1s1
(37°C), amino asitler ve N-asetil glukoz gibi faktorlerden etkilenen maya hiicresinin
membran reseptdrleri tarafindan hiicre ¢ekirdegine gonderilen sinyal iletisi araciligiyla
baslamaktadir. Hiicre i¢indeki cAMP, cGMP gibi bazi iyonlarin degisimiyle olusan
iyon akimi sonucu hifal uzamay1 gergeklestirecek olan germ tiip olusmaktadir.
Sinyalizasyonun zayif, 1s1 ve pH’in diisiik oldugu durumlarda ise septum yapimi
gecikir, iyon akimi olmaz ve tomurcuklanma ger¢eklesmektedir (Willke Topcu vd.,
2017). Hif formonun maya formuna kiyasla dokuya daha fazla yapigsmasi ve plastik
yiizeylere tutunmada fibriler tabaka olusturmasi patogenez ve viriilanstaki 6nemini
gostermektedir (Richardson et al., 2019). Ayrica hif yapilarinin makrofajlar tarafindan
fagositozu zordur, ancak nétrofiller blastosporlart germ tiip ve hif yapilarina gore daha

iyi fagosite etmektedirler (Silva et al., 2012).
2.2.3. Fenotipik Degisim

Fenotipik degisim 6zellikle C. albicans kokenlerinde fizyolojik kosullarla koloni
morfolojisinde gozlemlenen farkliliklardir. Fenotipik degisim sonucu beyaz-opak
degisim olarak adlandirilan ve beyaz renkli yuvarlak kabarik koloniler veya yassi, daha
koyu renkli, opak koloniler olugsmaktadir. Opak koloni olusumu gosteren kdkenlerin
beyazlara gore deride kolonize olma kapasitelerinin yiiksek oldugu saptanmuistir.
Ayrica fenotipik degisim sonucu diizgiin yilizeyli kokenlerden, tliysii, diizensiz gibi
farkli formlara da degisim olmaktadir. /n vivo kosullarda gerceklesen bu degisimin
fizyolojik kosullara hizli adaptasyonu, antifungal ilaglara direnc¢ gelisiminde etkili
olabilecegi ve viriilansta 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir (Murray et al., 2016;
Willke Topgu vd., 2017).



2.2.4. Salgisal Asit Proteinazlar (SAP)

Viriilansta onemli oldugu diisiiniilen ekstraselliiler enzimlerden olan asit
proteinazlarin asit pH (2.5-4)’da aktive olmasiyla salgisal asit proteinaz (SAP),
yapisindaki aspartik asit rezidiileri dolayisiyla aspartil proteinaz, pepstatin A
varliginda inhibe olmasiyla karboksil proteinaz gibi farkli isimlendirmeleri

bulunmaktadir (Abad-Zapatero et al., 1996).

Patojen Candida tiirleri tarafindan salgilanan asit proteinazlar, konak dokunun
immiinoglobulinler, kompleman, laktoferrin, fibronektin, hemoglobin, albiimin,
kollajen, epidermal keratin gibi proteinlerini hidrolize etmektedirler. Boylelikle doku
harabiyetine sebep olarak konak doku invazyonunu arttirmaktadirlar (Silva et al.,
2012).

Yapilan calismalarda farkli pH degerlerinde SAP 1-10 genleri tarafindan
kodlanan, farkli molekiil agirlikli asit proteinaz izoenzimleri eksprese edildigi
saptanmigstir. SAP 1-8 genleri tarafindan eksprese edilenler hiicre disina salgilananlar,
SAP 9-10 genleri tarafindan ise salgisal olmayan ve hiicre yiizeyine bagl olarak

bulunan serin proteazlar oldugu gosterilmistir (Sardi et al., 2013).

SAP enzim kontrolii maya formlarinda SAP 1,2,3; hifal formlarinda SAP 4,5,6
genleri tarafindan yapilmaktadir. Mayadan hifal forma gecis ve fenotipik degisim SAP
gen ekspresyonu ile baglantilidir. Hifal hiicreler tarafindan eksprese edilen SAP 4-6,
kolonizasyon ve doku invazyonunda rol almaktadir. SAP 8 ekspresyonu ise
penetrasyonda gorev almaktadir. SAP 9-10 genleri hem maya hem hif formundaki
hiicrelerde bulunmaktadir. Serin proteazlarin gorevleri ise hiicre duvar biitiinligiini
korumak ve tomurcuklanmayla olusan hiicrelerin ana hiicreden ayrilmasini
saglamaktir (Sardi et al., 2013). Serin proteazlarin ekspresyonunda gorevli genler oral
kandidiyazis olgularinda saptanmis ve oral mukoza kolonizasyonunda gorevli

olabilecekleri diistiniilmiistiir (Portela et al., 2010).
2.2.5. Fosfolipazlar

[k kez Costa (1968) tarafindan C. albicans’in fosfolipaz aktivitesi, yumurta
sar1s1 ve lesitin igeren besiyerleri kullanilarak gosterilmistir. Daha sonraki yillarda bu
enzimlerin tomurcuklanan hiicrelerde hiicre zarina yakin yerlesmis oldugu, aktivitenin
fosfolipaz A ve lizofosfolipaz enzimleriyle olustugu ve invazyondan sorumlu olduklari

gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan caligmalarla fosfolipaz aktivitesinin non-
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albicans Candida tiirlerinde de goriildiigii saptanmistir. Ayrica migel formlarina gére
maya formlarinda ve kandan izole edilen C. albicans tiirlerinde fosfolipaz aktivitesinin
yiiksek oldugu goriilmistiir (Silva et al., 2012; Willke Topgu vd., 2017; Barrett-Bee et
al., 1985).

Hiicre zarina bagli vezikiillerde bulunan fosfolipazlar konak hiicre membraninda
bulunan gliserofosfolipidlerdeki bir veya daha fazla ester bagmi hidrolize ederek
membran biitlinliigliniin bozulmasina neden olmaktadirlar. Her enzim, hedefi olan
spesifik ester bagina etkisine gore A, B, C, D olarak simiflandirilmaktadir. Boylelikle
fosfolipazlar, mikroorganizmanin konak hiicre epitelyal hiicrelerine adezyonunda ve
invazyonunda gorev alarak viriilansa 6nemli katki saglamaktadirlar (Samaranayake et

al., 2006).
2.2.6. Esteraz

Ik kez Rudek (1978) tarafindan mayalarin esteraz aktivitesi Tween 80 opasite
testi ile saptanmistir. Esteraz aktivitesinin fosfolipaz aktivitesinden farki, karbon
kaynagi olarak Tween 80 bulunan ortamdaki aktivitesiyle anlasilmistir (Yiicesoy ve
Marol, 2003).

Epidermisin stratum korneum tabakasindaki lipid yapisi yliksek miktarda
monoagilgliserol ve triagilgliserollerden olusturmaktadir. Triagilgliserolden serbest
yag asitleri olusturacak sekilde ester baglarini hidrolize eden enzim ailesi lipazlar;
uzun zincirli yag asitlerine sahip ve suda eriyebilen monoesterler lizerinde hidrolitik
etki gosteren enzim ailesi ise esterazlar olarak tanimlanmaktadir (Tsuboi et al., 1996).
Esterazlar organik ¢oziicli ortamda ester baglarinin olusumunu, sulu ortamda ise bu
baglarin hidrolizini ve modifikasyonunu katalizleyen ekstraselliiler hidrolazlar olarak
ifade edilmektedir. Patojenik mantarlarin lipolitik enzim salgilayabilecegi
diisiincesiyle yapilan aragtirmalarda, farkli organizmalar i¢in yapilan Tweens igeren
ortamlarda Candida albicans’in da hiicre dis1 esteraz salgiladigi goriilmektedir
(Tsuboi et al., 1996; Rudek et al., 1978; Calvo et al., 1991). Ekstraselliiler esteraz
enziminin 1stya duyarli ve maksimum aktivitesinin tek karbon kaynagi olan Tween

iceren ortamda pH: 5.5’de oldugu belirtilmistir (Rudek et al., 1978).

Tween opasite testinde Candida tiirleri tarafindan salgilanan esteraz enzimi ile
ortamdaki Tween’li substratlarin hidrolize edildigi ve yag asitlerinin agiga ¢iktigi

goriilmektedir (Aktas et al., 2002). Agiga ¢ikan yag asitlerinin ortamdaki kalsiyum



tuzlan ile birlesimi sonucu olusan ¢ozlinmeyen kristaller, koloni ¢evresinde hale
olarak gozlemlenmektedir. Esteraz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan ve gozlemlenebilir
hale olusumuna neden olan opaklik i¢in besiyerinde kalsiyum tuzlarina ihtiyag oldugu
belirtilmektedir (Slifkin, 2000). Farkli Tween bilesiklerinin kullanildigi ¢alismalar
sonucunda Tween 85, 80 ve 60 igeren ortamlarda hiicre biiylimesi ve esteraz

aktivitesinin daha belirgin oldugu sonucuna varilmistir (Rudek et al., 1978).

Esteraz enziminin substratlar1 arasinda bulunan ve epidermisin stratum korneum
tabakasinda yer alan monoagilgliseroller, esteraz enzimi aktivitesi sonucu
pargalanarak patojenin invazyonunu ve Kkolonizasyonunu kolaylagtirmaktadir.

Bununla birlikte patojenin tiremesinde de gorev aldigi belirtilmektedir (Slifkin, 2000).
2.2.7. Biyofilm

Tanimi1 ve yapisi

Biyofilm, biyotik veya abiyotik yilizeylere tutunan mikrobiyal hiicrelerin kendi
tirettikleri ekstraselliiler polimerik matriks (EPM) i¢inde gémiilii ve birbirlerine de geri
doniigiimsiiz baglanarak olusturduklar1 kompleks yapilar olarak tanimlanabilir (Sardi
et al.,, 2013). Biyofilm matriks bilesimi genel olarak yiiksek miktarda su,
karbonhidratlar, proteinler, fosfor, glikoz ve heksozaminlerden olusmaktadir.
Biyofilm yapisinin ve matriks kompozisyonunun arastirildigi ¢aligmalarda, matriks
bilesiminin tiirler ve ayn tiir i¢inde farkli izolatlar arasinda farklilik gosterdigi

gorilmektedir.

Candida tiirlerinin yiizeyel ve sistemik enfeksiyonlarda biyofilm olusturma
yetenekleri Onemli viriilans faktoriidiir. Biyofilm olusumunun  goriildiigi
enfeksiyonlara neden olan en 6nemli tiirleri C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,

C. tropicalis’tir.

Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar planktonik olanlara kiyasla daha yavas
tireme ve daha farkli davranig sekli gostermektedir. Ayrica farkli Candida tiirlerinin

biyofilm olusturma kapasiteleri de gesitlilik gostermektedir (Pereira et al., 2021).

Biyofilm, mikroorganizmalar i¢in koruyucu bir yap1 olup, mikroorganizmanin
antimikrobik ilaclara ve opsonizasyon, fagositoz, kemotaksis gibi konak savunma

mekanizmalarina karsi direng gelistirmesine sebep olmaktadir (Pereira et al., 2021).

Candida tiirlerinde biyofilm gelisimini yumusak biyolojik yiizeyler ve

ortamdaki glukoz varlig1 hizlandirmaktadir. Yiizeyin kimyasal yapis1 da biyofilm
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olusum hizin1 etkilemektedir. Poliiiretan, PVC gibi yiizeylere kiyasla lateks ylizeylerde
daha fazla ve hizli biyofilm olusumu goriilmektedir (Rupert and Rusche, 2022).

Biyofilm olugum basamaklari

Mikroorganizmanin ylizeye tutunmasi

Mikroorganizma ve yiizey arasinda geri doniisiimlii olarak aderans baslangici
hem 6zgilin olmayan (hiicre yiizey hidrofobikligi ve elektrostatik kuvvetler) hem de
serum proteinleri gibi ligand-reseptor etkilesimi sonucu ger¢eklesmektedir (Pereira et
al., 2021).

Mikroorganizmanin geri doniislimsiiz tutunmast

Konak proteinleri;  fibrinojen,  kollajen,  fibronektin, laminin  gibi
makromolekiiller tarafindan olusturulan film tabakasi biyofilm olusumunda
blastosporlarin yabanci materyale aderansini arttirmaktadir (Qin et al., 2010). Yiizeye
tutunan hiicreler, EAP1 iiyeleri ve ALS gen ailesi tarafindan kodlanan hiicre yiizey
proteinlerinin uyarilmasiyla ekzopolisakkarid ekspresyonunu baglatmaktadir (Silva et
al.,, 2012). Ekzopolisakkaritler, geri doniisiimsiiz olarak siki bir baglanma
gerceklestirirler. Makromolekiillerin olusturdugu katmant kaplayan

ekzopolisakkaritler slime tabakasini olustururlar (Pereira et al., 2021).

Kolonizasyon ve olgun biyofilm olusumu

Slime tabakas1 (glikokaliks) i¢cinde bulunan mikroorganizmalar ¢ogalmaya ve
ekstraselliller —matriks  salgilamaya devam ederek  biyofilm tabakasini
olusturmaktadirlar (Pereira et al., 2021). Ekstraselliiler matriks polimerlerinin %40°’1
glukoz ve heksozamin, %35’1 proteinler, diisiik miktarda ise fosfat, lironik asitten

olugsmaktadir (Sardi et al., 2013; Silva et al., 2009).

Biyofilm hiicrelerinin dagilmasi
Biyofilm tabakasini olusturan hiicreler tist kisimlardan koparak farkli bolgelerde

biyofilm olusum siirecini baslatabilirler (Ramage et al., 2005; Silva et al., 2009).

Bakterilerde oldugu gibi mantarlarda da Quorum Sensing (QS), hiicreler arasi
sinyallesme araciligiyla biyofilm olusumu gibi topluluk etkilesimi saglanmaktadir. Bu
konuda daha ¢ok maya ile hif doniisiim siirecinin 6nemli oldugu, firsat¢i patojen ve
dimorfik bir tiir olan C. albicans ile ¢alismalar yiiriitilmektedir. Hiicre-hiicre sinyal
iletimi farnesol ve tirosol molekiilleri tarafindan saglanmaktadir. Tirosol uygun

kosullar saglandiginda germ tiip ve flament olusumunu tesvik ederken, farnesol bu
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durumu inhibe ederek biyofilm olusumunda otoregiilator islevi gormektedir (Pereira

et al., 2021; Kruppa, 2009).

2.3. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

2.3.1. Yiizeyel Candida Enfeksiyonlari

Oral kandidiyazis

Candida 6zofajiti

Candida vulvovajiniti ve balaniti
Mukokutandz kandidiyazis

Onikomikoz (Murray et al., 2016; Murray et al., 2009)

2.3.2. Invaziv Candida Enfeksiyonlar

Kandidemi

Yaygin kandidiyazis (akut, kronik)

Pulmoner kandidiyazis

Gastrointestinal kandidiyazis

MMS enfeksiyonlar1 (menenjit, beyin apsesi, metastatik ensefalit)
Kalp tutulumu (endokardit, perikardit)

Trombofilebit

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (renal kandidiyazis, alt {iriner sistem
enfeksiyonlari)

Osteomiyelit

G0z tutulumu (endoftalmit, koryoretinit)

Peritonit, intraabdominal apse (Murray et al., 2016; Murray et al., 2009)

2.4. Tedavide Kullanilan Antifungal flaclar

Mantarlar insan hiicreleri gibi Okaryot yapiya sahip olduklarindan fungal

hiicrelere uygun toksik etkili hedef bulmak zor olmaktadir. Konak hiicrelerine zarar

vermeden mantar hiicrelerine selektif etki gosterecek antifungal ilaglar gelistirilmistir

(Timbay, 2021).

Antifungal ilaglar dort baslik altinda incelenmektedir. Bunlar; poliyenler,

azoller, ekinokandinler, niikleozit analoglaridir (Pereira et al., 2021).
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2.4.1. Poliyenler

Streptomyces tiirlerinden izole edilerek elde edilen nistatin ve amfoterisin B,
mantar hiicresi membranindaki ergosterole baglanarak, hiicresel gecirgenligin
degismesine neden olan porlar1 olusturmaktadirlar. Sonug olarak sitozolik igerigin
disar1 sizmasiyla fungisidal etki gostermektedirler (Silva et al., 2012). Nistatin topikal
tedavide, amfoterisin B ise sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde

kullanilmaktadir (Tiimbay, 2021).

Baz1 C. lusitaniae kokenlerinde intrensek direng goriilmektedir. C. lusitaniae,
C.glabrata ve C. krusei tiirlerinde ise amfoterisin B’ye sekonder direngli kdkenler
saptanmistir (Murray et al., 2009). Direng gelisimi hiicre membrani bileseni olan
ergosteroliin sentezinde gorevli ERG3 ve ERG6 genlerindeki mutasyonlar sonucunda
gerceklesmektedir. Boylelikle funguslar hiicre membranindaki ergosterol igerigini
azatarak veya ergosterole baglanma noktasini degistirerek direng gelistirmektedirler

(Kanafani and Perfect, 2008).
2.4.2. Azoller

Azol ailesi, azol halkasindaki nitrojen igerigine gore imidazoller (mikonazol,
ekonazol, ketokonazol) ve triazoller (flukonazol, ikinci kusak tiirevi olan vorikonazol,
itrakonazol, hidroksillenmis analogu olan posakonazol ve son zamanlarda gelistirilmis
olan isavukonazol, ravukonazol, albakonazol) olarak gruplandirilmiglardir. Azol
gruplar1 oral alinabildikleri ve daha az toksik olduklar1 i¢in sistemik mantar
enfeksiyonlar1 tedavisinde tercih edilen amfoterisin B’nin yerini almaktadirlar.
Imidazoller yiizeyel mikoz, triazoller ise sistemik mikoz tedavisinde tercih
edilmektedir (Murray et al., 2009). Bu grup, mantar hiicre membrani bileseni olan
ergosterol sentezinde gorevli lanosterol 14-o demetilaz enzimini inhibe ederek etkili

olmaktadirlar (Silva et al., 2012).

Flukonazol, birgok Candida tiiriine etki gostermektedir. Son yillarda flukonazole
kars1 C. glabrata, C. krusei, C. auris, C. lusitaniae gibi tiirlerde intrensek direng
olgular1 artmaktadir. Ayrica itrakonazol, katokonazol ve vorikonazole ¢apraz direng
de goriilmektedir (Murray et al., 2016). Azol gruplar i¢in hedef olan 14-a-demetilaz
enzimini kodlayan ERG11 geni nokta mutasyonlari sonucu bir¢ok diren¢ mekanizmasi
ortaya ¢ikmaktadir. Bu gendeki mutasyonlar sonucu ilacin hedef bolgesinde afinite

azalmasi ve azollerin MIK degerlerinde yiikselme meydana gelmektedir. ERG11
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geninin fazla ekspresyonu ise 14-a-demetilaz enziminin artisina ve ergosterol
sentezinin devam etmesiyle ilacin etkisinin kaybolmasina sebep olmaktadir. Ayrica
ERG3 geni delesyonu sonucunda ERG3 geni tarafindan kodlanan ergosterol
sentezinde, 14-o-demetilaz enziminden onceki C5 sterol desaturaz enziminin
inaktivasyonu sonucu ergosterol dist sterollerin sentezlenmesiyle de azol direnci
olusabilmektedir (Kanafani and Perfect, 2008).

2.4.3. Ekinokandinler

Bu grupta kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin lipopeptid antifulgaller
bulunmaktadir. Ekinokandinler mantar hiicre duvari yapisinda bulunan glukan
sentezinde 1,3 B-D glukan (BDG) sentaz enzimini bloke etmesiyle mantar hiicre duvar
yapis1 olusumunu engelleyerek antifungal etki gostermektedir. Bu ilaglar dogrudan
mantar hiicre duvaria etki etmesiyle hiicrenin ozmotik lizisine neden oldugundan

insan hiicresine etkisi bulunmamaktadir (Silva et al., 2012).

Ekinokandinlerin hedefi olan 1,3 B-D glukan (BDG) sentaz enzimini kodlayan
FKS1 ve 2 genlerindeki mutasyonlar sonucu enzim aminoasitlerinde degisiklikler
olusarak ekinokandinlere karsi sekonder direng gelismektedir (Kanafani and Perfect,
2008).

2.4.4. Niikleozit analoglar

Pirimidin analogu olan flusitozin, sitozin permeazlar aracilifiyla mantar
hiicresine tasinmaktadir. Flusitozin; 6nce 5-florodeoksiiiridine deamine, sonrasinda ise
5-florodeoksiiiridine fosforile olarak florlanmis niikleotid yapisiyla timidilat sentaz
enziminin inhibisyonuyla DNA sentezini engellemektedir. Ayrica tekrar
fosforillenerek RNA yapisina katilmasiyla protein sentezi lizerinden de antifungal

etkisini gostermektedir (Silva et al., 2012).

Flusitozine kars1 sekonder direng; sitozin permeazi kodlayan FCY2 genindeki,
sitozin deaminazi kodlayan FCY1 genindeki veya urasil fosforibozil transferazi
kodlayan FUR1 gen bolgesindeki nokta mutasyonlari sonucu olugsmaktadir (Tiimbay,

2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmaya Dahil Edilen izolatlar

Calismaya 2019-2020 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gesitli servislerden gonderilen kan kiiltiirii
orneklerinden izole edilen ve Candida (n:90) tiirlerine ait oldugu saptanan izolatlar
dahil edilmistir. Biyofilm aktivite testi i¢in kontrol susu Candida albicans ATCC
90028 kullanilmigtir. Asit proteinaz, fosfolipaz ve esteraz enzimatik aktivite testleri
i¢in kontrol susu Candida albicans ATCC 10231 kullanilmistir. Suslar ¢alisilincaya

kadar saklama besiyerinde -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.2. Calismaya Dahil Edilen Hazir Besiyerleri

e Pepton (TitanMedia)

e Yeast Extract (Merck)

e Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Neogen)
e Sabouraud Broth (SB) (Biolife)

e Agar (HiMedia)

e Kromojenik Agar (BES LAB)

3.1.3. Cahsmaya Dahil Edilen Kimyasallar

e Sigir Serum Albumini Fraksiyon V (Sigma)
e Glikoz (Isolab)

e Kristal viyole (Sigma-Aldrich)
e Tween 80 (Merck)

e NaCl (Merck)

e CaClz (Sigma-Aldrich)

e KH2PO4 (Merck)

e MgS04.7H20 (Merck)

e CaCl2.2H20 (Sigma-Aldrich)
e CgHgO7.H20 (Merck)

e NaxHPO4.2H,0 (Merck)

15



3.1.4. Calismaya Dahil Edilen Gerecler

e Buzdolab1

e Hassas Terazi

e FEtiv

e Subanyosu

e Dondurucu

e Otoklav

e Pastor firini

e ELISA reader optik okuyucu (Chromate Awareness Technology, ABD)
o VITEK-MS kiitle spektrometrisi (bioMérieux, Fransa)
e Santrifijj

e McFarland Densitometre (Biosan)

e pH metre

e Vorteks karistirici

e Isik Mikroskobu

e Tek kanalli otomatik pipet

e (Cok kanalli otomatik pipet

e Cam tiipler

e Falkon tiip

e Plastik petri

e Cam petri

e Diiz tabanli polistren plak (96 kuyucuklu)
e Mezir

e Beher

e Cam balon

e Enjektor

e pH indikator kagidi

o Kagt diskler (Bioanalyse®)

e Ekiivyon

e 0.2 um’lik membran filtre
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3.2. Yontem
3.2.1. izolasyon ve identifikasyon
3.2.1.1. Primer izolasyon

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na 2019-2020 yillar1 arasinda ¢esitli servislerden gonderilen kan kiiltiir
siselerinden gram boyali preparatlar hazirlanmistir. Gram boyamada maya olarak
tanimlanan &rnekler (n:90) ¢alismaya dahil edilmistir. Ornekler saflastirilmak {izere
SDA (Sabouraud Dekstroz Agar) besiyerine pasaji yapilarak 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Saf oldugu anlasilan kiiltlirlerin  tiir tanimlamasi,
makroskobik ve mikroskobik morfoloji incelemesi igin germ tiip testi, kromojenik agar
(BES LAB), Piring-Tween 80 agar ve VITEK-MS MALDI-TOF (bioMérieux, Fransa)

sistemi kullanilmustir.
3.2.1.2. identifikasyon

Germ Tiip Testi

SDA (Sabouraud Dekstroz Agar) besiyerinde iireyen her bir izolattan 6ze ile bir
miktar maya kolonisi alinarak ayri ayri 0.5 ml insan serumu bulunan cam tiiplerin
igerisine slispanse edilmistir. Maya kolonileri ile siispanse edilen serumlar 37°C’de 3
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi siispansiyonlardan birer damla
alinarak lam-lamel arasinda 11k mikroskobu ile 40x objektifte incelenmistir. Maya
hiicresinin eninin yarisi biiyiikliigiinde, boyunun 3-4 kat1 uzunlugunda, ¢iktig1 noktada
bogumlanma olmayan, septasiz uzantilar germ tiip olarak degerlendirilmistir. Germ
tip gozlemlenen maya hiicrelerinin oldugu izolatlar C. albicans, germ tiip
gozlemlenmeyen maya hiicrelerinin oldugu izolatlar ise non-albicans Candida tiirleri

olarak tanimlanmistir (Ustagelebi, 1999).

Sekil 3.1°de ¢alismamizda 151k mikroskobu altinda gézlemledigimiz C. albicans

tiiriniin olusturdugu germ tiip goriintiisii verilmistir.
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Sekil 3.1. Candida albicans germ tiip olusumu

Piring-Tween 80 Besiyerinde Mikroskobik Inceleme

Piring-Tween 80 Besiyerinin Hazirlanisi

—Piring 25 gr
—Agar 10 gr
—Glikoz 10 gr
—Tween 80 5ml
—Distile su 300 ml

Erlen igerisine almman piring ve distile su karisimi kaynamaya birakilmistir.
Kaynamanin basladigi andan itibaren pirincin distile suyu bulaniklastirmasi
gozleninceye kadar en az 2 dk kaynatilmigtir. Kaynama iglemi biten piringler steril
gazli bez yardimiyla siiziilmistiir. Meziirde bulunan piring suyu, distile su ile 500
ml’ye tamamlanip cam balona alinmistir. Cam balon igerisine agar, glikoz, tween 80
eklenip 121°C’de 15 dakika sterilizasyonun ardindan, hazirlanan Piring-Tween 80

besiyeri petrilere 20 ml hacminde dokiilmistiir ( Timbay, 2021; Murray et al., 2009).

Deneyin Yapilisi

Hazirlanan Piring-Tween 80 agara, Dalmau teknigi uygulanarak metal uglu
0zeyle SDA’da iireyen maya kolonilerinden alinarak birbirine paralel ii¢ ¢izgi seklinde
ekim yapilmistir. Ekim c¢izgilerinin iizerine lamel kapatilarak 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, Piring-Tween 80 agarda tiirler arasinda
morfolojik yapilar1 farklilik gésteren Candida tiirleri 151k mikroskobu ile 10x ve 40x

objektifle gozlemlenmistir (Tiimbay, 2021).
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Sekil 3.2°de ¢alismamiza dahil ettigimiz C. albicans, C. krusei, C. tropicalis,
C.parapsilosis ve hif olusumu gézlemlenmeyen C. glabrata tiirlerinin Piring-Tween

80 agar besiyerinde 1s1k mikroskobu altindaki goériintiisii verilmistir.

Sekil 3.2. Piring-Tween 80 agar'da Candida tiirlerinin morfolojik gorintiisti a: C.albicans b:C.albicans
klamidospor c: C. krusei d: C. parapsilosis e: C. tropicalis f: C. glabrata

Kromojenik Besiyeri

Calismaya dahil edilen izolatlarin tlir tanimlanmasinda bir baska yontem olarak
farkli renkli pigment olusumlarinin goézlemlendigi kromojenik besiyerleri
kullanilmistir. SDA’da iireyen maya kolonilerinden kromojenik agar besiyerine ekim
yapilarak, 37°C’de 48-72 saat inkiibasyon sonrasi iireyen izolatlarin kromojenik
agardaki renk degisimi, iretici firmanin tiir tamimlama kriterlerine gore
gozlemlenmistir. Kromojenik agarda iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda acik
yesil pigment veren koloniler C. albicans, bulanik ve eflatun pigment veren koloniler
C. krusei, mavi pigment olusturan koloniler ise C. tropicalis olarak tanimlanmistir
(Murray et al., 2016).

Sekil 3.3°te caligmamiza dahil ettigimiz tiirlerin kromojenik agar besiyerindeki

renk olusumlarinin goriintiisti verilmistir.
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Sekil 3.3. Kromojenik agar besiyerinde Candida tiirlerinin renk olugumlari a: C. albicans b: C. glabrata
c¢: C. krusei d: C. tropicalis e: C. parapsilosis

Otomatize Sistem
SDA besiyerinde iiremis olan saf maya kolonilerinden alinarak tiir diizeyinde

tanimlama iglemi VITEK-MS MALDI-TOF (bioMéricux, Fransa) sistemi ile
yapilmistir.

3.2.2. Viriilans Faktorlerinin Test Edilmesi
3.2.2.1. Asit Proteinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Suslarin salgisal asit proteinaz aktivitelerini belirlemek igin sigir serum

albiiminli besiyeri hazirlanmis, modifiye plak yontemi kullanilmistir.

S1gir Serum Albiliminli Besiyerinin Hazirlanist

Temel besiyeri

—Glikoz 29r
—KH2PO4 0.1qr
-MgSO47H20 0,05 gr
-Agar 2qr
—Distile su 100 ml

Hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyonun ardindan,

pH’si 5 olacak sekilde ayarlanmigtir. 50°C’lik su banyosuna konulmustur (Ray and
Payne, 1990; Chakrabarti et al., 1991).

Sigir Serum Albiimin Cozeltisi
—S181r serum alblimin fraksiyon V lor

—Distile su 100 ml
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Karigim cam balonda ¢6zdiiriildiikten sonra 50°C’lik su banyosuna konulmustur.
0.2 um’lik membran filtre ile steril edilerek, temel besiyerine %20 oraninda ilave

edilmistir.

Hazirlanan sigir serum albiiminli besiyeri cam petrilere 20 ml hacminde

dokiilmiistiir (Ray and Payne, 1990).

YEPD (Yeast Ekstrat Pepton Dekstroz) Buyyon
—Yeast ekstrat 1gr

—Pepton 29r
—Dekstroz 29r
—Distile su 100 ml

Karigimin otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyonu yapilmistir (Chakrabarti
etal., 1991).

Deneyin Yapilist

SDA’da 37°C’de 24-48 saat inkiibasyonun ardindan iiretilen maya kolonileri,
cam tiiplere alman YEPD buyyonda 30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 maya konsatrasyonu SF ile McFarland 0.5’ e ayarlanarak 10 pl alinmis ve sigir
serum albiimin ¢ozeltili besiyerine yerlestirilmis steril kagit disklere damlatilmistur.
Hazirlanan petriler 30°C’de inkiibasyona birakilarak besiyerindeki koloni ¢evresinde

olusan proteini pargaladigini gosteren erime zonlar1 giinlik gozlemlenmistir

(Chakrabarti et al., 1991).

Erime zonu olusturan suslar asit proteinaz aktivitesi yoniinden pozitif (+); erime
zonu olugturmayan suslar asit proteinaz aktivitesi yoniinden negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Chakrabarti et al., 1991).
3.2.2.2. Fosfolipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Suslarin fosfolipaz aktivitelerini belirlemek i¢in yumurta sarili besiyeri

hazirlanmis, modifiye plak yontemi kullanilmistir.

Yumurta Saril1 Besiyerinin Hazirlanisi

Temel besiyeri

—Pepton 1,08 gr
-Glukoz 2,17 gr
—Agar 2,17 gr
—NaCl 6,3 gr
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—CaCl2.2H.0 0,12gr
—Distile su 100ml

Temel besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve 50°C’lik su
banyosuna konulmustur (Sierra et al., 1957; Gokce et al., 2007).

Sitrik asit-disodyum fosfat tampon ¢o6zeltisi
—CsHs07.H20 21.01 gr / 1000 ml distile su (0,1 M)
NaHPO4.2H,O  35.6 gr / 1000 ml distile su (0,2 M)

Hazirlanan ¢ozeltiler karistirilarak pH 4.2 olan tampon ¢ozeltisi hazirlanmis ve

50°C’lik su banyosuna konulmustur.

Temel besiyeri (100 ml) ve sitrik asit-disodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (110ml)
karistirtlmastir (Sierra et al., 1957; Gokce et al., 2007).

Yumurta saris1 ¢ozeltisinin hazirlanisi

Yumurtalar batikonlu steril gazli bez yardimiyla silinmistir. Daha sonra steril bir
sekilde kirilmis ve steril olan i¢cinde cam boncuklar bulunan cam balona yumurta
sarilart ayrilmistir. Yumurta sarilarinin iizerine esit hacimde steril serum fizyolojik
eklenerek cam balonda karistirilmis ve ardindan 24 saat buzdolabinda bekletildikten
sonra steril falkon tiiplere alinarak 2000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast iist kisimdan alinan sivi (10ml), hazirlanan temel besiyeri ve sitrik asit-
disodyum fosfat tampon ¢ozeltisi karisimima (50°C) eklenerek karistirilmistir.
Hazirlanan yumurta sarili besiyeri cam petrilere 20 ml hacminde dokiilmustiir (Sierra
etal., 1957; Gokce et al., 2007).

Deneyin Yapilisi

SDA’ da 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilerek maya kolonileri iiretilmistir.
Uretilen maya kolonilerinden, steril cam tiiplerde SF ile 0.5 McFarland’a karsilik gelen
yogunlukta silispansiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyondan 10 pl alinarak
besiyerine ekimi yapilmistir. Petriler 37°C’de inkiibasyona birakilarak, koloni
cevresinde olusan belirgin halka seklindeki presipitasyon zonlart (Pz) giinliik

gozlemlenmistir.

Presipitasyon zonlar1 (Pz) goézlemlenen izolatlarin enzimatik aktivitesinin
derecelendirilmesi igin iiremenin oldugu giinden itibaren 10. giliniin sonunda Pz
degerleri hesaplanmustir. Izolatlarin Pz degeri; maya kolonisi ¢apinin, presipitasyon

zonunun ¢apina orani hesaplanarak belirlenmistir. Hesaplanan Pz degerleri; Pz= 1
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negatif (-), Pz= 0,90-0,99 araliginda zayif (+), Pz= 0,80-0,89 araliginda orta (++),
Pz=0,70-0,79 araliginda giiclii (+++), Pz< 0,69 cok giiglii (++++) pozitif olarak
derecelendirilmistir (Atalay vd., 2015).

3.2.2.3. Esteraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Suslarin esteraz aktivitelerini belirlemek i¢in Tween 80°1i besiyeri hazirlanmais,

modifiye plak yontemi kullanilmistir.

Tween 80’li Besiyerinin Hazirlanisi

Temel besiyeri

—Pepton 1or
—NaCl 0.5¢gr
—CaCl 0,01 gr
-Agar 15qgr
—Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilerek, 50°C’lik su banyosuna
konulmusgtur. Ayni1 miktarda sitrik asit ve disodyum fosfat tampon ¢ozeltisi
kullanilarak pH 6.8 olacak sekilde ayarlanmustir.

—Tween 80 0,5 ml

Tween 80 otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilerek temel besiyerine ilave

edilmistir. Hazirlanan Tween 80°1i besiyeri cam petrilere 20 ml hacminde dékiilmiistiir
(Sriphannam et al., 2019; Slifkin, 2000).

Deneyin Yapilisi

SDA’da 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilerek tretilen maya kolonileri, 6ze
yardimiyla alinarak, hazirlanmis besiyerine 10 mm capinda daire seklinde inokiile
edilmistir. Hazirlanan petriler 37°C’de inkiibasyona birakilarak giinliik koloni
cevresinde olusan halenin varligr arkadan 151k verilerek goézlemlenmistir. Hale
olusturan suslar esteraz aktivitesi yoniinden pozitif (+); hale olusturmayan suslar

esteraz aktivitesi yoniinden negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Slifkin, 2000).
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3.2.2.4. Biyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi
Suslarin biyofilm aktiviteleri mikrotitrasyon plak yontemiyle incelenmistir.

Mikrotitrasyon Plak Yontemi

SDA’da 37°C’de 24-48 saat inkiibasyonun ardindan iiretilen Candida
kolonilerinden ekiivyon dolusu alinarak, glukoz yogunlugu %8 olan Sabouraraud
Broth (SB) igeren cam tiiplere inokiile edildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilan
tiipler 5 sn vortekslenerek, SB ile 1/20 oraninda diliie edilmistir. Hazirlanan
siispansiyonlar 5 sn vortekslenip 96 kuyucuklu diiz tabanli polistren mikrotitrasyon
plagmin ii¢ kuyucuguna 200’er pl konulmustur. Her plakta negatif kontrol olarak 6
kuyucuga steril SB ve pozitif kontrol olarak 6 kuyucuga C. albicans ATCC 90028 susu
konulmustur. Plaklarda buharlagsmay1 engellemek amaciyla kapak kullanilmistir ve
plaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Atalay vd., 2015). Inkiibasyon
sonrasi kuyucuklar otomatik pipetle dikkatli bir sekilde aspire edilerek 3 kez distile su
ile yikanmigtir. Yikama islemi sonras1 %]1°lik kristal viyole soliisyonundan 100’er pl
tim kuyuculara dagitilarak, oda sicakliginda 15 dk biyofilmlerin boyanmasi
saglanmistir. Boyanma islemi sonrasi boya aspire edilerek, kuyucuklar 3 kez distile su
ile yikanmistir. Plaklar ters g¢evrilerek kurumaya birakilmistir. Boyanin ¢oziinmesi
amaciyla her kuyucuk igin 200 plt etanol-aseton (40:10) karisimi konularak 10 dk
bekletilmesi ardindan optik dansiteler ELISA reader optik okuyucu cihazinda 492 nm
dalga boyunda okutulmustur (Atalay vd., 2015). Elde edilen her bir optik dansite (OD)
degeri Tablo 3.1’e gore yorumlanmak iizere kaydedildi (Chusri et al., 2012).

Tablo 3.1. Biyofilm formasyon aktivitelerinin belirlenmesi

Optik Dansite Yapisma Skor
KOD > MBOD Yapigma olmayan 0
KOD < MBOD <2 KOD Zayi1f yapigma 1
2 KOD <MBBOD < 4 KOD Orta derece yapisma 2
4 KOD < MBOD Giiglii derecede yapigma 3

KOD: Kontrol Optik Dansitesi
MBOD: Mikroorganizma Biyofilmi Optik Dansitesi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Candida Tiirlerinin Tiir ve Servis Dagilimi

Normal flora iiyesi olan Candida tiirleri, organ nakli ve malignite gibi sebeplerle
imminsupresif ilaglarin kullanimi, genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun doénem
kullanimi1 sonucunda; ylizeyselden derine yerlesmis enfeksiyonlara kadar cesitli
kandidiyaz olgularina neden olmaktadirlar (Orlandini et al., 2021; Leerahakan et al.,
2022).

Son yillarda 6zellikle hastanede yatan veya bagisikligi zayiflamis hastalarda
firsatgr mantar enfeksiyonlarinin arttigi bildirilmistir (Lamoth et al., 2018). Yogun
bakim {initelerinin invaziv fungal enfeksiyonlarinda birinci sirada Candida tiirlerinin
sorumlu oldugu bildirilmektedir (Ergiit Sezer ve Arman, 2010). Candida tiirlerinin
sebep oldugu kandidemi vakalarinda geciken ve uygun olmayan tani ve tedaviler, ciddi
oranda mortalite ve morbidite artisina neden oldugu vurgulanmaktadir (Mikulska et

al., 2010).

Kandidemi olgularinda en yaygin patojen tiir C. albicans olmasina ragmen non-
albicans Candida tiirlerinin prevalansinda 6énemli derece artis oldugu goriilmektedir
(Owoicho et al., 2022; Battistolo et al., 2021). Japonya Nozokomiyal Enfeksiyonlar
Siirveyans verilerinde 2010-2019 tarihleri arasinda 55580 kandidemi tanisi alan
hastadan 57001 Candida izolatinin tanimlandig1 bildirilmistir. Tanimlanan izolatlarin
%43,6’smin  C. albicans, %19,5’inin C. glabrata, %18,8’inin C.parapsilosis,
%6,7’sinin C. tropicalis, %1,4’lniin C.krusei ve %10’unun diger tiirler oldugunu
belirterek non-albicans Candida izolatlarinin oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir.
Ayrica C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei izolatlarinda azol ve mikafungin direncinin
yiiksek oldugu belirtilmistir (Kajihara et al., 2022). Avrupa’da kandideminin genel
yiikii ve epidemiyolojisi hakkinda yapilan caligmalarin karsilastirilmasiyla, yakin
zamandaki c¢alismalarda geg¢misteki ¢alismalara nazaran non-albicans Candida
tiirlerinin ytliksek oranda goriildiigiinii ve kandidemi olgularinda yiiksek riskli grubun

ise yogun bakim hastalar1 oldugunu belirtilmistir (Koehler et al., 2019).

Bizim ¢alismamiza 35 (%38,8) Candida albicans, 29 (%32,2) Candida
parapsilosis, 17 (%18,9) Candida glabrata, 6 (%6,7) Candida krusei, 3 (%3,4)
Candida tropicalis olmak iizere 90 Candida izolati ¢alismaya dahil edilmistir.

Izolatlarin tiir dagilimi Sekil 4.1°deki gibidir.
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m Candida albicans
m Candida parapsilosis
m Candida glabrata

= Candida krusei
m Candida tropicalis

Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen suslarin tiir dagilim grafigi

Identifikasyonu yapilan tiirlerin %22,3iiniin onkoloji, %17,7’sinin yogun
bakim, %11,1’inin dahiliye, %11,1’inin ¢ocuk sagligi ve hastaliklari, %6,6’sinin
noroloji, %5,6’s1nin genel cerrahi, %5,6’s1inin gastroenteroloji, %4,5’inin kardiyoloji,
%4,5’inin hematoloji, %3,3’tiniin enfeksiyon hastaliklari, %2,2’sinin kalp damar
cerrahisi, %2,2’sinin nefroloji, %2,2’sinin ¢ocuk cerrahisi, %]1,1’inin troloji
servisinden oldugu goriilmiistiir. Izolatlarin servislere gore tiir dagilimi Tablo 4.1°deki
gibidir.

Tanimlanan tiirlerin oraninin onkoloji ve yogun bakim servislerinde yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu servislerde tedavi goren hastalarda immiinsupresif ilag ve
genis spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminin kandidemi olgulart i¢in predispozan

faktorlerden olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Tablo 4.1. Caligmaya déhil edilen suglarin servislere gore dagilimi

5 5 2 & . 5 2

N O O 6] O O =
Onkoloji 12 2 4 1 1 20 (22,3)
Yogun Bakim 5 9 1 1 — 16 (17,7)
Dahiliye 6 2 1 1 — 10 (11,1)
Cocuk Sagl.ve Hast. 2 5 1 2 — 10 (11,1)
Néroloji 2 2 1 — 1 6 (6,6)
Genel Cerrahi 1 — 4 — — 5 (5,6)
Gastroenteroloji 3 — 2 — — 5 (5,6)
Kardiyoloji 1 3 — — — 4 (4,5)
Hematoloji — 3 — — 1 4 (4,5)
Enfeksiyon Hast. 1 1 — 1 — 3(3,3)
Kalp Damar Cerrahisi 1 — 1 — — 2(2,2)
Nefroloji — — 2 — — 2(2,2)
Cocuk Cerrahisi 1 1 — — — 2(2,2)
Uroloji — 1 — — — 1(1,1)
Toplam (%) 35(38,9) 29(32,3) 17(18,9) 6(6,6) 3(33) 90 (100)

4.2. Candida Tiirlerinin Viriilans Faktorleri

Candida enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan ilag segeneklerinin
gelistirilmesine ragmen, mantarlarin 6karyotik hiicre yapisinda olmalar1 ve ciddi
toksik etkileri dolayisiyla tedavide sorunlarla karsilagilmaya devam edilmektedir
(Ilvanov et al., 2022). Candida tiirleri tarafindan gelisen enfeksiyonlarin patogenezini
anlamak ve tedaviye katki saglamak amaciyla bir¢cok calismada izole edilen
patojenlerin hif olusumu, dimorfizm, adezinler, endotoksin benzeri maddeler,
hidrolitik enzimler, biyofilm gibi bir¢cok viriilans faktorlerinin arastirildig
goriilmektedir. Hiicre dis1 hidrolitik enzimler, patojen Candida hiicrelerinin adezyon
ve doku penetrasyonunda gorev alarak konak hiicre istilasini kolaylastirmaktadirlar
(Mohan and Ballal, 2008). Adezinler ve hidrolitik enzimler patojenin kolonizasyonuna
yardimcr olarak biyofilm olusumunda ve ozellikle sistemik enfeksiyonlara zemin
hazirlayan mukokutan6z membran enfeksiyonlarinin olusumunda 6nemli viriilans

faktorleridir (Eggimann et al., 2003).
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4.2.1. Candida Tiirlerinin Asit Proteinaz Aktiviteleri

Asit proteinazlar; albiimin, hemoglobin, keratin, kollajen, miisin ve IgA gibi
bircok proteini pargalayarak patojenin fagositoza direng gostermesini saglayan
enzimlerdir. Mukozal savunmada 6nemli olan IgA’larin par¢alanmasi kolonizasyonun
erken donemlerinde fungal adheransa yol agmaktadir. Ayrica asit proteinaz sitopatik
etki gostererek invazyona yardimci olmaktadir (Ray and Payne, 1990; Yiicesoy vd.,
2001). Candida albicans izolatlarinda non-abicans Candida izolatlarina kiyasla
ekzoenzimler yiiksek oranda tiretilmektedir (Gokce et al., 2007; Mutlu Sariguzel et al.,
2015). Cesitli calismalarda Candida tiirlerinin izole edildigi orneklerde proteinaz

aktivitesi incelenmistir.

Rezvani vd. (2022), yaptiklari ¢alismada gastrodzofageal lezyonlardan ve idrar
yolu enfeksiyonlarindan izole ettikleri 97 C. albicans izolatinin proteinaz aktivitesini
arastirarak karsilastirmiglardir. Calisilan C. albicans izolatlarinin %100’ {iiniin

proteinaz aktivitesinin oldugunu bildirmislerdir (Rezvani et al., 2022).

Weerasekera vd. (2021), oral l16koplaki tanis1 alan hastalardan izole edilen 35
C.albicans izolatinin proteinaz aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda
C.albicans izolatlarinin %65,7’sinin proteinaz aktivitesinin oldugunu bildirmislerdir.
Calismada sigara i¢cen\tembul ¢igneyen hastalardan alinan tiikiiriik 6rneklerinin daha
asidik oldugunu, bdoylelikle proteinaz ve fosfolipaz aktivite oranlarimin ytliksek

gorildigiini belirtilmiglerdir (Weerasekera et al., 2021).

Erum vd. (2020), cerrahi yara enfeksiyonlu hastalardan izole ettikleri 54 C.
albicans, 74 non-albicans olmak tizere 128 Candida izolatinin proteinaz aktivitesini
arastirmiglardir. Caligmalarinin sonucunda proteinaz aktivitesi gosteren izolatlarin
oraninin C. albicans’larda %90,74, non-albicans’larda ise %70,27 oldugunu
bildirmislerdir. Proteinaz aktivitesinin, non-albicans Candida’larin aksine
C.albicans’larda daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada saglikli
bireylerden izole edilen 20 C. albicans izolati ile yara 6rneklerinden izole edilen 54
C.albicans izolatinin enzimatik aktiviteleri karsilastirilmis ve saglikli bireylerden izole
edilen izolatlarda enzimatik aktivite oraninin daha az tespit edildigini bildirmislerdir
(Erum et al.,2020).

Dabiri vd. (2018), farkl1 klinik 6rneklerden izole ettikleri 37 C. albicans, 47 non-

albicans olmak iizere 84 Candida izolatinin proteinaz aktivitelerini arastirmislardir.
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Bu ¢alisma sonucunda C. albicans izolatlarinin %91,9’unun, non-albicans Candida

izolatlarmin ise %48,9’unun proteinaz iiretebildigini bildirmislerdir (Dabiri et al.,

2018).

Pandey vd. (2018), yogun bakim {initesindeki hastalarin kan kiiltiirii
orneklerinden izole ettikleri 16 C. albicans, 63 non-albicans olmak iizere 79 Candida
tiiriiniin  proteinaz aktivitesini arastirmislardir. Izole edilen Candida tiirlerinin
%84,72’sinin proteinaz aktivitesi oldugunu ve giiclii proteinaz aktivitesinin C.
albicans (%93,75) izolatlarinda goriildiigiinii bildirmislerdir. C. albicans izolatlarinin
%100’tinde, non-albicans Candida izolatlarinin ise %81’inde proteinaz aktivitesinin
oldugu bildirilmistir (Pandey et al., 2018).

Sriphannam vd. (2019), kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 37 C. albicans, 47 non-
albicans olmak tizere 84 Candida izolatinin proteinaz aktivitesini arastirmislardir.
Calismalarinin  sonucunda C. albicans izolatlarinin %100’tinde, non-albicans
izolatlarmin ise %74,5’inde proteinaz aktivitesi gorildigini bildirmislerdir

(Sriphannam et al., 2019).

Nouraei vd. (2020), kan kiiltiirii 6rneklerinden izole ettikleri 50 C. albicans, 50
non-albicans olmak {izere 100 Candida izolatinin proteinaz aktivitelerini
arastirmiglardir. Bu calisma sonucunda C. albicans izolatlarinin %98’inin, non-
albicans Candida izolatlarinin ise %100 tiniin proteinaz iretebildigini bildirmislerdir
(Nouraei et al., 2020).

Bizim galismamizda ¢alismaya dahil edilen izolatlarin (n:90) %98,9 (n:89)’unun
asit proteinaz aktivitesi pozitif, %1,1 (n:1)’inin ise negatif oldugu gorilmistiir.
Proteolitik aktivitesi negatif olan 1 non-albicans izolatinin C. parapsilosis oldugu
goriilmistiir. Diger ¢alismalarla benzer olarak (Rezvani et al., 2022; Sriphannam et al.,
2019; Pandey et al., 2018; Nouraei et al., 2020) C. albicans (n:35) izolatlarinin %100
(n:35)’tintin, non-albicans Candida (n:55) izolatlarinin %98 (n:54)’inin proteinaz
aktivitesi pozitif olarak saptanmistir. Calisilan izolatlar arasinda proteinaz aktivitesi
yoniinden Ki-kare testi istatiksel analizlerinde anlamli bir fark bulunamamistir
(p=0,712). Sekil 4.2°de asit proteinaz enzimatik aktivitesi pozitif ve negatif olan

izolatlarin sig1r serum albiimin ¢6zeltili besiyerindeki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.2. Asit proteinaz aktivitesi pozitif ve negatif olan suslarin sigir serum albiimin ¢dzeltili
besiyerindeki goriintiisii a: Negatif sug b: Pozitif sus

4.2.2. Candida Tiirlerinin Fosfolipaz Aktiviteleri

Proteinler ve fosfolipidler konak hiicre zarin kimyasal bilesenlerindendir. Bu
nedenle proteinaz ve fosfolipaz hidrolitik enzimlerinin, hiicre membran kimyasal
yapisini bozarak hiicre lizisine neden olan virlilans faktorleri arasinda oldugu

diistiniilmektedir (Ghannoum, 2000).

Weerasekera vd. (2021), oral l16koplaki tanis1 alan hastalardan izole edilen 35
C.albicans izolatiin fosfolipaz aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda
C.albicans izolatlarinin %80’inin fosfolipaz aktivitesin oldugunu bildirmislerdir

(Weerasekera et al., 2021).

Erum vd. (2020), cerrahi yara enfeksiyonlu hastalardan izole ettikleri 54 C.
albicans, 74 non-albicans olmak iizere 128 Candida izolatinin fosfolipaz aktivitesini
aragtirmiglardir. Calismalarinin sonucunda C. albicans izolatlarinin %85,18’inde, non-
albicans Candida izolatlariin ise %27,02’sinde fosfolipaz aktivitesi goriildiigiinii
bildirmislerdir. Bu ¢alismada izolatlarin antifungal direngleri de arastirilmis ve yliksek

fosfolipaz tiretiminin flukonazol direnci ile kolere oldugunu bildirmislerdir (Erum et
al.,2020).

Dabiri vd. (2018), farkli klinik 6rneklerden izole ettikleri 37 C. albicans, 47 non-
albicans olmak tizere 84 Candida izolatinin fosfolipaz aktivitesini aragtirmiglardir. Bu
¢alisma sonucunda C. albicans izolatlarinin %56,8’inin, non-albicans Candida

izolatlarmin ise %25,5’inin fosfolipaz iiretebildigini bildirmislerdir (Dabiri et al.,
2018).
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Pandey vd. (2018), yogun bakim {initesindeki hastalarin kan kiiltiirii
orneklerinden izole ettikleri 16 C. albicans, 63 non-albicans olmak iizere 79 Candida
tiiriiniin fosfolipaz aktivitesini arastirmislardir. izole edilen Candida tiirlerinin
%55,69unun  fosfolipaz aktivitesi gosterdigini  bildirmislerdir. C. albicans
izolatlarinin %7,5’inin, non-albicans Candida izolatlarinin ise %50,8’inin enzimatik

aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Pandey et al., 2018).

Sriphannam vd. (2019), kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 37 C. albicans, 47 non-
albicans olmak tizere 84 Candida izolatinin fosfolipaz aktivitesini arastirmislardir.
Calismalarinin  sonucunda C. albicans izolatlarinin %97,3’linde, non-albicans
izolatlarmin ise %8,5’inde fosfolipaz aktivitesi goriildigini bildirmislerdir
(Sriphannam et al., 2019).

Nouraei vd. (2020), kan kiltiirii 6rneklerinden izole ettikleri 50 C. albicans, 50
non-albicans olmak iizere 100 Candida izolatinin fosfolipaz aktivitesini
arastirmiglardir. Bu calisma sonucunda C. albicans izolatlarinin %98’inin, non-
albicans Candida izolatlarinin ise %46’sinin fosfolipaz iiretebildigini bildirmislerdir
(Nouraei et al., 2020).

Bizim ¢alismamizda ¢alismaya dahil ettigimiz 90 Candida izolatinin %32,2
(n:29)’sinin fosfolipaz aktivitesinin pozitif oldugu goriilmistiir. C. albicans (n:35)
izolatlarmin %82,8 (n:29)’inin fosfolipaz aktivitesi pozitif ve bu izolatlarin %31,1
(n:9)’inin 4(+), %44,8 (n:13)’inin 3(+), %17,2 (n:5)’sinin 2(+), %6,9 (n:2)’unun 1(+)
oldugu saptanmistir. Non-albicans Candida (n:55) izolatlarinda ise fosfolipaz
aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir. Calisilan C. albicans ve non-albicans izolatlar
arasinda fosfolipaz aktivitesi yoniinden Ki-kare testi istatiksel analizlerinde anlamli
derecede farklilik bulunmustur (p<0,001). Sekil 4.3°te fosfolipaz aktivitesi pozitif ve

negatif olan izolatlarin yumurta sarili besiyerindeki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.3. Fosfolipaz aktivitesi pozitif ve negatif olan suslarin yumurta sarili besiyerindeki goriintiisii
a: Pozitif sus b: Negatif sus c: Negatif sus

4.2.3. Candida Tiirlerinin Esteraz Aktiviteleri

Candida tiirlerinin viriilans: ile iligkili olan lipolitik aktivite ¢alismalarinda,
diger bir hidrolitik enzim olan esteraz aktivitesi icin Tween bilesikleri kullanilmstir.
Tween bilesikleri gibi suda ¢oziinlir bir substratin kullanildigi bu c¢alismalarda
monoesterlere hidrolitik aktivite gdsteren enzimin esteraz oldugu belirtilmistir.
Boylece Candida tiirleri tarafindan iiretilen esteraz, besiyerindeki Tween bilesiklerini
hidrolize ederek yag asitlerini agia ¢ikarmakta ve kalsiyum ile bilesikler olusturarak
goriinlir hale meydana getirmektedir (Yiicesoy ve Marol, 2003; Tsuboi et al., 1996;
Rudek et al., 1978).

Weerasekera vd. (2021), oral 16koplaki tanisi alan hastalardan izole edilen 35
C.albicans izolatinin esteraz aktivitesini arastirmislardir. Calisma sonucunda
C.albicans izolatlarinin %100’inde enzimatik aktivitenin goriildiigiinii bildirmislerdir
(Weerasekera et al., 2021).

Sriphannam vd. (2019), kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 37 C. albicans, 47 non-
albicans olmak tizere 84 Candida izolatinin esteraz aktivitesini arastirmislardir.
Calismalarmin sonucunda C. albicans izolatlarmin %2100’tiinde, non-albicans
izolatlarmin ise %72,3’linde esteraz aktivitesi goriildiiginii  bildirmislerdir
(Sriphannam et al., 2019).

Pandey vd. (2018), yogun bakim {initesindeki hastalarin kan kiiltiirii

orneklerinden izole ettikleri 16 C. albicans, 63 non-albicans olmak tizere 79 Candida
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tiiriiniin esteraz aktivitesini arastirmislardir. Izole edilen Candida tiirlerinde esteraz
aktivitesi gosteren izolatlarin oraninin %37,97 oldugunu bildirmislerdir. C. albicans
izolatlarinin %56,2’sinin, non-albicans Candida izolatlarinin %33,4 {iniin enzimatik
aktivite gosterdigini, C. krusei ve C. glabrata izolatlarinin ise esteraz aktivitesi

gostermedigini bildirmislerdir (Pandey et al., 2018).

Bizim ¢alismamizda ¢alismaya dahil edilen izolatlarin (n:90) %45,5 (n:41)’inin
esteraz aktivitesi pozitif, %54,5 (n:49)’inin negatif oldugu gorilmustiir. Esteraz
aktivitesi; 35 C. albicans izolatinin %94,2 (n:33)’sinde, 55 non-albicans izolatinin ise
%14,5 (n:8)’inde goriilmiistiir. Non-albicans izolatlarindan; 29 C. parapsilosis
izolatinin %13,7 (n:4)’sinin, 17 C. glabrata izolatinin %5,8 (n:1)’inin, 3 C. tropicalis
izolatinin %100 (n:3)’linlin esteraz aktivitesi gosterdigi, C. krusei izolatlarinin ise
%100 (n:6)’tiniin Pandey vd. (2018)’nin ¢alismalariyla benzer olarak esteraz aktivitesi
gostermedigi gozlemlenmistir (Pandey et al., 2018). Calisilan C. albicans ve non-
albicans izolatlar1 arasinda esteraz aktivitesi yoniinden istatiksel olarak anlamli
derecede farklilik oldugu bulunmustur (p<0,001). Sekil 4.4’te esteraz enzimatik
aktivitesi pozitif ve negatif olan izolatlarin Tween 80’li besiyerindeki goriintiisii

verilmigtir.

Sekil 4.4. Esteraz aktivitesi pozitif ve negatif olan suslarin Tween 80'li besiyerindeki goriintiisii
a:Pozitif sus b: Pozitif sus c: Negatif sus

Calisilan izolatlarin enzimatik aktivitelerinin oranlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Candida tiirlerinin asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz aktivitelerinin oranlari

Fosfolipaz (%)

Tiirler (n) Proteinaz (%) n - ot P Esteraz (%)
C.albicans (35) 35 (100) 2(57) 5(14,2) 13(37,1) 9(257) 33(94,2)
C.parapsilosis (29) 28 (96,5) - - - - 4 (13,7)
C.glabrata (17) 17 (100) - - - - 1(5,8)
C.krusei (6) 6 (100) - - - - -
C.tropicalis (3) 3 (100) - - - - 3 (100)
Toplam (90) 89 (98,9) 29 (32,2) 41 (45,5)

4.2.4. Candida Tiirlerinin Biyofilm Aktiviteleri

Biyofilm olusumu mikroorganizmanin adezyonunu ve kolonizasyonunu
kolaylastirmaktadir. Ayrica biyofilm, mikroorganizmanin etrafin1  sararak
mikroorganizmay:r konagmn savunma mekanizmalarindan ve antimikrobiyallerin

etkisinden korumaktadir (Ramage et al., 2005).

Marak vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada irin, idrar, kan, viicut sivisi gibi ¢esitli
klinik orneklerden izole edilen 41 C. albicans, 49 non-albicans olmak tizere 90
Candida izolatinin biyofilm olusumlarini arastirmislardir. Bu ¢alismada C. albicans
izolatlarnin %351,2’sinde, non-albicans Candida izolatlarmin ise %57,14’iinde
biyofilm {iretiminin goriildiigiinii bildirmislerdir. Calisma sonucunda biyofilm
olusumunun goriildiigii ve goriilmedigi suslar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

goriilemedigini ifade etmislerdir (Marak and Dhanashree, 2018).

Agwan vd. (2015), ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 40 C. albicans, 78 non-
albicans olmak tizere 118 Candida izolatinin biyofilm olusumunu arastirmislardir. Bu
calismada C. albicans izolatlarinin %13,5’inin, non-albicans Candida izolatlarinin ise
%33’tiniin biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Calisma sonucunda biyofilm
olusumunun en fazla idrar Ornegi izolatlarinda, ikinci olarak da kan Ornegi

izolatlarinda gozlemlendigini bildirmislerdir (Agwan et al.,2015).

Tiiziiner vd. (2017), ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 128 C. albicans, 88
non-albicans olmak iizere 216 Candida izolatinin biyofilm olusturma yeteneklerini
arastirmiglardir. Bu calismada C. albicans izolatlarmin %12,5’inin, non-albicans
Candida izolatlarimin ise %29,5’inin biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Calisma

sonucunda kandidemi ve katetere bagli enfeksiyonlarda Candida tiirlerinin sik izole
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edildigini, biyofilm olusumunun ise non-albicans Candida tiirlerinde daha fazla

gdzlemlendigini bildirmislerdir (Tiiziiner ve Inci, 2017).

Sriphannam vd. (2019), kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 37 C. albicans, 47 non-
albicans olmak iizere 84 Candida izolatinin biyofilm olusumunu arastirmislardir. Bu
calismada C. albicans izolatlarinin %45,9’unda, non-albicans Candida izolatlarinin
ise %87,2’sinde biyofilm tiretiminin gorildigiini bildirmislerdir. Calisma sonucunda
non-albicans’larin C. albicans’lardan daha yiiksek oranda biyofilm olusturma

yetenegine sahip oldugunu bildirmislerdir (Sriphannam et al., 2019).

Nouraei vd. (2020) kan kiiltiirti 6rneklerinden izole ettikleri 50 C. albicans, 50
non-albicans olmak tizere 100 Candida izolatinin biyofilm olusum yeteneklerini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada C. albicans izolatlarinin %90’inda, non-albicans
Candida izolatlarinin ise %98’inde biyofilm iiretiminin goriildiiginii bildirmislerdir.
Ayrica C. albicans ve non-albicans Candida izolatlar1 arasinda biyofilm olusumu
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundugunu bildirmislerdir (p<0.001)
(Nouraei et al., 2020).

Bizim ¢alismamizda ¢alismaya dahil edilen izolatlarin (n:90) %33,3 (n:30)’iiniin
biyofilm olusturdugu goriilmistiir. Biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlarin 11
%36,7 (n:11)’sinin 1. derece, %10 (n:3)’unun 2. derece, %53,3 (n:16)’tiniin 3. derece
biyofilm aktivitesinin oldugu saptanmstir. Calisilan 35 C. albicans izolatinin %14,3
(n:5)’tiniin, 55 non-albicans Candida izolatinin ise %45,4 (n:25)’tiniin biyofilm
olusturdugu tespit edilmistir. Biyofilm olusturan 5 C. albicans tiiriiniin %80 (n:4)’inin
zay1f, %20 (n:1)’sinin orta; 11 C. parapsilosis tiiriiniin %36,3 (n:4)’iiniin zayif, %18,2
(n:2)’sinin orta, %45,5 (n:5)’inin gii¢lii; 5 C. glabrata tiiriiniin %60 (n:3)’nin zayif,
%40 (n:2)’1nin giiclii derecede biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. C. krusei (n:6) ve
C. tropicalis (n:3) tiirlerinin ise %100’ iniin giicli biyofilm olusturdugu goriilmiistiir.
Calisma sonucunda diger c¢alismalarla benzer olarak non-albicans Candida
izolatlarmin C. albicans izolatlarina oranla daha fazla ve daha giiglii biyofilm
olusturdugu tespit edilmistir. C. albicans ve non-albicans Candida izolatlar1 arasinda
biyofilm olusumu yoniinden Ki-kare testi istatiksel analizlerinde anlamli derecede
farklilik oldugu bulunmustur (p<0,001). izolatlarin biyofilm aktivitesinin arastirildig

mikrotitrasyon plaklarindan ikisinin goriintiisii Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Mikrotitrasyon plak goriintiisii a: Negatif kontrol b: Pozitif kontrol

Caligilan izolatlarin biyofilm olusumlarinin oranlar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Candida tiirlerinin biyofilm olusum oranlari

Biyofilm (%)

Tiirler (n) 0 1 5 3
C.albicans (35) 30 (85,8) 4(11,4) 1(28) -
C.parapsilosis (29) 18 (62,3) 4(13,7) 2(6,8) 5(17,2)
C.glabrata (17) 12 (70,7) 3(17,6) = 2(11,7)
C.krusei (6) - - - 6 (100)
C.tropicalis (3) - - - 3 (100)
Toplam (90) 60 (66,6) 11(12,2) 3(33) 16(17,7)

Tablo 4.4’te ¢alisilan izolatlarin viriilans faktorleri aktivite testi sonuglar

verilmistir.
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Tablo 4.4. Candida tiirlerinin viriilans faktorleri aktivite testi sonuglar

Ornek No Tiir Ad1

Viriilans Faktorleri

Proteinaz Fosfolipaz  Esteraz  Biyofilm
1 Candida albicans + — 0
2 Candida albicans + + + 0
3 Candida albicans + + + 0
4 Candida albicans + + + 0
5 Candida albicans + + + 0
6 Candida albicans + + + 0
7 Candida albicans + — 0
8 Candida albicans + + + 0
9 Candida albicans + — — 0
10 Candida albicans + — + 0
11 Candida albicans + — + 0
12 Candida albicans + + + 0
13 Candida albicans + + + 0
14 Candida albicans + + + 0
15 Candida albicans + + + 0
16 Candida albicans + + + 0
17 Candida albicans + — + 0
18 Candida albicans + + + 0
19 Candida albicans + + + 2
20 Candida albicans + + + 0
21 Candida albicans + + + 0
22 Candida albicans + + + 0
23 Candida albicans + + + 0
24 Candida albicans + + + 0
25 Candida albicans + + + 0
26 Candida albicans + + + 1
27 Candida albicans + + + 0
28 Candida albicans + + + 1
29 Candida albicans + + + 0
30 Candida albicans + + + 0
31 Candida albicans + + + 0
32 Candida albicans + + + 0
33 Candida albicans + + + 0
34 Candida albicans + + + 1
35 Candida albicans + + + 1
36 Candida parapsilosis + — — 0
37 Candida parapsilosis + — — 0
38 Candida parapsilosis + — — 1
39 Candida parapsilosis + — — 0
40 Candida parapsilosis + — — 0
41 Candida parapsilosis + — — 0
42 Candida parapsilosis + — — 0
43 Candida parapsilosis + — — 1
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Tablo 4.4 Devami

44 Candida parapsilosis + — 0
45 Candida parapsilosis + — 0
46 Candida parapsilosis + — 0
47 Candida parapsilosis + — 0
48 Candida parapsilosis + — 1
49 Candida parapsilosis + — 0
50 Candida parapsilosis + — 3
51 Candida parapsilosis + — 0
52 Candida parapsilosis + — 0
53 Candida parapsilosis + + 0
54 Candida parapsilosis — — 0
55 Candida parapsilosis + — 1
56 Candida parapsilosis + — 3
57 Candida parapsilosis + — 2
58 Candida parapsilosis + + 2
59 Candida parapsilosis + — 0
60 Candida parapsilosis + + 3
61 Candida parapsilosis + — 0
62 Candida parapsilosis + — 0
63 Candida parapsilosis + — 3
64 Candida parapsilosis + + 3
65 Candida glabrata + — 0
66 Candida glabrata + — 1
67 Candida glabrata + — 3
68 Candida glabrata + — 0
69 Candida glabrata + — 0
70 Candida glabrata + — 0
71 Candida glabrata + — 1
72 Candida glabrata + — 0
73 Candida glabrata + — 0
74 Candida glabrata + — 0
75 Candida glabrata + — 3
76 Candida glabrata + — 1
77 Candida glabrata + — 0
78 Candida glabrata + — 0
79 Candida glabrata + — 0
80 Candida glabrata + + 0
81 Candida glabrata + — 0
82 Candida krusei + — 3
83 Candida krusei + — 3
84 Candida krusei + — 3
85 Candida krusei + 3
86 Candida krusei + — 3
87 Candida krusei + — 3
88 Candida tropicalis + + 3
89 Candida tropicalis + + 3
90 Candida tropicalis + + 3
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5. SONUC

e Caligmaya dahil edilen ve kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen 90 Candida
izolatinin %38,8 (n:35)’inin C. albicans, %32,2 (n:29)’sinin C.parapsilosis, %18,9
(n:17)’unun C. glabrata, %6,7 (n:6)’sinin C. krusei, %3,4 (n:3)’iniin C. tropicalis
oldugu belirlenmistir.

eizolatlarin C. albicans’lardan %100 (n:35)’ii, non-albicans’lardan %98
(n:54)’1 olmak ftizere %98,9 (n:89)’unun proteinaz aktivitesinin pozitif oldugu
gozlemlenmistir. Proteinaz aktivitesi negatif olan izolatin C. parapsilosis oldugu tespit
edilmistir.

eizolatlarm  %82,8 (n:29)’inin fosfolipaz aktivitesinin pozitif oldugu
gozlemlenmistir. Fosfolipaz aktivitesi pozitif olan izolatlarin C. albicans oldugu tespit
edilmistir.  Non-albicans = Candida  izolatlarinda  fosfolipaz  aktivitesi
gozlemlenmemistir.

eizolatlarin C. albicans’lardan %94,2 (n:33)’si, non-albicans’lardan %14,5
(n:8)’i olmak iizere %455 (n:41)’inin esteraz aktivitesinin pozitif oldugu
gbzlemlenmistir.

e Caligilan C. albicans ve non-albicans izolatlar1 arasinda fosfolipaz ve esteraz
aktivitesi yoniinden farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistir.

eizolatlarin C. albicans’lardan %14,2 (n:5)’si, non-albicans’lardan %45,4
(n:25)’1 olmak tizere %33,3 (n:30)’tinde biyofilm olusumu goriilmiistiir.

e Giliglii biyofilm olusturan tiirlerin non-albicans Candida tiirleri oldugu
gorilmiistiir.

e Calisilan C. albicans ve non-albicans izolatlar1 arasinda biyofilm olusumu
acisindan farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

e Calismamiz sonucunda, kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen Candida
albicans tiirlerinde enzim iiretimi oraninin yiiksek ve non-albicans Candida tiirlerinde
ise biyofilm olusturma yeteneginin fazla oldugu goriilmiistiir. Bu viriilans faktorleri
hakkinda daha fazla ¢alismanin yapilmasi, tedavi siirecinin yonetilmesine faydali

olacag diisiiniilmektedir.
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